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1. UVOD

Mikotoksini su sekundarni metaboliti plijesni niske molekulske mase koji zbog svojih
toksikoloSkih karakteristika mogu predstavljati rizik za zdravlje ljudi i Zivotinja. Do razvoja
mikotoksikoze najéesce dolazi ingestijom hrane kontaminirane mikotoksinima, sto je ujedno i
najznacajniji put izlozenosti. Drugi putovi izlozenosti su respiratorni, dermalni i parenteralni
(Bennett i Klich, 2003; Peraica i Domijan, 2006).

1.1. CITRININ

Citrinin (CTN)(Slika 1.) je mikotoksin kojeg proizvode plijesni vrste Aspergillus, Penicillium
i Monascuse. Najée$¢e su kontaminirane Zitarice, ali i ostali proizvodi biljnog podrijetla,
poput vocéa, povréa, voénih sokova, zaina, te pokvareni mlije¢ni proizvodi (EFSA, 2012).
Vrste Penicillium i Aspergillus mogu proizvoditi okratoksin A (OTA) i aflatoksin zbog ¢ega
se mogu na¢i zajedno s CTN u zitaricama, posebice u rizi. Uzro¢nik truljenja jabuka,
Penicillium expansum, proizvodac¢ je patulina (PAT), ali i CTN (Ciegler i sur., 1977) sto je
razlog pronalaska te kombinacije mikotoksina u sokovima i dzemovima od jabuke. U Kini se
fermentacijski produkti nekoliko vrsta roda Monascuse stolje¢ima koriste kao bojila za hranu
I za konzerviranje mesa te je u gotovo svakom takvom proizvodu pronaden CTN u mjerljivim
koncentracijama (EFSA, 2012). Na podru¢ju Europe rod Monascuse se najvise povezuje s
crvenom rizom koja se koristi kao alternativna terapija hiperlipidemije. Crvena riza je
fermentacijski produkt bijele rize (Oryza sativa, L.) dobiven pomocu vrsta iz roda Monascuse
koji mogu sintetizirati CTN ukoliko se fermentacija ne odvija u kontroliranim uvjetima
(Purovié i Segvié Klari¢, 2015).

HO / O

Slika 1. Kemijska struktura CTN.



1.1.1. Kemijska svojstva citrinina

CTN je poliketidni mikotoksin molekularne mase 250,25 g/mol, a prema IUPAC-u njegovo
ime glasi: (3R,4S)-4,6-dihidro-8-hidroksi-3,4,trimetil-6-okso-3H-2-benzopiran-7-karboksilna
kiselina. Slabo je topljiv u vodi, ali je dobro topljiv u vodenim otopinama natrijeva
hidroksida, natrijeva karbonata ili natrijeva acetata, u metanolu, acetonitrilu, etanolu i veéini
drugih polarnih organskih otapala (Xu i sur., 2006). CTN zbog svoje konjugirane, planarne
strukture moze fluorescirati, a najvecu flourescenciju pokazuje neionizirani oblik CTN pri pH
2,5 (Franco i sur., 1996). Kristalizira u Zute nepravilne kristale u kojima se dva tautomerna

oblika, p-kinon i o-kinon, nalaze u dinamickoj ravnotezi (Slika 2.)(Poupko i sur., 1997).
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Slika 2. Strukturni izomeri CTN.

Raspadanje strukture u suhim uvjetima pocinje na temperaturi talista (175°C) dok se u
vlaznim uvjetima raspada na temperaturama iznad 100°C (Xu i sur., 2006). Zagrijavanjem

CTN 30 minuta na 100°C uz prisutnost vode, nastaje raspadni produkt citrinin H1 (Slika 3.)

koji pokazuje vecu Citotoksi¢nost od samog CTN (Trivedi i sur., 1993).

Slika 3. Kemijska struktura citrinina H1.



1.1.2. Mehanizam toksiénosti citrinina

CTN je nefrotoksi¢an mikotoksin, a prema Medunarodnoj agenciji za istrazivanje raka
(IARC)(1986) uvrsten je u 3. skupinu karcinogenih spojeva zbog nedovoljno dokaza o
karcinogenom ucinku na ljude. In vitro studijama dokazano je vise mehanizma toksic¢nosti i

uzroka oStecenja stanica.

Inhibicija sinteze DNA i RNA (pretezno rRNA) dokazana je u stanicama sisavaca
(Wasternack i Weisser, 1992), ukljucujudi i stanice bubrega (Yoneyama i Sharma, 1987), ali
nema dokaza o indukciji oksidativnog oSte¢enja DNA niti poveéanja razina mRNA humane
8-hidroksigvanin DNA glikozilaze 1 (hOGG;) nakon izlaganja stani¢nih kultura CTN (Liu i
sur., 2003). Ista studija je dokazala povecanu ekspresiju proteina toplinskog Soka HSP70
nakon inkubacije HEK293 stanica s CTN, a u kvascima se povecéala ekspresija gena koji
odgovaraju na oksidativni stres (lwahashi i sur., 2007) s$to ide u prilog tome da je oksidativni
stres jedan od mehanizama toksi¢nosti. U jetrenim stanicama Stakora CTN inhibira GSSG-
reduktazu i transhidrogenazu te povecava nastanak reaktivnih kisikovih spojeva stimuliranjem
proizvodnje superoksidnih aniona u respiratornom lancu (Ribeiro i sur., 1997). Na povecan
oksidativni stres upucuje 1 pad razine antioksidansa glutationa nakon tretiranja alveolarnih
epitelnih stanica sa subtoksi¢nim dozama CTN §to moze doprinjeti upali kod udisanja

kontaminiranog zraka (Johannessen i sur., 2007).

Sposobnost CTN da mijenja funkcionalnost mitohondrija ispitana je na stanicama
proksimalnog tubula $takora. CTN je uzrokovao poremecaj u staniénom disanju i posljedi¢no
smanjio koncentraciju stani¢nog ATP-a. Vijabilnost stanica padala je u ovisnosti o
koncentraciji i vremenu, a lipidna peroksidacija pracena je apoptozom (Aleo i sur., 1991).
Inhibicijom influksa i povecanjem efluksa kalcijevih iona smanjila se njegova koncentracija u
matriksu mitohondrija, dok se u citosolu povec¢ala. Dodatkom Ca®*-kelatora znacajno se
smanjila apoptoza inducirana CTN ¢ime je dokazana vazna uloga poremecéaja homeostaze

kalcija u toksi¢nosti CTN (Chagas i sur., 1995; Segvi¢ Klari¢ i sur., 2012).

Dokazano je da CTN smanjuje vijabilnost stanica blastocita misa (Chan i Shiao, 2007), a u
embrijskim mati¢nim stanicama (ESC-B5) inaktivira HSP90 multisaperonski kompleks
uzrokujuci raspadanje Ras i Raf-1 i daljnu inhibiciju anti-apoptotskog procesa (Chan, 2007).
Dodatni mehanizam indukcije apoptoze uocen je na humanim promijelociticnim stanicama

gdje je CTN stimulirao otpustanje citokroma ¢ iz mitohondrija u citoplazmu i aktivaciju



kaspaza-3, -6, -7 i -9, a prisutnost antioksidansa nije dovela do smanjenja citotoksi¢nosti (Yu i
sur., 2006).

1.1.3. IzloZenost ljudi citrininu

Sredinom proSlog stoljeca otkrivena je antibakterijska aktivnost CTN (Raistrick i Smith,
1941), no ubrzo je otkrivena i njegova toksi¢nosti za sisavce zbog ¢ega CTN kao antibiotik
nikad nije zazivio. lako je njegova toksi¢nost poznata ve¢ desetlje¢ima, proveden je mali broj
istrazivanja te i dalje nije moguée direktno donijeti procjenu izloZenosti i unosa CTN u

organizam (EFSA, 2012).

Najznacajniji nacin unosa je ingestija kontaminirane hrane od cega su najceSCe Zitarice
(kukuruz, pSenica, raz, zob i riza) i hrana s preradenim Zzitaricama 0 kojima je provedeno i
najvise istrazivanja. Kako su Zitarice baza svakodnevne prehrane, u Hrvatskoj je provedeno
istrazivanje 0 prisutnosti CTN u pSenici i Kukuruzu na podru¢ju 4 Zupanije. Od 55
analiziranih uzoraka, 35 je prikupljeno u 3 Zupanije u Kkojima su zabiljezeni slucajevi
Balkanske endemske nefropatije, a 20 u zupaniji koja je sluzila kao kontrolna grupa. Ni u
jednom uzorku iz kontrolne grupe nije detektiran CTN dok je 65,7% ostalih uzoraka bilo
pozitivno uz najveéu izmjerenu koncentraciju od 103 pg/kg. Autori su naglasili potrebu za
analizom veéeg broja uzoraka kako bi se stekla realnija predodzba unosa CTN i procjenio
rizik za zdravlje ljude (Culig i sur., 2017). Uz CTN, &esta je istovremena prisutnost OTA Koji
takoder djeluje nefrotoksi¢no. U Bugarskoj su 2 od 3 CTN-pozitivna uzorka Zzitarica (n=37)
bila pozitivna na OTA, a uzorak s najvecom Kkoncentracijom citrinina (420 npg/kg) i
okratoksina A (39 ug/kg) bio je namjenjen za ljudsku upotrebu (Vrabcheva i sur., 2000). Ista
kombinacija pronadena je u 18% uzorka zitarica za doruc¢ak (n=45) s koncentracijama CTN
vec¢ih od OTA. 31 uzorak bio je kontaminiran OTA, a 20% njih sadrzavao je koncentracije
OTA iznad limita EU koji je 3 ng/kg (Molini¢ i sur., 2005).

Od voca su najvise ispitivane jabuke u kojima CTN dolazi u kombinaciji s PAT. U Hrvatskoj
je ispitano 100 trulih jabuka od kojih je 19% bilo pozitivno na CTN u koncentracijama 50 —
240 ng/kg (Pepeljnjak i sur., 2002). Iste godine je Portugalu ispitana 351 jabuka s razlic¢itim
veli¢inama smedih trulih mrlja od kojih je 68,6% bilo kontaminirano s PAT. U 19,6% uzorka
nadeni su CTN i PAT, a u 3,9% samo CTN. Izmjerene koncentracije CTN iznosile su od 320
do 920 pg/kg (Martins i sur., 2002).



CTN je pronaden u sokovima od voca i povréa, crnim maslinama, plijesnivim sirevima te
ljekovitom bilju, a jedna studija je dokazala prisutnost CTN u mesu i jajima zivotinja koje su
bile hranjene s kontaminiranom sto¢nom hranom (Abdelhamid i Dorra, 1990). Markov i sur.
(2013) su s domacih suhomesnatih proizvoda najcesce izolirali plijesni vrste Penicillium uz
prisutnost CTN u 4,44% uzoraka.

Preparati s crvenom rizom na hrvatskom trzistu ispitani su u tri studije. Jedna nije utvrdila
prisutnost CTN u ispitivanim kapsulama dok je u dvije studije CTN dokazan u ukupno 3/13
uzoraka u dopustenim koncentracijama do 2 mg/kg (Mornar i sur., 2012; Mornar i sur., 2013;
Nigovi¢ i sur., 2013).

Ukupnoj izlozenosti mikotoksinu moze pridonijeti inhalacija i transdermalni prijenos
pogotovo ako se radi o zatvorenim prostorima s visokim postotkom vlage. Ispitivana je
unutrasnjost zgrada s problemima s vlagom na 17 mikotoksina. CTN je naden u 3 od 79
uzorka u koncentracijama od 20 do 35000 ng/g uz prisutnost ostalih mikotoksina (Tuomi i
sur., 2000), ali zbog malo podataka jo$ nije jasno kakvu opasnosti za zdravlje predstavlja

takav nacin izlozenosti.

1.2. STERIGMATOCISTIN

Sterigmatocistin (STC) je mikotoksin kojeg proizvodi vise od 50 vrsta plijesni, a najcesce se
radi o vrstama roda Aspergillus (EFSA, 2013). Supstrati kontaminirani vrstama A. flavus i A.
parasiticus sadrze nize koncentracije STC jer se veéina Dbiotransformira u O-
metilsterigmatocistin koji je direktan prekursor aflatoksina B1 i G1. Vrste A. nidulans i
A.versicolor nemaju tu mogucénost $to dovodi do visih koncentracija STC u produktima

kontaminiranim tim plijensima (EFSA, 2013).

STC kontaminira zitarice i hranu s preradenim Zitaricama, ali se moze pronaci i u zelenim
zrnima kave, zalinima, pivu 1 povrSini sira na kojoj se razvila plijesan tijekom
neodgovarajuc¢ih uvjeta skladiStenja. Vrsta A. versicolor Cesto raste na tvrdim sirevima
onecis¢enim tijekom proizvodnje ili zrenja zbog Cega je posebno kontaminiran povrsinski
sloj. Koli¢ina STC naglo pada s porastom dubine uzorkovanja, a tek su male koli¢ine
pronadene u jestivim dijelovima sira. STC je pokazao stabilnost na temperaturama od -18 do
+16°C tijekom 3 mjeseca (van Egmond i sur., 1982).

Procesiranje hrane moze do jedne mjere smanjiti koncentraciju STC ovisno o vrsti hrane i

uvjetima procesiranja (EFSA, 2013).



1.2.1. Kemijska svojstva sterigmatocistina

STC je poliketidni mikotoksin, molarne mase 324,28 g/mol, a prema IUPAC-u glasi:
((3aR,12cS)-3a,12c-dihidro-8-hidroksi-6-metoksi-7H-furo[3',2":4,5]furo[2,3-c]ksanten-7-on.

Strukturno je slic¢an aflatoksinu s kojim dijeli i biosintetski put. Kristalizira u obliku blijedo
zutih igli¢astih kristala, a toCka taljena iznosi 245-246°C. Karakterizira ga i slaba
fluorescencija (Versilovskis i De Saeger, 2010). Brzo se otapa u kloroformu u kojem je
stabilan i nakon 30 dana na temperaturi od 4°C (Septien i sur., 1993). Slabo je topljiv u
fosfatnom puferu pri razli¢itim vrijednostima pH, makar je vecu topljivost pokazao u kiselom

pH, pogotovo pri pH 4,5 (Septien i sur., 1994).

Slika 4. Kemijska struktura STC.
1.2.2. Mehanizam toksi¢nosti sterigmatocistina

Prema IARC Klasifikaciji, STC je uvrSten u grupu 2B, odnosno smatra se potencijalnim
karcinogenom za ljude. Na mjestu subkutane injekcije STC Stakori su razvili sarkome dok je
primjenom na kozu doslo do razvoja tumora koze i jetre. Nakon oralne administracije, miSevi

su razvili tumore pluca, a Stakori tumore jetre (IARC, 1976).

Genotoksi¢nost STC povezana je s moguéno$cu Stvaranja DNA adukta koji povecavaju
vjerojatnost nastanka ireverzibilne mutacije ukoliko ne dode do njihova popravka (EFSA,
2013). Reaktivni egzo-epoksid nastaje metabolizmom STC razli¢itim citokrom P450
enzimima u jetri i plu¢ima. Perfuzijom jetra Stakora STC otkriveno je o dozi ovisno vezanje
STC na DNA (Essigmann i sur., 1979; Essigmann i sur., 1980) S$to je potvrdeno
intraperitonealnom administracijom toksina 344 muskim Fischerovim Stakorima. STC-DNA
adukti nadeni su i do 105 dana nakon administracije kod Stakora koji su primili najvece
koncentracije STC (9 mg/kg tjelesne mase). Takoder je primije¢eno da gubitak adukata iz

DNA jetre prati trifazi¢ni profil: brzi gubitak u prvih 24 sata kojeg prati sporiji pad tijekom 1.
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do 14. dana i na kraju ekstremno spori pad 14-105 dana nakon tretmana (Reddy i sur., 1985).
Epoksidi AFB1 i STC tvore DNA adukte slicnog mutagenog potencijala s time da je STC
pokazao Cetiri puta nizi potencijal tvorbe takvih adukata od AFB1 (Raney i sur., 1992).

STC u kulturama stanica sisavca uzrokuje promjene u jezgri, potpuno blokira mitozu i
inhibira ugradnju timdina u DNA i uridina u RNA (Engelbrecht i Altenkirk, 1972). Inhibitorni
uc¢inak na RNA sintezu potvrden je in vivo u Wistar Stakorima (n=21) kojima je
intraperitonealno injektirano 50 mg STC/kg tjelesne mase sto je dovelo do inhibicije ugradnje
orotske kiseline u jetrenoj RNA (Nel i Pretorius, 1970).

Indukcija stani¢nog stresa ispitivana je na muskim Wistar albino Stakorima (n=6) tako da su
30 dana hranjeni krmivom kontaminiranim s vrstom A.versicolor. Maksimalna podnosljiva
doza STC bila je 0,2 mg/kg tjelesne mase zbog 50% smrtnosti kod grupa Stakora hranjenih
vi$im koncentracijama. U jetrenim mikrosomima znacajno se povecala koli¢ina citokroma
P450, citokroma b5 i njihovih reduktaza i proizvodnja ROS-a. Smanjila se koli¢ina glutationa,
askorbinske kiseline i alfa-tokoferola. Takoder se smanjila aktivnost katalaza dok se aktivnost
enzima superoksid dismutaze (SOD) i glutation peroksidaze povecala. Povecano stvaranje
slobodnih radikala potrosilo je antioksidanse §to je dovelo do poveéane lipidne peroksidacije i
posljedi¢no ostecenja stanica (Sivakumar i sur., 2001). Na istom animalnom modelu ispitan je
utjecaj kratkotrajne izlozenosti STC te je dokazano da subletalne doze umjereno induciraju
oksidativno ostecenje stanica. Stakorima je oralno administrirana po jedna doza STC razlicite
koncentracije (10, 20 i 40 mg/kg tjelesne mase). U bubrezima se znacajno povecala
koncentracija malondialdehida (MDA) i SOD dok se u jetri znacajno smanjila aktivnost
glutation peroksidaze kod visih doza STC. U plazmi je primijeena povecana aktivnost
katalaze pri najnizoj koncentraciji STC te o dozi ovisno poveéanje MDA. Oksidativna
oste¢enja DNA pridonose znac¢ajnim DNA oStecenjima uzrokovanim STC s time da su

bubrezi pokazali vecu podloznost oksidativnom stresu od jetre (Rasic¢ i sur., 2020).

Mnoge in vitro studije provedene su s visokim koncentracijama STC ¢ime potencijalne

opasnosti unosa niskih doza STC ostaju nedovoljno istrazene.
1.2.3. IzloZenost ljudi sterigmatocistinu

Kao i kod CTN, najvise studija provedeno je na zitaricama. Prve studije su ispitivale
prisutnost STC tankoslojnom kromatografijom (TLC) te je veéina uzoraka bila negativna,
medutim treba uzeti u obzir da su LOD i LOQ metode bili visoki (> 15 pg/kg) ili nisu



zabiljezeni (EFSA, 2013). Razvojem analitickih tehnika poput tekucinske kromatografije
visoke djelotvornosti (HPLC), STC je pronaden u 17% neodgovarajuce skladiStenih Zitarica
(pSenica, je¢am i zob) (Scudamore i Hetmanski, 1995). Ni u jednom uzorku Zitarica (n=122) i
hrani s kukuruzom (n=128), skupljenih iz razlicnih prodajnih mjesta u Ujedinjenom
Kraljestvu nije pronaden toksin (MAFF, 1998). Koristenjem LC-MS/MS postignute su jos$
nize LOD i LOQ metode ¢ime je dokazana prisutnost STC u zitaricama (26%) i razli¢itim
vrstama kruha (17%) u rasponu koncentracija od 0,7 do 83 pg/kg. 4/5 kontaminiranih kruhova
sadrzavalo je cjelozrnate Zitarice stoga su one moguci izvor STC (Versilovskis i sur., 2008;

Versilovskis i Mikelsone, 2008).

U nedavnoj studiji u Europi ispitivana je prisutnost STC u zitaricama te je riza identificirana
kao produkt s najvisom ucestalosti kontaminacije (Mol i sur., 2015). Upravo zato je u ltaliji
provedeno istrazivanje na neobradenoj i procesiranoj rizi. Svi uzorci neobradene i smede rize
bili su pozitivni na STC, kao i 90,9% uzoraka blansirane rize, dok je kontaminacija u bijeloj
rizi bila znacajno manja zbog Cega je ispitan utjecaj guljenja i poliranja na koncentraciju STC.
Nakon guljenja, sadrzaj STC u smedoj rizi smanjio se na 21,2-30,8%, a nakon poliranja do

bijele rize na 2,2-8,3% pocetne koncentracije (Bertuzzi i sur., 2017).

Sirevi su proizvodi podlozni rastu plijesni, a kako je A. versicolor njihov Cest kontamint,
istrazivana je pojavnost STC u sirevima. U dvije starije studije STC je detektiran u
povrsinskom sloju ukupno 2,3% uzorka (Lafont i sur., 1979; Bartos i Matyas, 1982). Kasnija
studija dokazala je prisutnost STC u 4/8 sireva proizvedenih u Latviji i 2/13 proizvedenih u
Belgiji s koncentracijama izmedu LOD metode (0,03 ug/kg) i 1,23 pg/kg (Versilovskis i sur.,
2009).

Ispitivanja o prisutnosti STC u hrani koja ne sadrzi zitarice su rijetka, ali se ponekad detektira

u zelenim zrnima kave, zacinima, orasastim plodovima i pivu (EFSA, 2013).

Procesiranje hrane moze dovesti do smanjenja koncentracije STC, ali do koje mjere ovisi 0
tipu hrane i uvjetima procesiranje. Primjerice, peenje kruha s pSenicom kontaminiranom
STC na 200-220°C nije dovelo do statisticki znac¢ajnog smanjenja njegove koncentracije dok
je przenje zrna kave na 200°C 15 minuta smanjilo pocetnu koncentraciju za 70% (Bokhari i
Aly, 2009; Versilovskis i Bartkevics, 2012).

Izlozenosti STC moze pridonijeti i inhalacija u zatvorenim prostorima. Istrazivanja su ciljano

provodena u zgradama s vidljivim rastom plijesni 1/ili sa znakovima vlage 1 oSte¢enjima od



vode. U ve¢ navedenoj studiji sa zgradama s problemima s vlagom u Finskoj, STC je dokazan
u 24% uzoraka u koncentraciji do 31 000 ng/g (Tuomi i sur., 2000). U gradevinskom
materijalu iz zgrada s o$tec¢enjima od vode, STC je 3. najc¢es¢i prisutan mikotoksin (Bloom i
sur., 2009). Prisutnost STC zabiljeZena je u prasini iz vlaznih i/ili plijesnivih tepiha, slegnutoj

prasini iz poplavljenih kuca i prasini iz ventilacije (EFSA, 2013).

1.3. 5--METOKSISTERIGMATOCISTIN

5-metoksisterigmatocistin (5-MET-STC)(Slika 5.) izolirali su Holker i Kagal 1968. iz
mutiranog soja A. versicolor proizvedenog iradijacijom spora divljeg soja. Proizvode ga vrste
roda Aspergillus koje su i proizvodaci STC kao S§to su Aspergillus versicolor i Emericella
nidulans (Cabaret i sur., 2014). Kristalizira u obliku blijedo zutih igli¢astih kristala (Cai i sur.,

2011) kao i STC od kojeg se razlikuje samo u metoksi skupini na poziciji 11.

H4CO.

OCHj

Slika 5. Kemijska struktura 5-MET-STC.

Aspergili iz sekcije Versicolores mogu rasti na slabo hranjivim podlogama te su STC i 5-
MET-STC pronadeni u svih 5 izolata navedene vrste ¢ije su spore umjetno inokulirane na
borovo drvo, tapete, gipsane ploce i ivericu (Nielsen i sur., 1998).

30-minutnom inkubacijom 5-MET-STC s humanim rekombinantnim CYP1Al uz NADPH
metabolizirano je 80% 5-MET-STC te su pronadena tri metabolita: M1 (hidroksinor-metoksi-
sterigmatocistin), M2 (nor-MSter) i M3 (dihidroksi-MSter). Inkubacijom s humanim
CYP1A2 metabolizirano je 20% 5-MET-STC uz nastanak metabolita M4 (monohidroksi-
MSter). 5-MET-STC povisio je razinu CYPIA1 mRNA, a dugoro¢ne posljedice ostaju
nepoznate (Cabaret i sur., 2014).



Indirektan znak formacije reaktivnog metabolita STC je detekcija GSH metabolita u
prisutnosti citosolnog GSH i GST S§to nije dokazano za 5-MET-STC i implicira odsustvo
reaktivnog epoksidnog intermedijera (Cabaret i sur., 2010; Cabaret i sur., 2014).

Antitumorski potencijal 5-MET-STC povezan je s netaknutnim bisfuranovim prstenastim
sistemom i dvostrukoj vezi u terminalnom furanskom prstenu. U nekim slucajevima
antitumorska aktivnost je ocuvana i nakon uvodenja substituenta u ksantonskom dijelu

molekule (Essery i sur., 1976).
1.3.1. Mehanizam toksi¢nosti 5-metoksistergmatocistina

Genotoksicnost STC, 5-MET-STC, VER A, 6-DEOKSI-VER A i VER B odredena je
mjerenjem oSte¢enja DNA na humanim stanicama adenokarcinoma pluca (A549). Svi
testirani mikotoksini su pokazali statisticki znacajno povecanje stupnja oStecenja DNA u
odnosu na kontrolu. Na istim stanicama je dokazana njihova citotoksi¢nost pri ¢emu je
koncentracija koja smanjuje vijabilnost 50% stanica (ICsp) za 5-MET-STC iznosila 181 uM
Sto je ujedno bila 1 najveca koncentracija od svih ispitanih mikotoksina i ukazala na manji
toksi¢ni potencijal 5-MET-STC (Jaksi¢ i sur., 2012).

Genotoksican u¢inak STC 1 5-MET-STC na pluca ispitan je na muzjakima Stakora soja Wistar
u koncentracijama koje se mogu prirodno pronaci u prasini vlaznih zatvorenih prostora. 24
sata nakon jednokratne intratrahealne instilacije Stakora, mikotoksini, pojedina¢no i u
kombinaciji, znacajno Su povecali razinu jednolanfanih lomova DNA. 5-MET-STC
primijenjen u 10 puta vecoj koncentraciji od STC izazvao je dvolanane lomove DNA
znacajnog intenziteta. Kombinacija mikotoksina izazvala je jednolonacane i1 dvolancane
lomove DNA manjeg intenziteta nego pojedinacni mikotoksini S§to upucuje na moguce

antagonisti¢ko djelovanje (Curtovi¢, 2019).
1.3.2. IzloZenost ljudi 5-metoksistergmatocistinu

O izloZenosti ljudi ovom mikotoksinu ima vrlo malo dostupnih podataka. Medu
mikotoksinima detektiranim u plijesnima koje kontaminiraju zatvorene prostore zabiljeZena je

prisutnost STC i njegovog derivata 5-MET-STC (Gravesen i sur., 1999).

Ispitivane su sezonske varijacije koncentracije aerogenih aspergila i sposobnost proizvodnje
mikotoksina izoliranih sojeva iz kuéa obnavljanih nakon poplava i kuéa u kontrolnom selu.
Sakupljeni uzorci plijesni u zraku 1 prasSini analizirani su na mikotoksine aspergila. U praSini

su, bez obzira na mjesto uzorkovanja, STC i 5-MET-STC bili dominantni metaboliti te je 5-

10


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Essery%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1003414

MET-STC bio podjednako zastupljen (50%) na obje lokacije, dok je STC detektiran u 70%

uzoraka iz poplavljenih kuca, a u kontrolnim 50% (Segvié¢ Klarié i sur., 2018).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Nakon poplave koja je 2014. godine zadesila Gunju, u obnovljenim kucama utvrdena je
kolonizacija zidova plijesnima $to moze predstavljati rizik za zdravlje zbog alergijskog
potencijala aerogenih Cestica plijesni kao i zbog moguceg unosa mikotoksina inhalacijom.
Mikoloska analiza uzoraka plijesni iz zraka 1 praSine u obnovljenim ku¢ama Gunje i Gornjem
Stupniku (kontrolno selo) pokazala je dominaciju vrsta iz roda Penicillium te vrsta iz roda
Aspergillus koje pripadaju sekciji Versicolores. Mikoloska slika zraka i prasine odgovarala je
nalazu mikotoksina u praSini (LC/MS) pri ¢emu su dominirali metaboliti Penicillium i
Aspergillus vrsta. Medu mikotoksinima u prasini, STC i 5-MET-STC bili su dominantni
metaboliti kako u ku¢ama iz Gunje tako i u kontrolnom selu. STC je u detektiran u 70%
uzoraka praSine u Gunji i 50% uzoraka prasine u Gornjem Stupniku dok je 5-MET-STC bio
podjednako zastupljen (50%) na obje lokacije. Maksimalne koncentracije ovih toksina su bile
1,3 do 8 puta ve¢e u Gunji negoli u Gornjem Stupniku (maksimum STC 0,59 ng/g, 5-MET-
STC, 7,70 pg/g) (Segvi¢ Klari¢ i sur., 2018). Medu sekundarnim metabolitima Penicillium
vrstama u jednom uzorku prasine (Gunja) dokazan je CTN u koncentraciji 0,33 pg/g
(neobjavljeni podaci). O pojavnosti CTN u prasini vlaznih prostora, odnosno inhalacijskom
unosu CTN te njegovom toksi¢énom djelovanje na stanice u disnom sustavu gotovo da nema
podataka. S obzirom na do sada poznati toksi¢ni potencijal STC, 5-MET-STC i CTN
postavljena je hipoteza da ¢e STC, 5-MET-STC i CTN imate toksi¢ne uéinke u plué¢nim

stanicama te su postavljeni sljedeci ciljevi:

- odrediti 1Csp pojedinaénih mikotoksina CTN, STC i 5-MET-STC u ljudskim stanicama

adenokarcinoma pluc¢a A549,

- istraziti prirodu interakcija binarnih kombinacija navedenih mikotoksina primjenom

matematickog modela za analizu indeksa kombinacije.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. STANICNE KULTURE

Uzgoj i tretiranje stanica provodilo se unutar uredaja s laminarnim strujanjem zraka (engl.
Laminar flow hood) sa sterilnom aparaturom na stanicama ljudskog adenokarcinoma pluca
A549 (ATCC- American Type Culture Collection, Sjedinjene Americke Drzave).

Stanice su uzgojene u plasti¢noj boci (75 cm? flask, Thermo Scientific™ Nunc™ Cell Culture
Treated EasYFlasks™) za adhezivni uzgoj stani¢nih linija u RPMI mediju (Capricorn
Scientific GmbH, Ebsdorfergrund Germany) uz dodatak 2 mM glutamina i toplinski
inaktiviranog fetalnog tele¢eg seruma masenog udjela 10% (Sigma). U medij su dodani
antibiotici penicilin (c =100 IU/ml) i streptomicin (y =100 pg/ml) (Gibco, Invitrogen, Paisley)
kako bi se sprijecila bakterijska kontaminacija. Stanice su uzgajane u inkubatoru u uvjetima

konstantne temperature (+37°C), relativne vlaznosti (95%) 1 udjela ugljikovog dioksida (5%).

Kod presadivanja, stanice se ispiru sterilnim fosfatnim puferom bez kalcijevih i magnezijevih
iona (PBS, pH=7,4) nakon ¢ega se tretiraju otopinom tripsin-EDTA (0,25%) koja omoguéava
odvajanje stanice od podloge. Resuspendiranje stanica provodi se u svjezem mediju nakon

cega se tretiraju mikotoksinima.

3.2. TRETIRANJE STANICA MIKOTOKSINIMA

Stanice se resuspendiraju u RPMI mediju te se ukupni broj stanica po 1 mL suspenzije
odreduje pomoc¢u hemocitometra. Stani¢na suspenzija se razrjeduje s RPMI medijem do
koncentracije 10° stanica/mL. U 95 jaZica mikrotitarske ploice (Thermo Scientific Nunc 96-
well plate) aplicira se po 100 pL stani¢ne suspenzije, jedna jazica ostaje prazne kako bi

kasnije posluzila kao slijepa proba u kojoj se nalazi samo RPMI medij i MTT reagens.

Stanice se inkubiraju 24 sata nakon Cega se tretiraju mikotoksinima. Pocdetna otopina CTN
(Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA) koncentracije 0,01 mol/L dobivena je
otapanjem CTN u 100% DMSO otapalu te su iz nje priredene razrijedene otopine
koncentracija u rasponu od 0,1 do 250 puM. Na isti nacin su priredene otopine STC i 5-MET-
STC, ali u rasponu koncentracija od 0,1 do 150 uM. Uz otopine mikotoksina priredene su i

kontrole DMSO otapala u razli¢itim koncentracijama. Za CTN primijenjene su 4
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koncentracije kontrole: K1 (0,02%); K2 (0,2%); K3 (0,5%) i K4 (0,83%), a za STC i 5-MET-
STC primijenjeno je 5 koncentracija: K1 (0,02%); K2 (0,067%); K3 (0,2%); K4 (0,67%) i K5
(1%). Svaka otopina toksina iste koncentracije i otopina kontrole primijenjena je u 6-7

replikata. Nakon tretiranja mikotoksinima uslijedila je inkubacija od 24 sata.

Iz rezultata prvog dijela istrazivanja izracunat je ICso pojedinacnih mikotoksina. U drugom
dijelu pokusa CTN i STC zajedno su aplicirani u jazice u omjeru njihovih ICsp: 1:1, 1:2 1 2:1
u koncentraciji od 1 uM do 0,0001 uM serijalnim deseterostrukim razrjedivanjem u
stanicnom mediju. Kod omjera 1:1 primijenjene su i dodatne koncentracije od 3 uM i
serijalna deseterostruka razrjedenja do koncentracije 0,0003 uM. U istim omjerima ICs i
razrjedenjima aplicirani su CTN i 5-MET-STC. Svaka otopina istog omjera mikotoksina i
koncentracije primijenjena je u 6 replikata. Nakon tretiranja stanica kombinacijom

mikotoksina uslijedila je inkubacija od 24 h.

3.3. MTT TEST

MTT test je kolorimetrijska metoda kojom se procjenjuje metabolicka aktivnost stanica te je
koristena za ispitavanje citotoksicnog ucinka pojedinaénih mikotoksina i njihovih
kombinacija. Reagens se razrjeduje staniénim medijem bez seruma kako bi njegova
koncentracija bila 0,5 mg/ml te dodaje u jazice kojima je prethodno odsisan medij. Stanice se
inkubiraju 3,5 sata. Vijabilne stanice reduciraju MTT reagens (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolin bromid) zute boje u ljubiCasto obojen formazan. Nastali formazan se
akumulira kao netopljivi talog unutar stanica stoga se, prije mjerenja apsorbancije, otapa

dodavanjem 150 uL. DMSO u svaku jazicu.

Koncentracija formazana proporcionalna je jacini apsorbancije na 540 nm koja se mjeri na
spektrofotometru za mikrotitarske plogice s 96 jazica (PerkinElmer VictorX3). Sto je veéa

A(540), veca je koncentracija formazana, a time i broj vijabilnih stanica.

3.4. OBRADA PODATAKA

Za obradu podataka koristen je racunalni program Microsoft Excel, Microsoft Office 2010
(Microsoft, Seattle, WA, SAD). Jedna jazica na svakoj mikrotitarskoj plocici koristena je kao
slijepa proba te je sadrzavala samo RPMI medij i MTT reagens. Srednja vrijednost
apsorbancija dvije slijepe probe oduzeta je od svake A(540) tretiranih i kontrolnih stanica
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kako bi se zanemario udio apsorbancije RPMI medija i MTT reagensa. Rezultati vijabilnosti

stanica izrazavaju se u odnosu na kontrolu prema formuli:
vijabilnost stanica (%) = A (tretirane stanice)/ A (kontrolne stanice) x 100%.
3.4.1. Statisti¢ka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka koriSten je R (R Core Team, 2018) i paketi potrebni za
modeliranje krivulja koncentracija-u¢inak (drc) i vizualizaciju (ggplot2) (Ritz i sur., 2015;
Wickham, 2016). Rezultati dobiveni izraGunom vijabilnosti stanica izraZeni su kao srednje
vrijednosti sa standardnom pogreskom aritmeticke sredine (X + SEM). Citotoksi¢ne
koncentracije CTN, STC, 5-MET-STC i njihovih kombinacija dobivene su interpolacijom na
temelju nelinearne regresijske analize odnosa koncentracije i uc¢inka te su izrazene kao 1Cs +

SEM.
3.4.2. Indeks kombinacije i analiza izobolograma

Loeweov zakon aditivnosti omogucuje koristenje indeksa kombinacije za opisivanje prirode

kombinacije mikotoksina:
Cl = D1/Dg; + Dy/Dg»,

gdje su Dy i D, doze mikotoksina M; i M, primijenjene u kombinaciji, Dg; i Dg, doze
mikotoksina M; i My primijenjenih pojedina¢no, a Cl indeks kombinacije. Cl <1 upucuje na

sinergizam, Cl = 1 na aditivnost, a Cl > 1 na antagonizam.

Analiza izobolograma je graficki prikaz indeksa kombinacije za isti u€inak razli¢itih omjera
dva mikotoksina gdje x i y-o0s predstavljaju dozu ili koncentraciju mikotoksina 1 odnosno
mikotoksina 2. Izobola povezuje tocke na x i y-osi koje predstavljaju doze potrebne za
postizanje odredenog ucinka za pojedina¢ni mikotoksin. Ucrtavanje to¢aka cCije koordinate
predstavljaju doze u kombinaciji koje postizu odredeni ucinak daje ideju o prirodi ucinka
kombinacije mikotoksina. Sve toc¢ke ispod izobole upucuju na sinergiju, one iznad na
antagonizam dok tocke na samoj izoboli na mogu¢ aditivni ucinak. Loeweov model je

prosiren korekcijom za neparalelne krivulje doza-u¢inak:
Cl= (D;L/DE]_)ml/m2 + Dz/Dgz,

Gdje su my i my krivulje doza-u¢inak za mikotoksin 1 i 2, uz m; < m, (Anastasiadi i sur.,

2018; Kifer i sur., 2020). Intervali pouzdanosti za indeks kombinacije odredeni su primjenom
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Monte Carlo simulacija (Kifer i sur., 2020; https://www.sciencedirect.com/topics/computer-

science/monte-carlo-simulation).
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4. REZULTATI

4.1. CITOTOKSICNOST POJEDINACNIH MIKOTOKSINA ZA A549
STANICE

Utjecaj pojedina¢nih mikotoksina (CTN, STC i 5-MET-STC) primijenjenih u razli¢itim
koncentracijama na vijabilnost stanica linija A549 prikazan je graficki, krivuljom nelinearne

regresije s koncentracijama mikotoksina prikazanih na logaritamskoj skali (Slika 6., Slika 7.,
Slika 8.).
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Slika 6. Prikaz pada vijabilnosti stanica A549 u ovisnosti o koncentraciji CTN pomoéu
krivulje nelinearne regresije. Graf prikazuje rasprsenost vrijednosti stani¢ne vijabilnosti sa
standardnom pogreskom aritmeticke sredine nakon 24-satne izloZenosti razliCitim

koncentracijama CTN.
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Slika 7. Prikaz pada vijabilnosti stanica A549 u ovisnosti o koncentraciji STC pomocéu
krivulje nelinearne regresije. Graf prikazuje rasprSenost vrijednosti stani¢ne vijabilnosti sa

standardnom pogreSkom aritmeticke sredine nakon 24-satne izloZenosti razli¢itim

koncentracijama STC.
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Slika 8. Prikaz pada vijabilnosti stanica A549 u ovisnosti o koncentraciji 5-MET-STC-a

pomoc¢u krivulje nelinearne regresije. Graf prikazuje rasprSenost vrijednosti stani¢ne
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vijabilnosti sa standardnom pogreskom aritmeticke sredine nakon 24-satne izloZenosti

razli¢itim koncentracijama 5-MET-STC.

Koncentracije mikotoksina koje smanjuju vijabilnosti stanica linije A549 za 50% dobivene su
iz krivulja nelinearne regresije te su prikazane u tablici (Tablica 1.). Dobiveni podatci upucuju
na otprilike 8-18 puta vecu citotoksi¢nost 5-MET-STC-a na ovu stani¢nu liniju nego STC i
CTN.

Tablica 1. Vrijednosti ICso (uM) = SEM za CTN, STC i 5-MET-STC dobivene iz krivulja

nelinearne regresije.

Mikotoksin ICso (uM) £ SEM
CTN 127,7+15
STC 60,6 +1,8

5-MET-STC 72+1,2

4.2. CITOTOKSICNOST KOMBINACIJE CTN | STC ZA A549
STANICE

Citotoksi¢nost binarnih kombinacija na A549 stanice odredena je MTT testom nakon 24-satne
izlozenosti stanica mikotoksinima. Uc¢inak kombinacije CTN i STC na vijabilnost stanica u
omjeru pojedinacnih ICs 1:1, 1:2 i 2:1 i njihovim razrjedenjima prikazan je graficki (Slika 9.,
Slika 10., Slika 11.).
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Slika 9. Prikaz pada vijabilnosti stanica A549 u ovisnosti o koncentraciji kombinacije

CTN+STC priredene u omjeru 1:1 pojedinacnih ICsp pomocu krivulje nelinearne regresije.
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Slika 10. Prikaz pada vijabilnosti stanica A549 u ovisnosti o koncentraciji kombinacije

CTN+STC priredene u omjeru 1:2 pojedinaénih ICsp pomocu krivulje nelinearne regresije.
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Slika 11. Prikaz pada vijabilnosti stanica A549 u ovisnosti 0 koncentraciji kombinacije

CTN+STC priredene u omjeru 2:1 pojedinac¢nih ICsp pomocu krivulje nelinearne regresije.

Iz krivulja nelinearne regresije dobivene su koncentracije kombinacije CTN+STC u razli¢itim

omjerima potrebnih za smanjenje vijabilnosti stanica za 50% S$to je prikazano u tablici

(Tablica 2). Znacajno niza vrijednosti ICsy kombinacije u usporedbi s pojedinac¢nim

mikotoksinima pokazuju veci toksi¢ni potencijal kombinacije na A549 stanice.

Tablica 2. Inhibitorne koncentracije za 50% A549 stanica nakon 24-satne izlozenosti binarnoj

kombinaciji CTN+STC primijenjene u razli¢itim omjerima pojedina¢nih I1Csp.

Omijer ICsp pojedina¢nih mikotoksina ICs0 (UM) + SEM
CTN:STC=1:1 05+1,6
CTN:STC=1:2 0,4 £58,8
CTN:STC=2:1 0,3+£9,6
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4.3. CITOTOKSICNOST KOMBINACIJE CTN i 5-MET-STC ZA A549
STANICE

Citotoksi¢nost binarnih kombinacija na A549 stanice odredena je MTT testom nakon 24-satne
izlozenosti stanica mikotoksinima. U¢inak kombinacije CTN i 5-MET-STC na vijabilnost
stanica u omjeru pojedinac¢nih ICsq 1:1, 1:2 i 2:1 i njihovim razrjedenjima prikazan je graficki
(Slika 12., Slika 13., Slika 14.).
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Slika 12. Prikaz pada vijabilnosti stanica A549 u ovisnosti o koncentraciji kombinacije
CTN+5-MET-STC priredene u omjeru 1:1 pojedina¢nih ICsp pomocu krivulje nelinearne

regresije.
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Slika 13. Prikaz pada vijabilnosti stanica A549 u ovisnosti 0 koncentraciji kombinacije
CTN+5-MET-STC priredene u omjeru 1:2 pojedina¢nih ICsp pomocu krivulje nelinearne
regresije.
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Slika 14. Prikaz pada vijabilnosti stanica A549 u ovisnosti o koncentraciji kombinacije
CTN+5-MET-STC priredene u omjeru 2:1 pojedina¢nih ICsp pomocu krivulje nelinearne

regresije.
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Iz krivulja nelinearne regresije dobivene su koncentracije kombinacije CTN+5-MET-STC u
razli¢itim omjerima potrebnih za smanjenje vijabilnosti stanica za 50% Sto je prikazano u
tablici (Tablica 3). U usporedbi s I1Cs pojedina¢nih mikotoksina, CTN+5-MET-STC pokazao
je znacajniji citotoksi¢ni potencijal. Najveca toksi¢nost ispitivanih kombinacija toksina
zabiljezena je za CTN+5-MET-STC u omjeru 1:2.

Tablica 3. Inhibitorne koncentracije za 50% A549 stanica nakon 24-satne izlozenosti binarnoj

kombinaciji CTN+5-MET-STC primijenjene u razli¢itim omjerima pojedina¢nih ICsy,.

Omijer ICsp pojedinac¢nih mikotoksina ICs0 (uUM) = SEM
CTN:5-MET-STC=1:1 15+21
CTN:5-MET-STC=1:2 0,2+6,8
CTN:5-MET-STC=2:1 1,0+111,1

4.4. INTERAKCIJE KOMBINACIJA MIKOTOKSINA

Interakcije kombinacija CTN+STC i CTN+5-MET-STC u omjerima 1:1, 1:2 i 2:1 na stanice

linije A549 opisan je pomocu indeksa kombinacije i analize izobolograma (Slika 15.).
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Slika 15. Prikaz dobivenih indeksa kombinacija uz 95%-tni interval pouzdanosti u ovisnosti o

inhibitornim koncentracijama primijenjenih kombinacija mikotoksina.
Vecina rezultata pokazuje aditivni u¢inak uz iznimku CTN+5-MET-STC i CTN+STC omjera

2:1 koji pokazuju antagonisticki uéinak na podru¢ju do koncentracije 1C,o zahvacéenih stanica

te CTN+STC omijera 1:1 u podrucju koncentracija koje odgovaraju 1Cys-1Csp.
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5. RASPRAVA

Potencijalni uc€inak inhaliranih mikotoksina ispitivan je na stanicama pluénih fibroblasta
muzjaka kineskog hrcka linije V79. Nakon 48-satne izlozenosti mikotoksinima proveden je
test unosa neutralno-crvene boje (NRU test) kako bi se ispitala vijabilnost stanica.
Citotoksi¢nost je odredena za 14 mikotoksina, ukljuc¢uju¢i i CTN ¢iji je ICsg iznosio 53 £ 10
uM (Behm i sur., 2012). Sli¢no provedena studija ispitivala je vijabilnost 24 i 48 sati nakon
tretmana s CTN. ICsp iznosila je 70 uM nakon 24 sata, a 62 uM nakon 48 sati (Féllmann i
sur., 2014). ICso CTN u obje studije znatno je niza od dobivenih u ovom eksperimentu i
upucuje na vecu citotoksi¢nost CTN za V79 stanice. Na razliku u rezultatima utjecale su
razlicite stani¢ne linije, razli¢ite metode odredivanja vijabilnosti te vrijeme izloZenosti Stanica

CTN zbog Cega se rezultati ne mogu direktno usporedivati.

Istrazivanje distribucije i raznolikosti vrsta Aspergillus sekcije Versicolores koje proizvode
STC u zraku zatvorenih prostora ukljucivala je ispitivanje citotoksi¢nog potencijala izolata
plijesni (Jaksi¢ Despot i sur., 2016). Vijabilnosti A549 stanica ispitana je 24 sata nakon
tretmana standardnom otopinom STC ili ekstraktom plijesni MTT testom. STC i veéina
ekstrakta pokazali su citotoksi¢nost za stanice uz raspon ICso 2,7 — 7,2 uM. Za STC ICs
iznosio je 4,2 £ 0,5 uM $to je otprilike 14 puta niza koncentracija od dobivene u ovom

istrazivanju, no nije jasno Sto je doprinijelo tako velikoj razlici medu rezultatima.

Nakon $to je utvrdeno da radnici nepusaci koji se bave kompostiranjem, prilikom dugotrajne
izloZenosti visokim koli¢inama spora plijesni, znacajno gube funkciju pluca te imaju povecan
rizik od razvoja kroni¢nog bronhitisa, Biinger i sur. proveli su studiju citotoksi¢nosti
ekstrakata plijesni i mikotoksina. Ispitali su citotoksi¢nost ekstrakta plijesni prikupljenih sa
kompostiranih biljaka i usporedili sa standardnim otopinama mikotoksina. Istrazivanje se
provelo na 4 stani¢ne linije za koje se zna ili pretpostavlja da su mete toksi¢nih ucinka
mikotoksina. Vijabilnost stanica odredena je NRU testom (engl. Neutral red uptake) 24 sata
nakon tretmana, dok je ovdje koriSten MTT test Sto moze utjecati na razlike u rezultatima.
ICso STC za stanice A549 iznosila je 3,7 uM dok je za stanice ljudskog hepatocelularnog
karcinoma linije HepG2 iznosila 80 puta vise $to je ukazalo na specifi¢nu osjetljivost A549
stanica na ovaj toksin. Svi ekstrakti plijesni uzrokovali su citotoksi¢nost na stani¢nim linijama
¢ime je potvrdena hipoteza da mikotoksini mogu biti uzrok pluénih bolesti kod dugotrajne

inhalacije praSine organskog podrijetla (Biinger i sur., 2004).
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U studiji ispitivanja citotoksi¢nosti i genotoksi¢nosti 5-MET-STC i verzikolorina A i B na
stani¢noj liniji A549, stanice su bile izlozene izolatima mikotoksina nakon ¢ega je vijabilnost
odredena MTT testom. I1Cs za izolirani 5-MET-STC iznosila je 181,0 + 2,6 uM (Jaksic¢ i sur.,
2012). Primjenom standardizirane otopine 5-MET-STC u ovom eksperimentu dokazan je

puno Vvisi toksi¢ni potencijal nego Sto se prvotno mislilo.

Tri nova derivata STC, te otprije poznat 5-MET-STC, izolirani su iz plijesni Aspergillus
versicolor pronadene u dubokom moru. Uz odredivanje strukture novoizoliranih spojeva,
ispitana je i njihova citotoksi¢nost za A549 stanice i stanice leukemijske linije HL-60. MTT
testom odredena je vijabilnosti HL-60 stanica 72 sata nakon tretmana izoliranim spojevima, a
iz krivulje doza-ucinak izracunata je 1Csyp 5-MET-STC od 5,32 uM. lako je vrijednost 1Cs
bliska dobivenoj u ovom eksperimentu, koriStenje razli¢itih stani¢nih linija onemogucuje
direktno usporedivanje podataka. Takoder, vrijeme tretmana stanica je bilo 3 puta dulje nego
u istrazivanju, $to doprinosi smanjenju vrijednosti 1Cso. Za razliku od HL-60 stanica, A549
stanice bile su izlozene derivatima STC 24 sata, kao i u ovom istrazivanju, no umjesto MTT
koriSten je SRB test $to je dovelo do razlike u rezultatima. 1Csg izracunata je iz krivulje doza-
uc¢inak i iznosila je 3,86 uM Sto potvrduje visok toksi¢ni potencijal 5-MET-STC na A549
stanice. Od ispitivanih derivata jedino je 5-MET-STC pokazao citotoksi¢nost u obje stani¢ne
linije (Cai i sur., 2011).

Na stanicama ljudskog hepatocelularnog karcinoma Hep3B ispitivana je citotoksi¢nost i
genotoksi¢nost 3 mikotoksina: CTN, OTA i STC, pojedinac¢no i u kombinaciji (Anninou i
sur., 2014). Vijabilnost stanica odredena je MTT testom 24 i 48 sati nakon tretmana
mikotoksinima. Vrijednosti ICso + SD 24 sata nakon tretmana za CTN, OTA i STC iznosile
su redom: 124 + 4,4, 104 £+ 3,1, 58 = 3,1 uM, dok su vrijednosti nakon 48-satne izloZenosti
bile jo$ i manje. lako su vrijednosti ICso CTN i STC iz studije vrlo slicne dobivenim u ovom
istrazivanju, ispitivanja su se provodila na razliitim stani¢nim linijama. Za opisivanje
interakcija kombinacije mikotoksina na vijabilnost stanica koriStena je aritmeti¢ka definicija
aditivnosti u kojoj se usporeduje izracunat i dobiven ucinak kombinacije mikotoksina.
Aditivnost znac¢i da nema razlike izmedu ocekivanih i dobivenih vrijednosti, sinergizam da su
dobivene vrijednosti znacajno iznad o¢ekivanih dok antagonizam predstavlja suprotni slucaj.
Usprkos tome $to je takav pristup u vecini slu€ajeva netocan zbog toga Sto krivulja doza-
ucinak nije linearna, i dalje se Cesto primjenjuje za opisivanje interakcija mikotoksina (Kifer i

sur., 2020). Interkacije kombinacije toksina kod citotoksi¢nih u¢inaka opisane su indeksom
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kombinacije (Cl). Kombinacije mikotoksina uglavnom su pokazale aditivni ili antagonistic¢ki

citotoksicni i genotoksic¢ni u¢inak na Hep3B stanice.

Na stanicama jajnika kineskog hrc¢ka linije CHO-K1 ispitivana je citotoksi¢nost beauvericina
(BEA), PAT i STC, pojedina¢no i u kombinaciji. CHO-K1 stanice bile su izloZene 24, 48 i 72
sata binarnim kombinacijama STC+PAT i STC+BEA u omjeru 5:1 i njihovim razrjedenjima,
a citotoksi¢nost je ispitana MTT testom. Za opisivanje interakcija kombinacija mikotoksina
koriSten Cl-izobologram prema Chou-Talalay metodi. Nakon 24 sata 1Cso za kombinaciju
STCH+PAT iznosila je 3,96 + 3,05 uM te je u usporedbi s 1Csy samog STC, koja je iznosila
25,0 £ 3,7 uM, pokazala vecu citotoksicnost. Navedena kombinacija pokazala je sinergizam
pri niskim koncentracijama, pracena s aditivnim ucincima pri viS§im $to se moze objasniti
oksidativnim stresom kao mehanizmom njihove toksi¢nosti. Nakon 24 sata ICso za STC+BEA
iznosila je 2,25 + 2,39 uM te je u usporedbi sa samim STC takoder pokazana veéa
citotoksi¢nost. Kod 24-satne izlozenosti stanica, STC+BEA pokazale su sinergisticno
djelovanje pri niskim koncentracijama i aditivno djelovanje pri vis$im koje se promijenilo u

antagonisticko prilikom dulje izloZenosti (Zouaoui i sur., 2016).

Citotoksi¢ni uc¢inak OTA i1 CTN ispitan je pojedinacno i u kombinaciji na ljudskim
hepatokarcinogenim stanicama HepG2 nakon 24-satne inkubacije te je vijabilnost izmjerena
MTT testom. OTA i CTN smanjivali su vijabilnost stanica ovisno o dozi te je ICsp za OTA
10-50% dobivenih ICsy za pojedinacéne toksine. Za opisivanje interakcija koristena je
aritmeticka definicija aditivnosti. Primjena 20% pojedina¢nih ICso OTA+CTN (OTA 42 uM +
CTN 31 uM) izazvala je ucinke slicne onima pri ICsp pojedinacnih toksina. Zakljuceno je da
istodobna izloZenost stanica OTA 1 CTN dovodi do povecane citotoksi¢nosti u odnosu na
pojedinacne toksine te da testirane doze mikotoksina djeluju sinergisticki u induciranju
citotoksi¢nosti za HepG2 stanice (Gayathri i sur., 2015). Citotoksi¢nost iste kombinacije
ispitana je na V79 stanicama. NRU test vijabilnosti primijenjen je 48 sati nakon izloZenosti
toksinima. Izabrane su koncentracije u rasponu od onih koje nisu pokazale citotoksi¢nost do
onih koje su pokazale jaku citotoksi¢nost za stanice. Za OTA koriStene su koncentracije u
rasponu 3-20 uM, a za CTN 1-100 pM. Ocekivana vrijednost vijabilnosti usporedena je s
dobivenim rezultatima te nije bilo znacajne razlike $to je dovelo do zakljucka da OTA+CTN u
visokim koncentracijama djeluju aditivno (Follmann i sur., 2014). Razli¢ita kombinacija

mikotoksina i primijenjenih koncentracija na razli¢ite stani¢ne linije u odnosu na ovo
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istrazivanje ne daju mogucénost direktne usporedbe rezultata medutim kombinacije CTN+STC
I CTN+5-MET-STC su pokazale znacajniju toksi¢nost za A549 stanice, nego CTN+OTA za
HepG2 i V79 stanice.

U dostupnoj literaturi nije pronadena nijedna studija citotoksi¢nosti kombinacije mikotoksina
koja ukljucuje 5-MET-STC, iako je ovdje pokazao znacajnu toksi¢nost za A549 stanice,

pogotovo u kombinaciji s CTN $to ukazuje na potencijalni rizik za zdravlje izloZenih osoba.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata dobivenih MTT testom citotoksi¢nosti na stanicama ljudskog
adenokarcinoma pluca A549 tretiranih CTN, STC, 5-MET-STC, pojedina¢no i u binarnim

kombinacijama, mogu se donijeti sljede¢i zakljudci:

koncentracija CTN koja je smanjila vijabilnost pokusnih stanica linije A549 za 50 %
iznosila je ICso = 127,7 £ 1,5 uM,

koncentracija STC koja je smanjila vijabilnost pokusnih stanica linije A549 za 50 %
iznosila je 1Cso = 60,6 = 1,8 uM,

koncentracija 5-MET-STC koja je smanjila vijabilnost pokusnih stanica linije A549 za
50 % iznosila je ICso=7,1 £ 1,2 uM,

koncentracije CTN+STC u omjerima 1:1, 1:2, 2:1 koje su smanjile vijabilnost
pokusnih stanica linije A549 za 50 % iznosile su redom: 0,5 + 1,6 uM, 0,4 + 58,8 uM,
0,3+9,6 uM,

koncentracije CTN+5-MET-STC u omjerima 1:1, 1:2, 2:1 koje su smanjile vijabilnost
pokusnih stanica linije A549 za 50 % iznosile su redom: 1,5 + 2,1 uM, 0,2 + 6,8 uM,
1,0+ 111,1 uM,

primijenjene binarne kombinacije mikotoksina pokazuju aditivnost uz iznimku
CTN+5-MET-STC i CTN+STC omjera 2:1 koji pokazuju antagonisticki ucinak pri

niskim koncentracijama i CTN+STC omjera 1:1 u podrucju ICzs5-1Cs.
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8. SAZETAK/SUMMARY

8.1. SAZETAK

Mikotoksini su sekundarni metaboliti plijesni koji predstavljaju rizik za zdravlje ljudi i
zivotinja uzrokuju¢i mikotoksikoze. lako se mikotoksini ¢eS¢e povezuju s kontaminiranom
hranom ne smije se zanemariti izloZenost preko respiratornog sustava. Kroni¢na izlozenost

moze dovesti do ozbiljnih zdravstvenih problema, ukljucujuéi rak i imunodeficijencije.

Citrinin (CTN) se najc¢eS¢e pronalazi na Zzitaricama na kojima je provedeno i najviSe
istrazivanja. Poznat je po kontaminaciji pripravaka crvene rize koja sluzi kao alternativna
terapija hiperlipidemije. Spada u nefrotoksi¢ne mikotoksine i 3. skupinu kancerogenih
spojeva prema IARC (International Agency for Research on Cancer) Klasifikaciji.
Sterigmatocistin (STC) je Klasificiran kao karcinogen 2B skupine (IARC), a kao sekundarni
metabolit Aspergillus vrsta iz sekcije Versicolores nalazi se u praSini vlaznih zatvorenih
prostora gdje je detektiran zajedno sa svojim derivatom, 5-metoksistergmatocistinom (5-
MET-STC). Sva tri mikotoksina detektirana su u prasini poplavljenih ku¢a u Gunji. Cilj ovog
rada bio je odrediti citotoksi¢ne koncentracije CTN, STC, 5-MET-STC te njihovih
kombinacija na ljudske stanice adenokarcinoma plu¢a A549. Za odredivanje vijabilnosti

stanica 24 sata nakon izloZenosti mikotoksinima koristen je MTT test.

Koncentracije CTN, STC i 5-MET-STC koje su smanjile vijabilnost A549 stanica za 50 %
iznosile se redom: 127,7 £ 1,5 uM, 60,6 + 1,8 uM, 7,1 + 1,2 uM. 5-MET-STC pokazao se

.....

Kombinacije mikotoksina priredene su u omjerima 1:1, 1:2 i 2:1 pojedina¢nih 1Csp. 1Cs
CTN+STC iznosile su 0,3 — 0,5 uM, a za CTN+5-MET-STC 0,2 — 1,5 uM. Kombinacije

mikotoksina pokazale su vecu citotoksi¢nost od pojedinaénih.

Citotoksi¢ne interacije binarnih kombinacija mikotoksina opisane su Cl-izobologramom s
korekcijom za neparalelne krivulje doza-u¢inak. Binarne kombinacije pokazale su ve¢inom
aditivan ucinak. Iznimku su predstavljali CTN+5-MET-STC i CTN+STC omjera 2:1 pri
niskim koncentracijama i CTN+STC omjera 1:1 u podrucju ICys-1Cso koji su pokazali

antagonisticki uc€inak.
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8.2. SUMMARY

Mycotoxins are secondary metabolites of moulds that represent a health risk for people and
animals because they cause mycotoxicosis. Although they are often connected to the
contaminated food, exposure through respiratory system should not be dismissed. Chronic

exposure can lead to serious health risks, including cancer and immunodeficiency.

Citrinin (CTN) is often found on grains on which most of the research is done. It is known for
its contamination of red rice which is used as alternative therapy for hyperlipidemia. It is a
nephrotoxic mycotoxin and classified as group 3 carcinogen according to IARC classification
(International Agency for Research on Cancer classification). Sterigmatocystin (STC) is
classified as group 2B carcinogen (IARC) and as the secondary metabolite of Aspergillus
species from Versicolores section it has been detected in the dust of damp indoor spaces with
its derivate, 5-methoxysterigmatocystin (5-MET-STC). All three mycotoxins were detected in
the dust of flooded houses in Gunja. The aim of this study was to determine cytotoxic
concentrations of CTN, STC, 5-MET-STC and its combinations in human adenocarcinoma
cells A549. The MTT assay was performed to measure the viability of cells after 24 h

treatment.

Concentrations of CTN, STC and 5-MET-STC that lowered the viability of treated A549 cells
to 50% were: 127.7 = 1.5 uM, 60.6 £ 1.8 uM, 7.1 £ 1.2 uM, respectively. 5-MET-STC turned

out to be more toxic than other mycotoxins.

Mycotoxin combinations were prepared in 1:1, 1:2 and 2:1 of 1Cs, concentration ratios. 1Cs
of CTN+STC ranged from 0.3 to 0.5 uM and for CTN+5-MET-STC from 0,2 to 1.5 uM.

Combinations of mycotoxins showed more cytotoxicity than single mycotoxins.

Cytotoxic interactions of binary combinations were described by applying Cl-isobologram
with correction for unparalleled dose-response curves. Binary combinations showed mostly
additive effect. The exceptions were CTN+5-MET-STC and 2:1 CTN+STC in low affected

areas and 1:1 CTN+STC between IC,s5-1Cso which showed antagonistic effect.
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