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1. UVOD

1.1. MIKOTOKSINI

Mikotoksini predstavljaju sekundarne metabolite gljivica. S obzirom na svoje kemijske
i toksikoloske karakteristike predstavljaju jednu vrlo heterogenu skupinu metabolita koja moze

predstavljati rizik po zdravlje ljudi i zivotinja (Bennett i Klich, 2003).

Mikotoksine prvenstveno proizvode plijesni rodova Aspergillus, Penicillium, Fusarium
i Claviceps koje pripadaju skupini askomiceta. Askomicete su bogata skupina veoma
rasprostranjenih gljiva karakterizirane konc¢astim tj. micelijskim vegetativnim tijelom. Mogu

nastanjivati mrtvi organski supstrat ili Zivi organizam (Tang i sur., 2006).

Kada govorimo o mikotoksinima bitno je naglasiti da su oni svi gljivi¢nog porijekla, ali
da nisu sve toksic¢ne tvari koje gljivice proizvode mikotoksini. Pri takvom definiranju bitna je
doza i meta djelovanja. Mikotoksini su metaboliti toksi¢ni u niskim koncentracijama dok se
drugi metaboliti poput etanola koji su toksi¢ni u visokim koncentracijama ne smatraju
mikotoksinima. Osim toga plijesni proizvode metabolite koji su toksi¢ni za bakterije, ali ne i
za Covjeka, primjerice antibiotik penicilin (Bennett, 1987). Zbog razli¢itih kemijskih
karakteristika, puta biosinteze i konac¢nog bioloskog ucinka njihova klasifikacija je dosta
izazovna. Klini¢ki se svrstavaju prema organu na kojega djeluju, primjerice na neurotoksine,
nefrotoskine, hepatotoksine, imunotoksine. Biolozi ih dijele na mutagene, karcinogene,
teratogene i alergene toksine, kemicari prema molekulskoj strukturi, a biokemicari prema

nacinu biosinteze (Bennett i Klich, 2003).

Povijesno gledaju¢i mikotoksini po€inju imati svoj utjecaj na ¢ovjecanstvo od kada je
covjek prestao biti isklju¢ivo lovacem i zapoceo sa uzgojem i pohranom hrane. Glavni izvor
mikotoksina kod ljudi su Zitarice i proizvodi na bazi Zitarica te proizvodi zivotinjskog porijekla.
Ergotizam uzrokovan trovanjem ergot alkaloidima koje proizvodi Claviceps Purpurea
konzumiranjem razi poznat je ve¢ viSe od 2,000 godina i uzrokovao je smrt viSe desetaka tisuca
ljudi u Europi u proteklom tisu¢ljecu. U Japanu se od 17. stoljeca trovanja konzumacijom rize
povezuju s toksinom citroviridinom kojeg proizvodi Penicillium citreonigrum. Za neke
Penicillium toksine poput okratoksina A smatralo se da su bili uzro¢nici Balkanske endemske
nefropatije. U Rusiji 1940-ih godina pojava toksi¢ne alimentarne aleukije povezivala se sa
mikotoksinima roda Fusarium posebice T-2 toksinom (Peraica i sur., 1999). Unato¢

povijesnom utjecaju na ljudsko zdravlje znacajnije istraZivanje mikotoksina zapocinje 1960-ih



godina velikim pomorom purica na zivotinjskom farmama u Engleskoj koje se povezivalo sa

alfatoksinom koje proizvodi vrsta plijesni Aspergillus flavus (Maggon i sur., 1977).

Kada govorimo o utjecaju gljivica na ljudsko zdravlje treba razlikovati dva pojma:
mikoze i mikotoksikoze. Mikoze predstavljaju bolesti uzrokovane samim rastom gljivica na
povrsini ljudskog ili Zivotinjskog domacina. Bolesti uzrokovane mikotoksinima putem
respiratorne, dermalne ili ingestijske izlozenosti se nazivaju mikotoksikozama. Mikoze mogu
uzrokovati primarni patogeni poput vrste Histoplasma capsulatum ili oportunisti¢ki patogeni
poput vrsta Aspergillus fumigatus i Candida albicans. U ljudi su mikoze ve¢inom uzrokovane
oportunistickim patogenima. Infekcije koje uzrokuju mogu ostati lokalizirane ili postati
sistemske te je najces¢i put infekcije preko respiratornog trakta, ali i dermalnim putem (van
Burik i Magee, 2001). Mikotoksikoze predstavljaju trovanje toksicnim metabolitima .
Simptomi koji ¢e se razviti ovise 0 razli¢itim ¢imbenicima poput tipa mikotoksina, koli¢ini i
trajanju izlozenosti, ali i o samome pojedincu i njegovom zdravstvenom stanju (Fink-
Grernmels, 1999). Naj¢es¢i put izlozenosti je konzumacija kontaminirane hrane. Do danas
nema mnogo nacina za lije¢enje mikotoksikoza i ve¢inom se lijeCenje svodi na suportivnu
terapiju u vidu prehrane i hidracije. Postoje odredene indikacije da neki sojevi Lactobacillus
mogu uéinkovito vezati prehrambene mikotoksine i na taj nac¢in pomo¢i u terapiji (el-Nezami i

sur., 1998).

Mikotoksikoze pripadaju skupini toksikoloskih sindroma i kao takve se mogu podijeliti
na akutne i kroni¢ne. Akutne mikotoksikoze predstavljaju brzi odgovor organizma na visoke
doze mikotoksina dok kroni¢ne podrazumijeva dugotrajnu izlozenost niskim dozama
mikotoksina. Ve¢i globalni zdravstveni problem predstavlja dugotrajna izloZenost koja moze
rezultirati imunosupresijom i pojavom karcinoma (Placinta i sur.,, 1999). Da bi se
mikotoksikoza utvrdila potrebno je pronaci doza-u¢inak vezu izmedu mikotoksina i bolesti.

IzloZenost mikotoksinima se potom utvrduje okoliSnim i bioloskim pra¢enjima.



1.1.2 IzloZenost ljudi mikotoksinima

U ljudski organizam mikotoksini naj¢esc¢e dospijevaju ingestijom kontaminirane hrane.
Glavni izvor mikotoksina su Zitarice i proizvodi na bazi Zitarica. FAO navodi da je 25% svjetske
proizvodnje Zitarica kontaminirano mikotoksinima koji mogu ozbiljno utjecati na ljudsko
zdravlje (Peraica i Domijan, 2001). Kontaminacija usjeva moze se dogoditi u bilo kojem
proizvodnom koraku, a ovisi 0 prirodnim uvjetima i to sadrzaju vlage, relativnoj vlaznosti
zraka, temperaturi, pH vrijednosti i hranjivom supstratu, koji mogu pogodovati rastu plijesni i
produkciji mikotoksina (Jay, 1992). Drugi naéin intoksikacije je putem inhalacije gljivi¢nih
spora. Najugrozenija skupina su radnici u poljoprivredi, silosima za preradu Zitarica te radnici
drvne industrije. Respiratorni put intoksikacije manje je obradivan u studijama od prethodnog,
ali danas mu se pridaje sve veci znacaj. Provode se istrazivanja koja ukazuju na zdravstvene
rizike inhalacijske izloZenosti mikotoksinima u zatvorenim prostorima zahvacenim plijesni

poput domova ili $kola (Kelman i sur., 2004).

Na globalnoj razini 30-100% uzoraka hrane je kontaminirano mikotoksinima, to
ukljucuje nemodificirane i modificirane mikotoksine koji mogu nastati u bio kojem segmentu
proizvodnog procesa (Marin i sur., 2013). Stabilni su pri gotovo svim procesima prerade hrane
Sto uvelike otezava njihovu eliminaciju iz kontaminiranog materijala. Zbog toga se sve vise
ulaze u prevenciju kontaminacije hrane mikotoksinima. Prevencija ukljucuje dobru
proizvodacku praksu, dovoljno susenje usjeva nakon berbe pa sve do stvaranja rezistentnih

biljkama na plijesni pomocu genetickog inzenjerstva (Rajasekaran i sur., 2006).
1.1.3 Metode analize

Brojne analize koje su provedene kroz zadnjih par desetljeca pokazuju prevalenciju
mikotoksina u brojnim uzorcima sto¢ne hrane i hrane na bazi zitarica. Globalni pregled
zastupljenosti mikotoksina iz 2013. godine pokazuje rezlutate da 81% od 3 000 uzoraka zitarica
i sto¢ne hrane sadrzava barem 1 mikotoksin (Murugesan i sur., 2015). Veliko povecanje u broju
u analizi mikotoksina koristila imunoenzimska metoda (ELISA- enzyme-linked
immunosorbent assay) kao jednostavna i brza metoda, ali glavna mana je nedovoljna
specificnost. Bitan napredak je ucinjen koriStenjem tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC) koja je omogucila istovremenu analizu vise razli¢itih mikotoksina
(Schuhmacher i sur., 1997). Danas se kao glavna metoda analize Kkoristi tekucinska

kromatografija spregnuta s masenom spektrofotometijom (LC-MS/MS). Ova metoda



omogucuje istovremenu analizu veceg broja analita te zbog svoje selektivnosti, osjetljivosti i

to¢nosti prednjaci pred ostalim analitickim metodama (Malachova i sur., 2014).

Metode detoksifikacije mikotoksina su razli¢ite. Najkoristenija ukljuc¢uje adsorbense
koji na svoju povrSinu adsorbiraju mikotoksin i na taj nadin ga imobiliziraju. Metoda je
ucinkovita za odredene mikotoksine poput aflatoksina, ali s obzirom na njihovu raznolikost u
kemijskoj strukturi ne moze se samostalno koristiti za deaktivaciju velikog broja mikotoksina.
Razli¢ite metode i strategije se moraju kombinirati da se dobiju zadovoljavajuéi rezultati.
Enzimska i mikrobioloska detoksifikacija koje se jo$ nazivaju biotransformacijom i
biodetoksifikacijom koriste mikroorganizme i procis¢ene enzime kako bi mikotoksin preveli u

manje toksican ili ne-toksican produkt (Grenier i sur., 2013).

1.2. STERIGMATOCISTIN I 5-METOKSISTERIGMATOCISTIN

5-metoksisterigmatocistin (5-MET-STC) je metoksi derivat sterigmatocistina (STC).
Sterigmatocistin je karcinogeni i hepatotoksi¢ni mikotoksin, a ujedno i prekursor u biosintezi
aflatoksina kojeg proizvode plijesni Aspergillus spp. poput Aspergillus vrsta iz sekcije

Versicolores i Aspergillus nidulans (Balogh i sur., 2019).

Sterigmatocistin je prvi puta izoliran iz micelija A. versicolor 1954. godine. Danas je
poznato da je Aspergillus sekcija Versicolores je najveci proizvoda¢ STC-a iako ne proizvodi
aflatoksine ¢ije je on prekursor (Blackburn, 2006). Vrste Aspergillus sekcije Versicolores
primarno kolonizira vlaZzne prostore i druga je najizoliranija vrsta plijesni iz opustoSenih
stambenih prostora. Njezin znacaj je u tome §to moze opstati na slabo hranjivim podlogama te
raste u uvjetima niskog aktiviteta vode (aw). Rast plijesni u stambenim prostorima uvijek se
javlja zbog pojacanog aktiviteta vode. Najniza procijenjena vrijednost aktiviteta vode koja
podrzava rast plijesni je 0,67-0,75. Vecina mikotoksi¢nih plijesni zahtjeva za svoj rast
vrijednosti aw >0,9 dok Aspergillus pripada primarnim kolonizatorima i moZze opstati u uvjetima
manje vlaznosti u odnosu na ostale plijesni. MoZe rasti pri vrijednostima aw <0,8 te u istim
uvjetima proizvodi STC i 5-MET-STC (Nielsen i sur., 1999). Aspergillus sekcija Versicoleres
je znacajan kontaminant hrane, Siroko je rasprostranjen i moze ga se naci u uzorcima razlicite
vrste hrane poput pSenice, kukuruza, orasastim plodovima, zrnima kave pa sve do suSenoga
mesa i tvrdih sireva (Pitt i Hocking, 1997). Sterigmatocistin pokazuje akutnu nefrotoksi¢nost i

hepatotoksi¢nost te je karcinogen 2B skupine prema IARC-u. Mnoge zemlje nemaju regulaciju



za razine ovog mikotoksina u hrani. Europska agencija za sigurnost hrane (EFSA) predlozila je

limit kvantitativno utvrdenih vrijednosti <1.5 pug/kg (EFSA, 2013).

1.2.1 Kemijska struktura

Sterigmatocistin je prekursor u biosintezi aflatoksina B1 kod A. parasiticus i A. flavus,
a konacni produkt biosinteze kod aspergila sekcije Versicolores koja u istim uvjetima stvara i
5-MET-STC.

Kemijske strukture sterigmatocistina, aflatoksina B1 pa time i 5-MET-STC su vrlo
slicne (Slika 1). Toksikologija alfatoksina, posebice najtoksi¢nijeg karcinogena AFB1 gotovo
je u potpunosti istrazena, puno manje se zna o metaboli¢koj aktivaciji i deaktivaciji STC-a i
njegovih derivata. Aflatoksin B; je jako hepatotoksican i nefrotoksican te je najpotentniji
prirodni hepatokarcinogen. Smatra se da karcinogeni u¢inak AFB1 proizlazi iz stvaranja izrazito
reaktivnog epoksida na furofuranskom prstenu posredstvom citokroma P450 i daljnjim
stvaranjem DNA adukata (Bedard i Massey, 2006).

a) aflatoksin B1 b) sterigmatocistin



c) 5-metoksisterigmatocistin

Slika 1. Kemijska struktura a) AFB1 b) STC-a c) 5-MET-STC

Sterigmtocistin (C18H1206) graden je ksantinske jezgre povezane sa bifuranskom
strukturom te sadrzava hidroksilnu i metoksi skupinu. Molekulska masa iznosi 324,29 g/mol,
taliste mu je na 246°C i kristalizira u obliku svijetlozutih iglica. Pokazuje dobru topljivost u
metanolu, etanolu, acetonitrilu, benzenu i kloroformu. Ima maksimun apsorpcije ultraljubicaste
(UV) svjetlosti na 245 i 325 nm (Rodricks, 1969). 5-metoksisterigmatocistin (C19H1407)
strukturno vrlo blizak i predstavlja derivat sterigmatocistina s jednom dodatnom metoksi
skupinom. Proizvode ga one Aspergillus spp. kojima je STC kona¢ni produkt poput Aspergillus
sekcije Versicolores. (Cabaret i sur., 2014). Oba spoja imaju lijevu rotaciju $to ukazuje na to

da imaju istu apsolutnu konfiguraciju s (1'R, 2'S) (Cai i sur., 2011).

1.2.2 Toksi¢ni u¢inci

Sterigmatocistin je dokazani karcinogen na Zivotinjskim modelima, a klasificiran kao
potencijalni karcinogen kod ljudi (2B) (IARC, 1976). Na njemu su provedena brojna
istrazivanja vezana uz akutnu toksi¢nost, citotoksi¢nost, mutagenost i karcinogenost. Pokazuje
akutnu hepatotoksi¢nost na vecini testiranih zivotinja dok karcinogenost ovisi o Zivotinjskoj
vrsti te nacinu i frekvenciji apliciranja toksina. Unato¢ tome §to pokazuje potentan toksi¢ni i
karcinogeni ucinak znacaj njegova ucinka na ljudsko zdravlje nije u potpunosti otkriven.
(Versilovskis 1 De Saeger, 2010).



U zadnjih nekoliko desetljeca provedene su brojne studije vezane za toksi¢nost STC-a
dok njegov derivat 5-MET-STC i dalje ostaje podosta neistrazen. Sterigmatocistin je povezan
s akutnim klinickim simptomima, krvavom dijarejom i kona¢nom smréu stoke koja je
konzumirala hranu kontaminiranu s A. versicolor (Vesonder i Horn, 1985). Kulture stanica
izlozene djelovanju STC-a pokazivale su izmijenjene procese u jezgri poput inhibicije mitoze,
inhibicije unosa timidina i uridina te stimulirane sinteze popravka DNA. Istrazivanja su
uglavnom provodena na manjim sisavcima poput Stakora, miSeva pa ¢ak i majmuna. STC
uzrokuje i inhibiciju RNA sinteze u jetri Stakora (Nel i Pretorius, 1970). Pokazalo se da u
Stakora uzrokuje hepatocelularni karcinom nakon oralne primjene ili intraperitonealne
aplikacije (Dickens i sur., 1966), a karcinom skvamoznih stanica aplikacijom kroz kozu
(Purchase i Van der Watt, 1973). Odredivana je doza STC-a (mg/kg tjelesne mase) koja je bila
smrtonosna za 50% testiranih zivotinja (LD50). Sagledavao se 10-to dnevni u¢inak te je LD50
za miSeve iznosio 800 mg/kg, 166 mg/kg za muzjake odnosno 120 mg/kg za Zenke Wistar
Stakora te 32 mg/kg za Vervet majmuna. Kroni¢ni simptomi su ukljucivali indukciju hepatoma
u Stakora, respiratornih tumora u miSeva te nastanak promjena i lezija u bubregu i jetri majmuna
(Versilovskis 1 De Saeger, 2010).

1.2.2.1 Mehanizam toksi¢nosti

Metabolizam i bioaktivacija STC-a, a time i 5-MET-STC-a je blizak onome AFB; zbog
strukturnih sli¢nosti. Dimenzije i apsolutna konfiguracija furofuranskog dijela molekule je vrlo
sli¢na kod sva tri toksina. To ukazuje da ¢e se metabolicka aktivacija odvijati na istome mjestu,
u podrucju C2-C3 dvostruke veze (Kiessl, 1986). Pokazalo se da je upravo metabolicka
aktivacija, stvaranje epoksida djelovanjem citokroma P450 potrebna za ispoljavanje toksi¢nog
i mutagenog ucinka STC-a kod bakterija, zivotinja i nekih kultiviranih stanica (Tang i
Friedman, 1977) (Kuczuk i sur., 1978). Mutageni ucinak STC-a je povezan s njegovim
kovalentnim vezanjem za molekulu DNA nakon metabolicke aktivacije i konverzije u STC-
N7-gvaninski adukt nakon hidrolize (Slika 2) (Essigmann i sur., 1979). Drugi moguéi
mehanizam mutagenog ucinka predloZen je 2014. godine preko hidroksilacije aromatskog

prstena i nastanka katehola koji potom moze reagirati s molekulom DNA (Pfeiffer i sur., 2014).



Metabolic

activation
STC-1,2-oxide
DNA
Hydrolysis
STC-N"-Gua STC-DNA adduct

Slika 2. Metabolicka aktivacija STC-a i nastanak DNA adukta prema Essigmannu.

1.2.2.2 Ispitivanja toksi¢nosti

S obzirom na to da se toksi¢nost STC-a bazira na mutagenom i genotoksi¢nom ucinku,
provodene su studije na linijama stanica. KoriStene linije stanica u studijama su prvenstveno
stanice hepatocelularnog karcinoma jetre HepG2 koje su funkcionalno najsli¢nije stanicama
jetre i idealne su za ispitivanje hepatotoksic¢nosti i genotokSi¢nosti. Sterigmatocistin pokazuje
genotoksiéni u¢inak na HepG2 preko oksidativnog stresa i pucanja lizosoma. Nakon 24-satne
izloZenosti stanica STC-u ICsp je iznosila 3 uM (Gao i sur., 2015). Osim na HepG2 stani¢noj
liniji ispitivanja su provodena i na stanicama adenokarcinomatoznog tkiva plu¢a A549. U
ispitivanju su koristene obje linije stanica i dobivene 1C50 vrijednosti od 7,3 uM za HepG2 i
3,7 UM za A549 (Liu i sur., 2014). STC moze inducirati adenokarcinom pluc¢a misa in vivo i

DNA ostecenje i zaustavljanje stani¢nog ciklusa A549 stanica in vitro (Cui i sur., 2017).

Derivat STC-a, 5-MET-STC, nije do sada toliko ispitivan. Nekoliko ispitivanja je

provedeno i to uglavnom na varijacijama pluénih stanica. Vlazni i nedovoljno provjetravani
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stambeni prostori idealni su za rast A. versicolor koji u tim uvjetima proizvodi STC te 5-MET-
STC, ponekad i u ve¢im koli¢inama od STC-a (Nielsen i sur., 1999). Udisanjem zraka u takvim
prostorima moze do¢i do inkontaminacije 5-MET-STC-om te su upravo zato ispitivanja na
pluénim stanicama od interesa. U Hrvatskoj je 2016. godine provedeno istrazivanje gdje je u
uzorku zraka iz stambenih i podrumskih prostora identificirano 7 vrsta aspergila sekcije
Versicolores. Najdominantnije vrste u uzorku su bile A. jensenii i A. creber pracene s A.
protuberus, A. venenatus, A. tennesseensis, A. amoenus i A. griseoaurantiacus. Za sve vrste je
utvrdeno da proizvode STC medu kojima najveéi potencijal ima A. jensenii. A. jensenii
najzastupljenija je vrsta u zraku stambenih prostora, vise od A. versicolor te je utvrdeno da
proizvodi i 5-MET-STC. Ispitivanje citotoksi¢nosti STC-a provedeno je na A549 stanicama te
su dobivene vrijednosti IC50 >3,2 ug/mL za A. jensenii (Jaksi¢ Despot i sur., 2016). 2011.
godine provedeno je ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti pojedinih derivata sterigmatocistina
medu kojima i 5-MET-STC-a na A549 stani¢noj liniji. On je jedini od ispitanih derivata
pokazao umjerenu citotoksi¢nost s 1Cso vrijednosti 3,86 pM (Cai i sur., 2011). U jednom
ispitivanju 5-Met-STC pokazao je citotoksicni i genotoksi¢ni u¢inak na A549 stanicama, IC50
vrijednost 181 + 2,6 uM (Jaksic¢ i sur., 2012). Provedena je i studija o potencijalnoj metabolickoj
deaktivaciji 5-MET-STC-a na primarnim trahealnim epitelnim stanicama (PTEC). Poznato je
da se STC moze metabolizirati pomocu CYP enzima, UDP-glukuronozil-transferaze te
sulfotransferaza u epitelnim stanicama diSnog sustava. Studija je koristila humani
rekombinantni CYP 1 PTEC stani¢nu liniju za ispitivanje metabolizma 5-MET-STC-a.
Dobiveni rezultati ukazivali su na to da s 5-MET-STC uglavnom detoksificira putem
konjugacije kao i STC. Utvrdeno je i da djelovanjem CYP-a nastaje reaktivni metabolit STC-
a, ali ne i 5-MET-STC-a, medutim 5-MET-STC poveéava CYP1A1l mRNA vrijednosti.

Zakljucak je da bilo kakve dugoroéne posljedice i dalje ostaju nepoznate (Cabaret i sur., 2014).



2. OBRAZLOZENIJE TEME

Cilj provedenoga istraZivanja i ovog rada jest utvrdivanje citotoksi¢nog ucinka
mikotoksina 5-MET-STC-a i odredivanje inhibitorne koncentracije za 50% stanica (IC50).
Odredivanje navedenih parametara provodilo se na dvije stani¢ne linije, na Stanicama
adenokarcinomatoznog tkiva pluca soja A549 i stanicama hepatocelularnog tkiva jetre HepG2.
Odredivanje IC50 omogucit ¢e odabir subcitotoksi¢nih koncentracija S-MET-STC-a koje ¢e se
moci dalje koristiti u ispitivanju citotoksi¢nosti 5-MET-STC-a u kombinaciji i s drugim

mikotoksinima koji mogu biti prisutni u prasSini vlaznih prostora 1 hrani.
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3 MATERIJALI I METODE

3.1 STANICNE KULTURE

U ispitivanju su koristene dvije linije stanica, obje uzete iz Americke zbirke stani¢nih
kultura (ATCC-American Type Culture Collection). Prva linija stanica su stanice
adenokarcinoma tkiva plu¢a soja AS549, a druga linjja ispitivanih stanica su stanice
hepatocelularnog karcinoma soja HepG2. Stani¢ne kulture su uzgajane i tretirane u sterilnim
uvjetima. Pri tome se Koristila potpuno sterilna aparatura, a cjelokupni postupak se izvodio

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

Stanice A549 i HepG2 su uzgajane u RPMI mediju (Capricorn Scientific GmbH
Ebsdorfergrund Germany) uz dodatak toplinski inaktiviranog fetalnog tele¢eg seruma masenog
udjela 10% (Sigma) i 2 mM glutamina. Stanice su uzgojene u plastiénoj boci (75 cm? flask,
Thermo Scientific™ Nunc™ Cell Culture Treated EasYFlasks™) za adhezivni uzgoj u
navedenom mediju u inkubatoru pod uvjetima konstantne temperature (+37°C), relativne
vlaznosti (95%) 1 udjela ugljikovog dioksida (5%). Kako bi se sprijecila bakterijska
kontaminacija dodani su antibiotici penicilin (¢ =100 IU/ml) i streptomicin (y =100 pg/ml)
(Gibco, Invitrogen, Paisley).

Prilikom presadivanja, stanice se ispiru sterilnim fosfatnim puferom bez kalcijevih i
magnezijevih iona (PBS, pH=7,4) i tretiraju otopinom tripsin-EDTA (0,25%) jer tripsin
omogucava odljepljivanje stanica od podloge. Potom se stanice resuspendiraju u svjezem

mediju. U daljnjem postupku dolazi do tretiranja stanica mikotoksinom 5-MET-STC-om.

3.2 TRETIRANJE STANICA 5-MET-STC-om

Prije samog tretiranja stanica toksinom brojali smo ih na hemocitometru i pri tome
utvrdili da njihova koncentracija iznosi 10° stanica po 1 ml suspenzije. Potom se po 1 mL
suspenzije stanica obje stani¢ne linije resuspendirao s 9 mL medija RPMI. Slijedilo je
nasadivanje stanica pri ¢emu se po 100 pL svake od dviju razrijedenih suspenzija stanica
nasadilo u jazice. Koristene su dvije odvojene mikrotitarske plocice s po 96 jazica (Thermo
Scientific Nunc 96-well plate). Time smo dobili da je koncentracija stanica sojeva A549 i

HepG2 bila 10% po jazici. U dvije jazice svake mikrotitarske ploice stanice nisu nasadene jer
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su te jaZice predstavljale slijepu probu kojoj je dodan samo RPMI medjj te u kasnijem postupku

I MTS reagens.

Uslijedilo je inkubiranje stanica kroz period od 24 sata te nakon toga tretiranje
mikotoksinom 5-MET-STC-om. Pocetna otopina 5-MET-STC-a (Cayman Chemical Company,
Ann Arbor, MI, USA) koncentracije 0,01 mol/L dobivena je otapanjem toksina u 100% DMSO
otapalu. Od takve pocetne otopine pripremljene su razrijedene ispitivane otopine u 10 razli¢itih
koncentracija koje su redom iznosile: 0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM, 50 puM, 75 pM,
100 uM, 150 uM, 200 uM. Kod mikrotitarske plocice sa stanicama linije A549 za tretiranje
stanica primjenivanje su ispitivane otopine toksina iste koncentracije u 7 replikata, a kod
mikrotitarske plocCice sa stanicama linije HepG2 u 6 replikata. Kontrole DMSO primjenjene su
u dvije koncentracije kao K1 (0,67% DMSO) 1 K2 (0,3% DMSO) na obje mikrotitarske plocice

u 7 replikata. Kontrolni tretmani nisu utjecali na vijabilnost stanica.

Nakon tretiranja stanica toksinom, uslijedila je ponovna inkubacija toksinom od 24 sata.

3.3 MTS TEST

Za ispitivanje citotoksi¢nog ucinka toksina 5-MET-STC-a na stani¢ne linije A549 i
HepG2 proveden je MTS proliferacijski test (The CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay). Ova kolorimetrijska metoda 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 hvataé¢

elektrona (fenazin etosulfat).

U prethodnom koraku smo tretirali stanice sojeva A549 i HepG2 toksinom 5-met-STC-
om te ih stavili na inkubiranje od 24 sata. Po zavr§enom inkubiranju u svaku jazicu na dvije
mikrotitarske plocice dodano je 100 uL MTS reagensa razrijedenog u stanicnom mediju te j
uslijedila ponovna inkubacija od 1-2 sata. Vijabilne stanice su metabolic¢ki aktivne, stoga su
njihove NAD(P)H ovisne dehidrogenaze metabolizirale Zuto obojeni MTS reagens u ljubicasto
obojeni formazan. Nastali spoj topljiv je u stanicnom mediju §to omogucava da mu bez dodatnih
postupaka mjerimo apsorbanciju na 490 nm na spektrofotometru za mikrotitarske plocice s 96
jazica (PerkinElmer VictorX3). Izmjerena apsorbancija fromazana proporcionalna je nastaloj

koli¢ini fromazana u jaZici, a time 1 koncentraciji Zivih stanica u pojedinoj jaZici. Dolazimo do
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toga da Sto je veca izmjerena apsorbancija na 490 nm veca je i koli€ina nastalog fromazana, a

time 1 veca koncentracija zivih stanica u jazici.

3.4 OBRADA PODATAKA

Za obradu dobivenih podataka prvotno je koriSten je racunalni program Microsoft
Excel, Microsoft Office 2010 (Microsoft, Seattle, WA, SAD). U ispitivanju smo koristili dvije
slijepe probe koje su sadrzavale samo medij RPMI i MTS reagens. ). Kako bi se zanemario udio
apsorbancije medija RPMI i reagensa MTS, od svake izmjerene A(490) tretiranih stanica i

kontrolnih stanica oduzeta je srednja vrijednost apsorbancije dvije slijepe probe.
Rezultati vijabilnosti stanica izraZzavaju se u odnosu na kontrolu prema formuli:
vijabilnost stanica (%) = A (tretirane stanice)/ A (kontrolne stanice) x 100%.

Za izraCun postotka vijabilnosti stanica tretiranih ispitivanim otopinama toksina
koncentracija u rasponu 0,1-100 uM koristena je srednja vrijednost apsorbancije kontrolnih
stanica tretiranih kontrolnom otopinom K1. Srednja vrijednost apsorbancije kontrolnih stanica
tretiranih  kontrolnom otopinom K2 koristila se u izra¢unu postotka vijabilnosti stanica
tretiranih ispitivanim otopinama toksina koncentracija 150 uM i 200 uM. Kontrolne stanice

nisu tretirane toksinom i zbog toga predstavljaju 100% prezivjelih stanica.

3.4.1 Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka koristen je software Prism 6 (GraphPad Software, Inc.,
San Diego). Rezultati dobiveni izraCunom 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 (engl. Dunnett's multiple
comparisons test). Vrijednosti p<0,05 smatrane su statisticki znacajnima. Citotoksi¢ne
koncentracije 5-met-STC-a (ICso) dobivene su interpolacijom na temelju nelinearne regresijske
analize odnosa koncentracije 1 u¢inka i izraZzene su kao ICsp =+ standardna pogreska aritmeticke

sredine (SEM).
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4 REZULTATI | RASPRAVA

4.1 CITOTOKSICNI UCINAK 5-MET-STC-a na A549 STANICE

Utjecaj 5-MET-STC-a na vijabilnost tretiranih stanica linije A549 primijenjenog u
razli¢itim koncentracijama prikazan je graficki (Slika 3). Koncentracije 5-MET-STC-a u

odnosu na kontrole prikazane su grafi¢ki uz naznaceni statisticki znaca;.

150

00l T ol = _ .
T *
50 I I I
0 1 I 1 1 1 1

1

= %
o %
*

o B
*

vijabilnost (% od kontrole)

koncentracija 5-MET-STC (uM)

Slika 3. Graficki prikaz postotka vijabilnosti tretiranih stanica A549 za razlicite koncentracije
5-MET-STC-a u odnosu na kontrolu . Kolone predstavljaju izracunatu srednju vrijednost
vijabilnosti stanica pri pojedinoj koncentraciji 5-MET-STC, a stupci pogreske iznad svake
kolone predstavljaju standardnu pogresku aritmeticke sredine (SEM) za vijabilnost pri
pojedinoj koncentraciji 5-MET-STC. *p<0,05.

Vrijednosti parametara dobivenih statistickom obradom replikata rezultata vijabilnosti stanica

Ab549 za pojedinu koncentraciju 5-MET-STC-a prilozene su u tablici (Tablica 1).
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Tablica 1. Statisticki parametri vijabilnosti Stanica A549 za odredenu koncentraciju 5-MET-

STC-a.

Konc.5-
MET-STC

(Hm)

K1

K2

0,1

0,5

10

50

75

100

150

200

Srednja
vrijednost

100,0

100,0

98,58

97,30

91,95

82,36

71,64

69,09

69,48

60,37

53,90

42,25

Standardna

devijacija

4,700

5,516

2,667

1,937

2,304

7,055

10,21

6,443

3,932

7,698

7,568

4,195

Standardna
pogreska
aritmeti¢ke

sredine

1,776

2,085

1,008

0,7322

0,8708

2,667

3,858

2,631

1,605

3,143

3,089

1,713

5-metoksisterigmatocistin je u vremenu od 24h pokazao toksi¢ni uéinak na stanice A549 u

primijenjenim koncentracijama od 5 uM do 200uM. Pri tim koncentracijama 5-MET-STC-a

izraCunate su srednje vrijednosti vijabilnosti stanica. One redom iznose: 82,36% za
koncentraciju 5-MET-STC od 5 uM, 71,64% za konc. od 10 puM, 69,09% za konc. 50 uM,
69,48% za konc. 75 uM, 60,37% za konc. 100 uM, 53,90% za konc 150 uM i 42,25% za konc.

200 M.

Krivulja nelinearne regresije dobivena je transformiranjem vrijednosti koncentracija 5-MET-

STC-a u logaritamski oblik. Njome je graficki iskazan pad vijabilnosti stanica s poveéanjem

koncentracije toksina 5-MET-STC-a (Slika 4).
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Slika 4. Krivulja nelinearne regresije za odredivanje ICso 5-MET-STC na A549 stanicama.

Svaka toc¢ka predstavlja prosjecnu vrijednost £ SEM stani¢ne vijabilnosti za koncentracije u

rasponu do 0,1 do 200 pM.

Iz krivulje nelinearne regresije dobivena je koncentracija 5-MET-STC-a koja smanjuje
vijabilnost stanica linije A549 za 50%, ICso = 140 uM £ 1
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4.2. CITOTOKSICNI UCINAK 5-MET-STC-a NA HepG2 STANICE

Utjecaj razli¢itih koncentracija toksina 5-MET-STC-a na vijabilnost stanica linije
HepG2 prikazan je grafi¢ki (Slika 5). Koncentracije 5-MET-STC-a u odnosu na kontrolu

prikazan su na grafu uz naznacenu statisticku znac¢ajnost.

150+

100+
50 .i:
0

{:L '\ ‘) N ‘)'\Q@Q,\@QQQDQQQ

vijabilnost (% od kontrole)

koncentracija 5-MET-STC (uM)

Slika 5. Graficki prikaz postotka vijabilnosti tretiranih stanica linije HepG2 za razlicite
koncentracije 5-MET-STC-a u odnosu na kontrole. Kolone predstavljaju izraGunatu srednju
vrijednost vijabilnosti stanica pri pojedinoj koncentraciji 5-MET-STC-a, a stupci pogreske

iznad svake kolone predstavljaju standardnu pogresku aritmeticke sredine (SEM) za
vijabilnost pri pojedinoj konc 5-MET-STC-a. *p<0,05

Vrijednosti parametara dobivenih statistickom obradom replikata rezultata vijabilnosti stanica

HepG2 za pojedinu koncentraciju 5-MET-STC-a priloZene su u tablici (Tablica 2).
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Tablica 2. Statisticki parametri vijabilnosti stanica HepG2 za odredenu koncentraciju 5-MET-
STC-a.

Konc.5-
MET-STC K1 K2 0,1 0,5 1 5 10 50 75 100 150 200

(Hm)

Srednja
. ! 100,0 | 100,0 | 97,41 | 83,36 | 81,01 | 69,86 | 56,67 | 51,90 | 48,15 | 33,08 | 26,12 | 23,83
vrijednost

Standardna
o 31,27 | 21,79 | 11,45 | 14,21 | 11,54 | 6,323 | 8,280 | 9,245 | 10,88 | 19,76 | 20,47 | 17,88
devijacija

Standardna
pogreska
11,82 | 8,235 | 4,673 | 5800 | 5,159 | 2,581 | 3,380 | 4,134 | 4,865 | 8,837 | 10,24 | 8,939
aritmeti¢ke

sredine

5-metoksisterigmatocistin u vremenu od 24 h pokazao toksi¢ni ucinak na stanice HepG2 u
primijenjenim koncentracijama od 5 uM do 200pM. Pri tim koncentracijama 5-MET-STC-a
izraCunate su srednje vrijednosti vijabilnosti stanica. One redom iznose: 69,86% za
koncentraciju 5-MET-STC od 5 uM, 56,67% za konc. od 10 pM, 51,90% za konc. 50 uM,
48,15% za konc. 75 uM, 33,08% za konc. 100 uM, 26,12% za konc 150 uM i 23,83% za konc.
200 puM.

Krivulja nelinearne regresije dobivena je transformiranjem vrijednosti koncentracija 5-MET-
STC-a u logaritamski oblik. Njome je graficki iskazan pad vijabilnosti stanica s poveéanjem

koncentracije toksina 5-MET-STC-a (Slika 6).
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Slika 6. Krivulja nelinearne regresije za odredivanje ICs0 5-MET-STC na HepG2 stanicama .
Svaka toc¢ka predstavlja prosjecnu vrijednost £ SEM stani¢ne vijabilnosti za koncentracije u

rasponu do 0,1 do 200 pM.

Iz krivulje nelinearne regresije dobivena je koncentracija 5-MET-STC-a koja smanjuje
vijabilnost stanica linije HepG2 za 50%, ICso = 40,83 uM + 1,2.
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4.3. RASPRAVA

Dosadasnja ispitivanja uglavnom su kao predmet interesa imala STC, a 0 njegovom
derivatu 5-MET-STC-u ne zna se mnogo. S obzirom na veliku sli¢nost u strukturi i poznati
mutageni i genotoksic¢ni uc¢inak STC, malobrojna ispitivanja na 5-MET-STC uglavhom se

baziraju na utvrdivanju njegova potencijalnog citotoksi¢nog i genotoksi¢nog uéinka.

Inhalacija konidija koje sadrzavaju 5-MET-STC najvjerojatniji je put moguce
intoksikacije ovim toksinom. Vlazni i nedovoljno provjetravani stambeni prostori predstavljaju
idealne uvjete za rast aspergila sekcije Versicolores koja u tim uvjetima uz STC proizvodi i 5-
MET-STC (Nielsen i sur., 1999). Zbog toga su se dosadasnja ispitivanja vezna uz potencijalno
citotoksi¢nost 5-MET-STC uglavnom provodila na varijacijama plucnih stanica. U Hrvatskoj
je 2016. godine provedeno istrazivanje gdje je u uzorku zraka iz stambenih i podrumskih
prostora identificirano 7 vrsta aspergila sekcije Versicolores medu kojima su najdominantnije
vrste bile A. jensenii i A. creber. Za sve vrste je utvrdeno da proizvode STC pri ¢emu najveci
potencijal pokazuje A. jensenii (61,29 + 44,48 ng/mL STC). Ispitivanje citotoksi¢nosti
provedeno je na A549 stanicama i dobivena IC50 vrijednost >3,2 pg/mL. Dodatno,
ispitivanjem je utvrdeno da uz STC A. jensenii proizvodi i 5-MET-STC za razliku od A.
versicolor te je puno zastupljeniji u zraku stambenih prostora (Jaksi¢ Despot i sur., 2016). 2011.
godine provedeno je ispitivanje citotoksi¢ne aktivnosti pojedinih derivata sterigmatocistina
medu kojima i 5-MET-STC-a na A549 stani¢noj liniji. On je jedini od ispitanih derivata
pokazao umjerenu citotoksi¢nost s 1Cso vrijednosti 3,86 pM (Cai i sur., 2011). Nasim
ispitivanjem dobivena je vrijednost ICso = 140 uM = 1 na A549 stanicama. Dobiven rezultati
pokazuju 36 puta manju toksi¢nost od onih u ispitivanju iz 2011. godine. Razlog tome moze
biti u samoj metodi provodenja ispitivanja gdje se 2011. godine koristio MTT test i gledala
toksi¢nost nakon 72 h izloZenosti, dok smo mi u ispitivanju koristili MTS test i ocitavali
rezultate nakon 24-satne izlozenosti. Jo$ jedna studija sagledavala je potencijalni citotoksi¢ni i
genotoksiéni u¢inak 5-MET-STC na A549 stanicama (Jaksi¢ i sur., 2012). U tom istrazivanju
dobivena je vrijednost ICso = 181 UM = 2,6, sto se relativno podudara s rezultatima dobivenim
u ovom istrazivanju. Ocitavala se toksi¢noSt u oba istrazivanja nakon 24-satne izloZenosti, ali
metode nisu bile u potpunosti jednake. Prvotna je koristila MTT test, a ova MTS test.
Ispitivanjem toksi¢nosti STC-a na A549 stanicama dobivena je ICso 3,7 UM (Bunger i sur.,
2004). Usporedujuci s rezultatima za STC mozemo reci da je 5S-MET-STC pokazao 38 puta

manji toksicni u¢inak na A549 stanicama od STC nakon 24h izloZenosti.
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U prikazanom istrazivanju druga koriStena stani¢na linija je HepG2. Stanice
hepatocelularnog karcinoma jetre funkcionalno su najsli¢nije stanicama jetre i idealne za
ispitivanje hepatotoksi¢nosti i genotoksi¢nosti. Mikotoksini koji u organizam dospiju
ingestijom metaboliziraju se, biotransformiraju i detoksificiraju putem jetre. Do sada su sva
ispitivanja potencijalne citotoksi¢nosti i genotoksi¢nosti 5-MET-STC-a provodena na
varijacijama pluénih stanica te nema dostupnih literaturnih podataka za njegov ucinak na
HepG2 stanicama. STC pokazuje genotoksi¢ni u¢inak na HepG2 preko oksidativnog stresa i
pucanja lizosoma. U istrazivanju iz 2015. godine nakon 24-satne izloZenosti stanica STC-u
dobivena je vrijednost 1Cso 3 uM koristenjem MTT testa (Gao i sur., 2015). Liu i suradnici
koriStenjem SRB metode dobili su vrijednosti ICsp 7,3 uM za STC na HepG2 stanicama nakon
24h izlozenosti. Razlike u dobivenim rezultatima vjerojatno proizlaze iz razlicitih koriStenih
metoda za mjerenje stani¢ne vijabilnosti. Navedeno istrazivanje prikazalo je da STC uzrokuje
prekid stani¢nog ciklusa HepG?2 stanica $to u konacnici vodi do apoptoze stanice (Liu i sur.,
2014). Nasim istrazivanjem utjecaja S-MET-STC-a na HepG2 stanice dobivena je vrijednost
ICs0 = 40,83 UM = 1,2. U odnosu na prethodna istrazivanja provedena na STC-u, vrijednost
ICs0 za 5-MET-STC je 13 odnosno 6 puta veca. Ipak rezultate ne mozemo direktno usporedivati
jer se ne radi o istome toksinu niti istoj metodi, ovdje je koristen MTS test 0 kojem za sada

nema podataka u literaturi vezano za citotoksi¢nost 5-MET-STC.

S obzirom na puno nize vrijednosti ICso dobivene na HepG2 stanicama, nego na A549

mozemo reéi da 5-MET-STC pokazuje vecu toksi¢nost na HepG2 stanicama.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata dobivenih mjerenjem vijabilnosti stanica u stani¢nim linijama
HepG2 1 A549 s MTS proliferacijskim testom pri ¢emu su stanice prethodno tretirane 5-MET-
STC-om u koncentracijskom nizu od 10 razli¢itih koncentracija, mogu se donijeti sljedeci

zakljucci:

o Citotoksi¢ne koncentracije 5-MET-STC za stanice linije A549 koje su se znacajno
razlikovale od kontrole redom iznose: 5 uM, 10 uM, 50 puM, 75 uM, 100 pM, 150 uM
1200 puM sto je vidljivo iz vijabilnosti stanica pri tim koncentracijama

e ICso, koncentracija 5-MET-STC koja je smanjila vijabilnost pokusnih stanica linije
Ab549 za 50% iznosi 140 uM + 1.

e Citotoksicne koncentracije 5-MET-STC za stanice linije HepG2 koje se znacajno
razlikuju od kontrole takoder se nalaze u rasponu koncentracija od 5 uM do 200 uM.

e |Cso, koncentracija 5-MET-STC koja je smanjila vijabilnost pokusnih stanica linije
HepG2 za 50% iznosi 40,83 uM + 1,2,

u odnosu na stanice A549, time mozemo zakljuciti da su jetrene stanice osjetljivije na

5-MET-STC nego plu¢ne stanice.
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7 SAZETAK / SUMMARY

7.1 SAZETAK

Mikotoksini su sekundarni metaboliti plijesni te mogu predstavljati rizik za ljudsko
zdravlje. Glavni putevi dospijevanja mikotoksina u ljudski organizam su ingestija putem hrane

ili inhalacija spora koje sadrZavaju mikotoksin.

5-metokisterigmatocistin  (5-MET-STC) je metoksi derivat dobro poznatog
sterigmatocistina (STC). Medu najznacajnijim proizvoda¢ima oba toksina je plijesni roda
Aspergillus sekcije Versicolores koja nastanjuje vlazne stambene prostore, a uz to zna¢ajan je
kontaminant hrane. Sterigmatocistin pokazuje akutnu nefrotoksi¢nost i hepatotoksi¢nost te je
karcinogen 2B skupine prema IARC-u. 5-metoksisterigmatocistin nije jo$ toliko istraZzen kao
njegov prekursor, ali s obzirom na veliku sli¢nost u strukturi istrazuje se njegov potencijalni

Citotoksi¢ni i genotoksi¢ni ucinak.

Cilj ovoga rada bio je odrediti citotoksi¢ne koncentracije 5S-MET-STC na ljudskim
stanicama adenokarcinoma plu¢a A549 i stanicama hepatocelularnog karcinoma HepG2 te
dobiti 1Cso, koncentraciju 5-MET-STC koja smanjuje vijabilnost stanica pojedine linije za 50%.
Navedene koncentracije odredene su primjenom MTS proliferacijskog testa i mjerenjem

apsorbancije uz pomo¢ spektrofotometra na 490 nm.

5-MET-STC je ostvario citotoksi¢ne ucinke u koncentracijama od 5 uM do 200 uM na
stanicama linije A549 te u istim koncentracijama i na stanicama linije HepG2. Dobivena je ICso
= 140 uM = 1 za A549 stanice i ICso = 40,83 uM = 1,2 za HepG2 stanice.

Dobiveni rezultati pokazuju da 5-MET-STC ima citotoksi¢no djelovanje i na A549 i na
HepG2 stanicama pri ¢emu 5-MET-STC pokazuje 3,5 puta toksi¢niji ucinak na HepG2
stanicama. Time se moze zakljuciti da su jetrene stanice osjetljivije na djelovanje ovog

mikotoksina od plu¢nih stanica.
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7.2 SUMMARY

Mycotoxins are secondary metabolites of moulds and they can represent serious health
risk. Humans are exposed to mycotoxins trough ingestion of contaminated food or inhalation

of spores containing mycotoxins.

5-methoxysterigmatocystin  (5-MET-STC) is methoxy derivat of well known
sterigmatocystin (STC). One of the main producers of both mycotoxins are Aspergilli section
Versicolores. This mould inhabitates damp indoor spaces and can be significant food
contaminant as well. Sterigmatocystin demonstrates acute nephrotoxicity and hepatotoxicity
and is 2B group carcinogen by IARC clasification. There are few literature data containing 5-
MET-STC but due to its high structural similarity to STC cytotoxic and genotoxic potentials

are explored.

The aim of this study was to determine cytotoxic concentrations of 5-MET-STC in
human adenocarcinoma cells A549 and hepatocellular carcinoma cells HepG2 and ICsy,
concentration of 5-MET-STC that is required to lower the cell viability of each cell line to 50%
of maximum viability. Those concentrations were determined by using MTS proliferation assay

after which the abosrbance was measured using a spectrophotometer at 490 nm.

Concentrations of 5-MET-STC that resulted in cytotoxic effect in both A549 and HepG2
cell line were all from 5 uM to 200 uM. Measured 1Cso for A549 cell line was 140 puM = 1 and
40,83 uM = 1,2 for HepG2.

Obtained results showed that 5-MET-STC demonstrates cytotoxic activity in both cell
lines but it is almost 3,5 times more toxic to HepG2 cells. In conclusion, liver cells are more

susceptible to toxicity of 5-MET-STC than lung cells.
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