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Anahtar Kelimeler Ozet: Fusarik asit (FA) ve Enniatin-A (EN-A) Fusarium spp. cinsi mikotoksinler
Fusarik asit, olup gidalar1 ve yemleri kontamine edebilirler. Tahillarda mikotoksin varlig
Enniatin-A,

o6nemli saglik sorunlarina yol a¢gmakla birlikte ekonomik kayiplara da sebep

gg;?égk}f.i.n’ hatt olmaktadir. Bu calismada FA ve EN-A’'nin potansiyel sitotoksik etkileri insan
MTTtestiucre attl umblikal ven endotel (HUVEC) hiicre hattinda 3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5

diphenyltetrazolium bromid (MTT) testi ile incelenmistir. Her iki mikotoksinin de
farkl konsantrasyonlar1 (FA i¢in 0.78, 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 150, 200,
400 pg/mL, EN-A icin 0.048, 0.098, 0.195, 0.39, 0.78, 1.56, 3.125, 6.25 ug/mL) 24
ve 48 saat muamele siirelerinde uygulanmistir. Sonug olarak, FA ve EN-A'nin hiicre
canliligini (%), her iki muamele stiresinde de yiiksek konsantrasyonlarda 6nemli
diizeyde dusiirdiigii belirlenmistir. FA'nin 24 saatlik uygulamasinda ICso
(hiicrelerin  %50’sini 6ldiiren) degerinin 150 pg/mL oldugu, 48 saatlik
uygulamasinda ise 200 pg/mL oldugu tespit edilmistir. EN-A'nin ise 1Cso degerinin
24 saatlik uygulamada 3.125 pg/mL, 48 saatlik uygulamada ise 1.56 pg/mL oldugu
saptanmistir. Bu sonuglara gore FA ve EN-A'nin yiliksek konsantrasyonlarda
HUVEC hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdikleri gozlenmistir. Ayrica, EN-A
mikotoksininin FA’dan daha fazla toksik etkiye sahip oldugu soylenebilir. Bu
sitotoksik etki, hiicre dongilisiinde ve hiicre proliferasyonunda yavaslamaya
dolayisiyla DNA replikasyonun bozulmasina ve hiicrelerde apoptozise neden
olabilir.

Evaluation of Cytotoxic Effects of Mycotoxins Fusaric Acid and Enniatin-A on Human
Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC)

Keywords Abstract: Fusaric acid (FA) and Enniatin-A (EN-A) are Fusarium spp. mycotoxins,
Fusaric acid, which can contaminate food and feed. The presence of mycotoxins in cereal
Enniatin-A,

commodities could cause significant health problems, as well as economic losses.

I\H/Il};;%tgxml,l lin In this study, the potential cytotoxic effects of FA and EN-A were investigated in
MTT assczfy ne human umbilical vein endothelial (HUVEC) cell line using 3-(4,5-dimethylthiazolyl-

2)-2,5 diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. Both mycotoxin were treated
with different concentrations (for FA 0.78, 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 150,
200, and 400 pg/mL and for EN-A 0.048, 0.098, 0.195, 0.39, 0.78, 1.56, 3.125, 6.25
pg/mL) for 24 and 48 hours treatment period. As a result, FA and EN-A
significantly decreased the cell viability (%) at higher concentrations in both
treatment times. The half of inhibitory (ICs¢) value of FA was determined as 150
pg/mL for 24 h and as 200 pug/mL for 48h treatment. ICso value of EN-A was
determined as 3.125 pg/mL for 24 h and as 1.56 pg/mL for 48h treatment. This
result indicated that FA and EN-A have cytotoxic effect on HUVEC cells at higher
concentrations. Furthermore, it can be said that EN-A is a more cytotoxic activity
than FA. This cytotoxic effect may lead to decelerating the cell cycle and cell
proliferation thus causing impaired DNA replication and apoptosis in the cells.
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1. Giris

Gida, tahil ve yemleri yaygin olarak kontamine eden
mikotoksinler c¢esitli mantar tiirleri tarafindan
olusturulan ikincil metabolitlerdir [1]. Kosullar uygun
oldugu takdirde, tarimsal iiriinlerde hasat, tasima ve
depolama  sirasinda  mikotoksinler = meydana
gelebilmektedir [2]. Glnlimiizde insanlar
mikotoksinlere beslenme kaynakli ya da cevresel
faktorlerle bagh olarak dogrudan ya da dolayl olarak
maruz kalmaktadirlar [3]. Mikotoksinler yaygin
olarak tahil iirtinlerinde ve ayrica, basta misir olmak
tizere findik, antep fistig1, kuru incir, siyah zeytin,
kirmizi toz ve pul biber, siit ve siit turiinlerinde
kontaminasyona sebep olabilmektedirler [4].
Mikotoksinler c¢esit ve miktarlarina bagh olarak,
kontamine gida ve yemleri tiiketen insan ve
hayvanlarda saglik problemleri olusturabilmekte ve
hastaliklara yol agabilmektedirler [5, 6]. Bu toksinleri
iceren gidalarin alinmasi sonucu insan ve
hayvanlarda meydana gelen saglik problemleri
mikotoksikozis olarak adlandirilmaktadir [7]. Yapilan
bazi ¢alismalarda mikotoksinlerin  nefrotoksik,
hepatoksik, mutajenik, Kkarsinojenik ve immiin
baskilayic1 6zellikleri rapor edilmistir [7, 8]. Ayrica
mikotoksin kontaminasyonunun diinya ¢apinda yillik
olarak milyarlarca dolara ulasan ekonomik kayiplara
neden oldugu bildirilmistir [1].

Mikotoksin olusumunun temel kaynagi, gidalan
yaygin olarak kontamine eden Fusarium, Penicillium
ve Aspergillus gibi mantar cinsleridir [9]. Baslica
Fusarium toksinleri trikotesenler, fumonisinler ve
zearalenone olup, bunlarin disinda fusarik asit,
moniliformin, fusaproliferin, fusariosin, fusarin C,
wortmannin, equisetin, enniatinler ve beauvericin
diger mikotoksinlerdir [10, 11].

Bu calismada sitotoksik potansiyeli incelenen Fusarik
asit (FA) (5-biitilpikolinik asit) etkili bir fitotoksin
olup [12] Fusarium moniliforme ve diger Fusarium
cinslerine ait mantarlardan olusur [13, 14]. ilk olarak
Yabuta ve arkadaslar1 [15] tarafindan Fusarium
hetesporium’un  laboratuvar  kiiltiiri  sirasinda
kesfedilmistir. FA 6zellikle tahillarda ve yaygin olarak
misirda, misir iceren gidalarda bulunmaktadir [16].

Enniatin-A (EN-A), Fusarium cinsine ait mantarlardan
olusan Enniatin tiirti bir mikotoksindir. EN-A, tim

diinyada tahillarda ve ozellikle de misirda
kontaminasyonlara yol ag¢maktadir.  Enniatin
tirlerinin antifungal, antibakteriyal, antimalarial,

antihelmintik ve bagisiklik sistemini diizenlemek gibi
pek c¢ok Dbiyolojik aktiviteye sahip oldugu
belirtilmistir [17-19]. Baz1 arastirmacilar ise
Enniatin’in  potansiyel sitotoksik  aktivitesinin
antikanser  ilag  gelistirilmesinde = bir  aday
olabilecegini vurgulamiglardir [20-22].

Elde edilen verilere goére, FA ve EN-A
mikotoksinlerinin HUVEC hiicre hattinda sitotoksik
potansiyelini inceleyen c¢alismaya rastlanmamistir.
Bununla birlikte diger hiicre hatlar1 ile yapilan
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calismalar bulunmaktadir. Vesonder ve arkadaslari
[23] FA'min kopek bobrek fibroblast hiicrelerinde
(>10 pg/mL), sigan hepatoma hiicrelerinde (>50
pg/mL), Cin hamster ovaryum hiicrelerinde (10 and
25 pg/mL) ve MyCoy fare fibroblast hiicrelerinde
(>25 pg/mL) Neutral red testi ile sitotoksik etkili
oldugunu belirtmislerdir. Yapilan baska bir calismada
FA'nin 500 pM Kkonsantrasyonunun normal WI-38

fibroblast hiicrelerinde, insan kolorektal
adenokarsinoma (SW48, SW480, SW742) ve insan
memeli adenokarsinoma (MDA-MB-468)

hiicrelerinde sitotoksik etkili oldugu tespit edilmistir
[24].

EN-A ve tiirevleri ile sitotoksisitenin farkli hiicre
hatlarinda degerlendirildigi birkag calisma
mevcuttur. Ivanova ve arkadaslar1 [20] EN-A'nin
MRC-5 (ICso 3.5-3.8 mM) ve HepG2 (ICso 7.3-9.4 mM)
hiicrelerinde Alamar Blue testi ile sitotoksik etkili
oldugunu belirtmislerdir. ICso degerinin EN-A i¢in 0.8
mM, Enniatin B icin ise 3.6 mM oldugunu
gozlemlemislerdir [20]. Meca ve arkadaslari [25], EN-
A’'nin 24 ve 48 saat muamele siirelerinde insan
epitelyal kolorektal adenokarsinoma (Caco-2), insan
karaciger karsinoma (Hep-G2) ve insan kolon
karsinoma (HT-29) hiicre hatlarinda MTT hiicre
canliligt testi ile sitotoksik etkili oldugunu
belirtmislerdir. 24 saatlik uygulamada, EN-A'nin
Caco-2 (19.5+4.1 uM), HT-29 (16.8+4.3-26.2+6.7 uM)
ve Hep-G2 (23.4+5.6 - 26.2+7.6 pM) hiicre hatlarinda
diistik sitotoksik etkiye sahip olduklarini tespit
etmislerdir. 48 saatlik uygulamada ise, EN-A'nin HT-
29 (8.2+x1.8 uM), Caco-2 (9.3x0.6 puM) ve Hep-G2
(11.4+4.6 pM) hiicre hattinda anlamh diizeyde
sitotoksik etkiye sahip oldugunu saptamislardir. Lu
ve arkadaslar1 [26], EN-A'min Cin hamsteri
yumurtalik hiicre hattinda (CHO-K1) MTT hiicre
canlilig testi ile, ICso degerini 24 saatlik uygulamada
>7.5 uM; 48 saatlik uygulamada i¢in 2.83+0.49 uM, 72
saatlik uygulama icin ise 3.33+0.22 uM olarak tespit
etmislerdir. Enniatin’in sitotoksik etkisinin
konsantrasyona bagli oldugu belirtilmistir [26].

Bu c¢alismada, FA ve EN-A'min HUVEC hiicreleri
iizerine potansiyel sitotoksik etkilerinin MTT hiicre
canlilig1 testi ile degerlendirilmesi amag¢lanmistir.
HUVEC hiicreleri, in vivo endotel tabakasina oldukga

iyi bir modeldir. Sitotoksik etkinin
degerlendirilmesinde, HUVEC hiicreleri saghkli ve
insan kaynakli hiicre hatti oldugu, endotel

hiicrelerinin temel 6zelliklerini tasidig1 ve kolay ve
ucuz elde edilebilir oldugu i¢in tercih sebebidir [27,
28]. MTT hiicre canliligl testi sitotoksik etkinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan testlerden
biridir [29].

2. Materyal ve Metot

2.1. Test materyali ve kimyasallar

Fusarik asit (FA) ve Enniatin-A (EN-A) Sigma-
Aldrich’den; Dulbecco’s Modified Eagle Medium with
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phenol red (DMEM) (Katolog. No. F0445), Dulbecco’s
Modified Eagle Medium without phenol red (DMEM)
(Katolog. No. F0475), PBS (Katalog No. L1825), fetal
bovine serum (FBS) (Katolog. No. S0613),
penicillin/streptomycin (Katolog. No. A2213), L-
glutamine (Katolog. No. K0283), trypsin (Katolog. No.
L2163) Biochrome’den, Thiazolyl Blue Tetrazolium
Bromide (Katolog No. M2128) ve DMSO for cell
culture (Katolog. No. D2650) Sigma’dan temin
edilmistir.

Test materyalleri olan FA ve EN-A mikotoksinlerinin
yapisal formiilleri Sekil 1 ve 2’de gosterilmistir. Her
iki mikotoksin de, besiyeri hacminin (%) 0.5
gecmeyecek sekilde Dimetil siilfoksit (DMSO)'de
¢oziilmiis ve  uygulanacak  konsantrasyonlar
hazirlanmistir.
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Sekil 1. Fusarik asitin yapisal formiilii [30]
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Sekil 2. Enniatin-A’nin yapisal formiilii [31]

2.2. insan umblikal ven endotel hiicre (HUVEC)
hattinin gelistirilmesi

HUVEC hiicre hatty, standart kosullarda
(nemlendirilmis, %5 COz/ %95 hava, 372C) 75 cm? ya
da 25 cm? kiltir flasklarinda %10 Fetal Bovine
Serum (FBS), %1 penisilin/streptomisin ve 2mM L-
glutamin iceren Dulbecco’s modified Eagle’s medium

(DMEM) igerisinde hiicreler istenilen sayiya
ulasincaya kadar ¢ogaltilmistir.
2.3.MTT hiicre canlilig: testi
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum

bromiir (MTT) hiicre canlilig1 testinde, Mossman [32]
metodu bazi modifikasyonlarla izlenmistir.
Gelistirilen HUVEC hiicreleri, her bir kuyucuga 5x103
hiicre gelecek sekilde 96 kuyucuklu plakalara alinmis
ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
siiresi tamamlandiginda FA'min 0.78, 1.56, 3.125,
6.25, 12.5, 25, 50, 100, 150, 200 ve 400 pg/mL
konsantrasyonlary; EN-A'nin ise 0.048, 0.098, 0.195,
039, 0.78, 1.56, 3.125 ve 6.25 pg/mL
konsantrasyonlar1 kuyucuklara ekilip, hiicrelere 24
ve 48 saat silireyle uygulanmistir. Ayrica hicbir
uygulama icermeyen kontrol kuyucugu ve %0.5
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DMSO iceren ¢oziici kontrol kuyucugu da
bulundurulmustur. Inkiibasyon siiresi bitiminde, tiim
kuyucuklara MTT ¢ozeltisinden ilave edilmistir. Daha
sonra hiicreler 2-4 saat kadar 37°C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda tiim
kuyucuklara DMSO ilave edilerek kristallerin
¢oziinmesi saglanmistir. Tim uygulamalar icin
absorbans (ABS) degerleri 570 nm dalga boyunda
okutularak belirlenmistir. Tim bu islemler farkl
zamanlarda 3 kez tekrarlanmistir. Elde edilen ii¢
farkli ABS degerinin ortalamasi alinarak, ortalama
ABS degerleri tespit edilmistir. Bu degerlere gore FA
ve EN-A'nin nisbi canlilik (% canlilik) degerleri ve
hiicrelerin ~ %50’sini ~ 6ldiiren 1Cso  degerleri
belirlenmistir.

2.4. istatistiksel analiz

[statistiksel degerlendirmede, SPSS 15.0 bilgisayar
programinda One Way ANOVA-Dunnet testi
uygulanmis ve P<0.05’in altindaki degerler anlamh
kabul edilmistir. Ayrica bu arastirmada doz-etki
iliskisini ortaya koymak amaciyla SPSS 15.0 programi
aracilifiyla regresyon analizi yapilmistir.

3. Bulgular
3.1. Fusarik asit sonuglari

Bu arastirmada Fusarik asit (FA)'in HUVEC hiicreleri
iizerine potansiyel sitotoksik etkisi, MTT hiicre
canlilig testi ile degerlendirilmis ve sonuglar Tablo
1'de 6zetlenmistir. FA'nin 24 saatlik uygulamasinda,
100, 150, 200 ve 400 pg/mL’lik konsantrasyonlarda
kontrole (r=-0.833) ve ¢oziicii kontrole (r=-0.835)
gore hiicre canliligimi anlamh oranda ve doza bagh
olarak  azaltarak  sitotoksik etki  gdsterdigi
belirlenmistir. 48 saatlik uygulamada ise, FA'nin
uygulanan en yiiksek ii¢ konsantrasyonunda (150,
200 ve 400 pg/mL) kontrole (r=-0.787) ve ¢oziici
kontrole gore (r=-0.736) (150 pg/mL harig) hiicre
canliligin1 6nemli diizeyde doza bagh olarak azalttigi
tespit edilmistir. ICso degerinin 24 saatlik
uygulamada 150 pg/mlL, 48 saatlik uygulamada ise
200 pg/mL oldugu belirlenmistir (Sekil 3).
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Tablo 1. FA’ nin HUVEC hiicre hatti lizerine sitotoksik etkisi

Tablo 2. EN-A'nin HUVEC hiicre hatt1 lizerine sitotoksik

Konsantra etkisi
syon N Mean+SS K(;ISI}SIEII:U‘ N Mean+SS
L
(ng/mL) 24 saat 48 saat (ug/mL) 24 saat 48 saat
K 0.00 3 | 1.356+0.102 1.314+0.063 K 0.00 3 | 1.505+ 0.058 1.551+0.056
0.5 (%) 0.5 (%)
CK DMSO 3 | 1.365+0.091 1.172+0.027 CK DMSO 3 11.382+0.060 1.602+0.014
FA 0.78 3 | 1.338+0.124 1.325+0.124 EN-A 0.048 3 11.294 +£0.260 1.528+0.126
1.56 3 | 1.384+0.075 1.354+0.084 0.098 3 11.236£0.082* 1.470+0.174
3.125 3| 1.214+0.186 1.295+0.172 0.195 3 |1.457 £0.040 1.387+0.288
6.25 3 | 1.404+0.061 1.310+0.053 0.39 3 11.275+0.010 1.069+0.024 * a
12.5 3 | 1.479+0.164 1.430+0.105 0.78 3 11.233+£0.025* 0.895+0.151 *a
25 3 |1.406+0.039 1.385+0.205 1.56 3 10.967+0.057 *a 0.798+0.067 *a #
50 3 | 1.181£0.137 0.992+0.224 3125 |3 [0.689+0.157*a# |0.234+0.152*a
100 3 10.750+0.005 *a 1.275+0.376
6.25 3 |0.117 £0.002 *a 0.117+£0.001 *a
150 3 10.679+0.043 *a # | 0.820+0.087 *
. » EN-A: Enniatin-A, K: kontrol, CK: ¢o6ziicii kontrol, SS:
200 3 10.587+0.089 *a 0.717+0.033 *a # standart sapma
400 3 10.488+0.134 *a 0.423+0.041*a * Kontrole g(:;')re P<0.05 dl'izeyinde anlaml (One way ANOVA-
Dunnet Testi)

FA: Fusarik asit, K: kontrol, CK: ¢6ziicii kontrol, SS: standart
sapma

* Kontrole gore P<0.05 diizeyinde anlamli (One way ANOVA-
Dunnet Test)

a Coziici kontrole gore P<0.05 diizeyinde anlamli (One way
ANOVA-Dunnet Test)

# ICso degeri

3.2.Enniatin-A sonuglari

Tablo 2’de Enniatin-A (EN-A)'nin HUVEC hiicre
hattinda MTT hiicre canlilign testi sonuglari
verilmistir. Buna gore, 24 saatlik uygulamada EN-
A'nin 0.098-6.25 pg/mL konsantrasyonlarinin (0.195
ve 0.39 pug/mL harig) kontrole gore (r=-0.844); 1.56,
3.25 ve 6.25 pg/mL konsantrasyonlarinin ise ¢oziicii
kontrole (r=-0.817) gore hiicre canliligini istatistiksel
olarak anlamli oranda ve doza bagli olarak azalttig
belirlenmigtir. 48 saatlik uygulamada ise; EN-A
calisilan en yiiksek bes konsantrasyonda (0.39-6.25
pg/mL) hiicre canliligim kontrole (r=-0.959) ve
¢oziici kontrole (r=-0.965) goére 6nemli oranda ve
doza bagh olarak azaltmistir. EN-A'nin ICso degerinin;
24 saatlik uygulamada 3.125 pg/mL konsantrasyon
48 saatlik uygulamada ise 1.56 pg/mL ‘lik
konsantrasyon oldugu belirlenmistir (Sekil 4).
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a Cozicli kontrole gore P<0.05 diizeyinde anlamli (One way
ANOVA-Dunnet Testi)
# 1Cso degeri

4. Tartisma ve Sonug

Mikotoksinlerin gidalarda yol a¢tifi kontaminasyon,
gida giivenliginin saglanmasi ve toplum saglhiginin
korunmasi a¢isindan kontrol altina alinmasi gereken
onemli sorunlardan biridir. Ulkemizin cografyas: ve
iklim sartlar1 goéz oOnlne alindiginda, pek ¢ok
mikotoksin iireten kiiflerin {liremesi ve toksin
iiretmesi icin kosullar elverislidir. Ancak tarimsal
iiretim agisindan 6nemli bir potansiyele sahip olan
ulkemizde, tarim uriinlerinde Fusarium toksinlerinin
risk analizleri ile ilgili yeterli sayida c¢alisma
bulunmamakla  birlikte, yapilan c¢alismalarda
mikotoksin maruziyetinin insan sagligi iizerine pek
¢cok akut, kronik [6] ve karsinojenik etkilerinin de
olabilecegi belirtilmistir [33]. Mikotoksinlerin sir
degerleri diinya ¢capinda bir¢ok lilkede belirlenmistir.

Avrupa Birligi, mikotoksinlerin maximum seviyeleri
hakkinda Komisyon Tiziigii (No: 1881/2006)
tarafindan hazirlanan kapsamli gida diizenlemesi
yonetmeligini uygulamaktadir [34]. Ancak gidalarda
sonradan belirlenen ve miktarlarinda artis gézlenmis
mikotoksinler olan Beauvercin, Fusarik asit,
Moliniformin ve Enniatinler'in maximum seviyeleri
heniiz agik¢a belirlenmemistir [1]. Bu nedenle,
toplum saglig1 acisindan son derece dénemli olan bu
konuda, iilkemizde ve  diinyada  toksisite
¢alismalarinin artirilmasi ve bu maddelerin risk
seviyelerinin belirlenmesi 6nem tasimaktadir.

Bu arastirmada gidalar1 yaygin olarak kontamine
eden Fusarium cinsi mikotoksinler olan FA ve EN-

A'nin  potansiyel sitotoksik  etkileri HUVEC
hiicrelerinde MTT hiicre canlilifi testi ile
incelenmistir. Cesitli kimyasal ajanlarin
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sitotoksisitesinin belirlenmesinde MTT hiicre canlilig1
testi yaygin olarak kullanilmakta ve hizli ve duyarl
sonuclar vermektedir [29, 35]. Yontem, metabolik
olarak aktif olan hiicrelerin mitokondrilerinde
bulunan siiksinat-dehidrogenaz (SDH) enzimi, MTT
boyasinin tetrazolium halkasin1 pargalayarak suda
¢oziinmeyen formazan Kkristallerini olusturmasina
dayanir [29, 36]. Aktive olmus hiicreler béliinmenin
artisiyla birlikte formazan iretirler ve bu olay aktif
olan mitokondrinin sayesinde gergeklesir. Yapilan
spektrofotometrik 6l¢iim, kiltiirdeki canli hiicrelerin
metabolik aktivitelerini gostermektedir [37, 41].

Yapilan analiz sonuglarina goére, bu c¢alismada
kullanilan her iki mikotoksinin de, 6zellikle yiiksek
konsantrasyonlarda, HUVEC hiicrelerinde o6nemli
diizeyde sitotoksik etki gosterdikleri belirlenmistir.
FA'nin ICso degerinin 24 saatlik uygulamada 150
ng/mlL, 48 saatlik uygulamada ise 200 pg/mL oldugu
gozlenmistir. Enniatin-A’nin ICso degerinin ise 24
saatlik uygulamada 3.125 pg/mL, 48 saatlik
uygulamada ise, 1.56 pg/mL oldugu belirlenmistir. Bu
bulgulara gore; EN-A'nin, FA’ya gore daha yiiksek
sitotoksik aktiviteye sahip oldugu soylenebilir.
Literatiire gore, FA ve EN-A'nin HUVEC hiicrelerinde
potansiyel sitotoksik etkisini MTT testi ile arastiran
herhangi bir c¢alismaya rastlanmamistir. Bu
c¢alismadan elde edilen sonuglar, FA'nin sitotoksik
aktivitesiyle ilgili ¢esitli hiicre hatlarinda yapilan in
vitro ¢alismalarin sonuglar1 ile ortiismektedir [23,
24]. Fernandez-Pol ve arkadaslar1 [24], FA'nin 500
uM Kkonsantrasyonunun normal WI-38 fibroblast
hiicre hattinda, insan kolorektal adenokarsinoma
(SW48, Sw480, SW742) ve insan memeli
adenokarsinoma (MDA-MB-468) hiicre hatlarinda
sitotoksik etkili oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica
FA'nin WI-38 fibroblast hiicrelerinde DNA sentezini
inhibe ettigi belirtilmistir. Bir diger ¢alismada; FA'nin
kopek bobrek fibroblast hiicrelerinde (>10 pg/mL),
sican hepatoma hiicrelerinde (>50 pg/mL), Cin
hamster ovaryum hiicrelerinde (10 and 25 pg/mL) ve
MyCoy fare fibroblast hiicrelerinde (>25 pg/mL)
Neutral red testi ile sitotoksik etkili oldugunu
belirtmislerdir [23]. FA'nin subkronik etkisini
arastiran bir in vivo ¢alismada ise, siganlarda 0, 20,
100 ve 400 ppm’lik konsantrasyonlarda, kontrol
grubuna gore vicut agirliklarinda 6nemli bir fark
olmadig1 gozlenmistir [14].

Bu ¢alismadan elde edilen sonuglara gére EN-A'nin
HUVEC hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisi, farkli
hiicre hatlarinda yapilan mevcut ¢alismalarin
sonuglari ile uyumludur. Ivanova ve arkadaslar [20],
Enniatin A'nin MRC-5 (ICso 3.5-3.8 mM) ve HepG2
(ICsp 7.3-9.4 mM) hiicre hattlarinda Alamar Blue testi
ile sitotoksik etkili oldugunu belirtmislerdir. 2011
yilinda yapilan bir ¢calismada ise, EN-A'nin 24 saatlik
uygulamasinda, insan epitelyal kolorektal
adenokarsinoma (Caco-2) (ICsg, 19.5+4.1 pM), insan
kolon karsinoma (HT-29) (ICso, 16.8+4.3-26.2+6.7
uM) ve insan karaciger karsinoma (Hep-G2) (ICso,
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23.4%5.6-26.2+7.6 pM) hiicre hatlarinda MTT hiicre
canlilif testi ile diisiik sitotoksik etkiye sahip oldugu;
48 saatlik uygulamada ise, EN-A'nin (ICso, 8.2+1.8-
11.4+4.6 uM) 6nemli dizeyde sitotoksik etkiye sahip
oldugu belirtilmistir [25]. Lu ve arkadaslar1 [26], EN-
A'min ve tiirevlerinin (EN-A1, B, B1) sitotoksik
potansiyellerini MTT hiicre canliligl testi ile Cin
hamsteri yumurtalik hiicre hattinda (CHO-K1) 24, 48
ve 72 saat muamele siirelerinde arastirmislardir.
Mikotoksinlerin ICso degerleri 24 saatlik uygulamada
EN-A i¢in >7.5 pM; EN-A1 i¢in 8.8+2.29 uM, EN-B icin
11.0£2.65 pM, EN-B1 igin 4.53%1.23 pM olarak
belirlenmistir. 48 saatlik uygulamada ise ICso
degerleri, Enniatin A i¢in 2.83+0.49 uM; EN-A1 ic¢in
1.74+0.18 pM, EN-B i¢in 2.44+0.51 uM ve EN-B1 icin
2.64+0.18 uM olarak tespit edilmistir.
Mikotoksinlerin 72 saat muamelesinde ise ICso
degerleri, EN-A i¢in 3.33+0.22 pM; EN-A1 icin
1.65+0.06 pM, EN-B icin 2.80+0.16 pM ve EN-B1 i¢in
2.47+0.29 pM oldugu gozlenmistir. Arastirmacilar
Enniatin’in sitotoksik etkisinin konsantrasyona bagh
oldugunu vurgulamiglardir. Ayrica bazi ¢alismalarda

EN-A'nin sitotoksik aktivitesinin antikanser ilag¢
gelistirilmesinde bir aday olabilecegini
vurgulanmiglardir  [21, 22]. Bu mikotoksinin
potansiyel sitotoksik aktivitesi c¢esitli kanser
hiicreleri lizerinde incelenmelidir.

FA ve EN-A mikotoksinlerinin yiksek
konsantrasyonlarda sitotoksik etkiye nasil yol
actiklarinin  mekanizmasi  heniiz tam olarak
bilinmemesine ragmen, bazi calismalarda
mikotoksinlerin DNA, RNA ve protein sentezi

inhibisyonuna yol actiklar1 belirtilmistir [38]. FA'nin
DNA hasarimm artirici, DNA sentezini ve tamirini
inhibe edici etki yaptig1 [24, 39] ve ayrica normal ve
kanserli hiicrelerde potansiyel antiproliferatif etkiye

sahip oldugu disiinilmektedir [39]. Daha o6nce
yapilan ¢alismalar, FA'nin ¢esitli hiicrelerdeki
sitotoksik aktivitesini muhtemel apoptozis

mekanizmalarina baglamaktadirlar [40-44]. Pek cok
calismada FA'nin antioksidan enzimleri azaltarak ve
reaktif oksijen tiirlerini artirarak, oksidatif stresi
artirdigl belirtilmistir [16, 44-46]. FA'nin demir
selasyonu ve Fenton reaksiyonunu artirarak oksidatif
strese yol actig1 belirlenmistir [44, 47]. FA'nin ATP
sentez aktivitesini inhibe ederek dogrudan elektron
tasima  sistemini baskiladifi ve dolayisiyla
mitokondriyal enzimleri baskilayabilecegi
aciklanmistir [16]. Enniatin-A'nin ise toksik etkiye
nasil yol actiginin mekanizmas1 heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Ancak Enniatin mikotoksinlerinin
hiicre o6liimiinii, o6ncelikle mitokondriyal yolla
apoptozisi indiikleyerek [19, 21] ya da nekroza dayali
lizozomal hasarla artirdiklar1 belirtilmistir [48 ve 49].
Baz1 c¢alismalarda da Enniatin’in oksidatif stresi
artirdig1 vurgulanmistir [50, 51].

Sonug olarak, bu calismada FA ve EN-A'nin her iki
uygulama siliresinde de o6zellikle calisilan yiiksek
konsantrasyonlarda HUVEC hiicreleri iizerinde
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sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Bu
sitotoksik etki, DNA ve protein sentezinde
inhibisyona, apoptoza ya da nekroza yol acabilir [52].
Ayrica  sitotoksik  etkili oldugu belirlenmis
mikotoksinlerle canlilarin kisa siireli maruziyeti
sonucunda akut toksisite goriilebilecegi gibi; uzun
slireli maruziyetinde, bu maddelerin viicutta birikim
yapmasliyla immin sistem yetersizliginden kansere
kadar uzanan pek c¢ok kronik etkiler de goriilebilir
[33, 53, 54]. Bu etkiyi organizma diizeyinde
degerlendirebilmek icin in vivo arastirmalarinin da
gerceklestirilmesi gerekmektedir. Gida giivenliginin
saglanmas1 ve dolayisiyla toplum  sagliginin
korunmasi i¢in; tarimsal uriinlerin uygun kosullarda
depolanmasi, mikotoksin analizlerinin rutin olarak ve
uygun fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemlerle sik
sik yapilmasi ve mikotoksin kalintilarinin giderilmesi
icin cesitli 6nlemlerin alinmasi 6nemlidir.
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