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Vloga mikrocistinov pri razvoju bolezni

parenhimskih organov*
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lzvleéek. Mikrocistini prizadanejo jetrno tkivo
z delovanjem na sestavine citoskeleta in osta-
le celiéne procese hepatocitov z inhibicijo se-
rin/treonin beljakovinskih fosfataz. Parenhimske
jetrne celice se skréijo in lo¢ijo med seboj.
Razmaknejo se tudi endotelijske celice jetrnih
sinusoidov in kri uhaja v jetrno tkivo. Notranja
krvavitev lahko vodi v hipovolemi¢ni Sok. One-
snazenost voda s cveteniji toksi¢nih cianobak-
terij je resen problem tudi v severovzhodni
Sloveniji, kjer intenzivno kmetijstvo povzroca
visoko stopnjo evtrofikacije voda. O akutni ¢lo-
veski zastrupitvi s smrtnim izidom $e niso po-
ro¢ali. Pri ljudeh je pomembnejsa kroni¢na
izpostavljenost subletalnim odmerkom toksi-
nov. Z vpeljavo metode izolacije hepatocitov
sva preverila primerljivost u¢inkov izbranega
toksina z opisi v literaturi. V raziskavi sva ugo-
tavljala, ali se bodo v akutnem poskusu in vivo
pokazale spremembe v krvnih parametrih kot po-
sledica krvavitve, kak§ne so spremembe na je-
trnih izvidih in jetrni morfologiji pri kroniénem
napajanju podgan z vodo, onesnazeno z mikro-
cistini LR in RR. Preverila sva, ali je slikanje
z magnetno resonanco ustrezna metoda za
zasledovanje akutnih in kroni¢nih sprememb
jetrnega parenhima po delovanju zmesi mikro-
cistinov. Znanosti sva zrtvovala 37 poskusnih Zi-
vali. Za izolacijo hepatocitov s perfuzijo jeter in
situ sva zrtvovala 10 poskusnih zivalih. Z mag-
netno resonanco sva ugotavljala akutne ucinke
zmesi mikrocistinov na skupini 10 poskusnih Zi-
vali. V kroniénem poskusu sva 12 poskusnih Zi-
vali izpostavljala subletalnim odmerkom zmesi
mikrocistinov v pitni vodi in v tem ¢asu dvakrat
slikala jetra z magnetno resonanco. Spremem-
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Abstract. Microcystins damage liver tissue by
disorganizing the cytoskeleton and inhibiting
serine threonine protein phosphatases. Liver
cells shrink and blood penetrates the liver tissue.
Internal bleeding may lead to haemorrhagic
shock. Water pollution associated with the
blooming of toxic cianobacteria as a result of
intensive agriculture has been well-document-
ed in the north-eastern Slovenia. We undertook
to develop a method for isolation of hepato-
cytes, and to assess the potency of microcystin
RR isolated from the polluted water in Slovenia.
By acute exposure of rats to a mixture of micro-
cystins RR and LR we wanted to ascertain
whether internal bleeding reflects changes in the
haematocrit count. Morphological changes fol-
lowing chronic exposure of animals to micro-
cystin mixture were studied. Simultaneously,
we tested the hypothesis that magnetic reso-
nance (MR) imaging is a suitable technique for
assessing acute and chronic toxicity of micro-
cystins. The experiments were performed on
37 male Wistar rats. Twenty animals were sac-
rificed during acute experiments. The effects of
the chosen toxin on the isolated hepatocytes
obtained by in situ perfusion technique were test-
ed in half the animals, while in another half the
toxin mixture effects were assessed in vivo
using MR imaging. For chronic tests the animals
were fed with microcystins for two months. Blood
was drawn from the inferior caval vein for com-
plete blood count and serum analysis. The liver
was removed and weighed and liver specimens
were obtained for histological examination. The
hepatocyte isolation method afforded a 83 % cell
survival. The hepatotoxicity of microcystin RR
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be sva po konéanem poskusu ugotavljala s pre-
gledom krvne slike, biokemi¢nimi testi seruma,
jetrnimi testi, s tehtanjem jeter in histoloSkim pre-
gledom jetrnega tkiva. Pri metodi izolacije he-
patocitov s perfuzijo smo dosegli 83 % prezivetie
celic. Izbrani mikrocistin RR povzro¢i na izolira-
nih hepatocitih spremembe, ki ustrezajo opisom
v literaturi. Zmes mikrocistinov je v akutnih po-
skusih povzrocila povecanje teze za 35 %, po-
vrine prereza jeter na magnetnoresonancénih
slikah pa za 19,3 %. Hematokrit je upadel za
13 %. Histoloski pregled je pokazal zaris¢ne kr-
vavitve. V kroniénih poskusih smo ugotovili nez-
nacilne spremembe v histoloskih preparatih in
magnetnoresonancnih slikah. Jetrni testi so po-
kazali izrazite patoloske odklone, koncentraci-
ja prostega zeleza v serumu se je znizala za
39,5 %. Povpre¢na vsebnost in koncentracija he-
moglobina v eritrocitu ter prostornina eritocita so
se zmanij8ali. ZakljuCujeva, da je slikanje z mag-
netno resonanco primerna metoda za ugotav-
ljanje akutnih zastrupitev z mikrocistini, kjer se
krvavitev izraza $e z izrazitim padcem hemato-
krita. V kroni¢nih poskusih so spremembe jetrnih
testov in mikrocitna anemija dokaz patoloske-
ga dogajanja v jetrnem tkivu, medtem ko slika-
nje z magnetno resonanco ni zanesljiv pokazatel
patoloskih sprememb.

was comparable to that of microcystins used in
previous studies. In acute experiments, the
weight of the liver increased by 35 % and its
cross-sectional area by 19.3% on MR images.
Histological studies revealed focal intrahepatic
haemorrhages. The haematocrit decreased by
13 %. Chronic administration of microcystins
led to unspecific changes in the morphological
pattern and MR images. Liver function tests
showed several abnormalities, including a drop
in free serum iron by 39.5%. The mean cor-
puscular haemoglobin, mean corpuscular
haemoglobin levels and mean corpuscular vol-
ume decreased. MR imaging is a suitable
method for assessing acute intoxication. Internal
haemorrhage can be monitored by haematocrit
determinations. Pathological liver tests and
microcytic hypochromic anaemia constitute
changes characteristic of chronic intoxication,
whereas histological studies and MR imaging
yield only unspecific findings.

Uvod

Strup je vsaka snov, ki lahko ze v majhni mnozini, vnesena po katerikoli poti v telo, za-
radi svojih kemi¢nih lastnosti hudo Skoduje zdravju ali celo povzroc¢i smrt organizma (7).
Toksini so kemi¢no natan¢no opredeljene sestavine strupov zivalskega, rastlinskega ali
mikrobnega izvora (2).

Zastrupitve s cianobakterijami in njihovimi toksini

Cianobakterije so gramnegativne bakterije, ki obcasno v obliki cvetenja modrozelene
barve prepredejo vodno gladino. Zanimanje za toksine cianobakterij je staro Zze 120 let.
V prvem zapisu o njihovih Skodljivih ucinkih (3) so opisali povezavo med pitjem s cia-
nobakterijami onesnazene vode in zastrupitvami ter smrtjo domacih in divjih zivali, o ka-
terih poro¢ajo z vsega sveta (4). Cianobakterije izvrstno uspevajo, ko so zagotovljeni
Stirje pogoiji: blag veter, zmerna vodna temperatura od 15 do 30 stopinj Celzija, pH vo-
de med 6 in 9 ter visoka vsebnost dusi¢nih in fosforjevih hranilnih snovi. Cianobakteri-
je zaradi zra&nih vakuol lebdijo v vodi. Zivali, ki pijejo onesnazeno vodo, lahko zauZijejo
usodno koli¢ino toksinov.
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O akutni ¢loveski zastrupitvi s smrtnim izidom do danes $e niso porocali, Ceprav naj bi
bili ljudje na te toksine enako obcutljivi kot druge Zivali. Grenkoba in vonj onesnazene
vode Cloveka odvrneta od pitja (4). Bolj kot akutne zastrupitve je za ¢loveka pomemb-
na kroni¢na izpostavljenost subletalnim odmerkom toksinov (5).

Evtrofikacija vodnih zajetij postaja vedno bolj pere¢ in globalen problem. Prenasi¢enost
vode s hranili (nitrati in fosfati), ki je posledica gospodinjskih in industrijskih odplak ter
spiranja gnojil z obdelovalnih povrsin, omogoc¢a ¢ezmerno Sirjenje in bohotenje ciano-
bakterij. Testi, s katerimi po razli¢nih predelih Evrope in Zdruzenih drzav preverjajo one-
shazenost voda s cianobakterijami, pokazejo v poletnem €asu vsaj v 40 % prisotnost
cianobakterijskih toksinov (4). Z naras¢ajoc¢imi koncentracijami toksinov v vodi se lah-
ko v prihodnje bojimo hujsih akutnih zastrupitev tudi pri ljudeh.

Cianobakterije v Sloveniji

Cvetenje toksi¢nih cianobakterij je resen problem v severovzhodnem predelu Sloveni-
je, kjer intenzivno kmetijstvo povzro€a visoko stopnjo evtrofikacije voda. V raziskavi Bio-
toksini v sladkih vodah in morju ter njihov vpliv na ¢loveka in okolje so proucili prisotnost
toksi¢nih cianobakterij v nasih vodah (6). V dvoletnem opazovanju so ugotovili 18 cve-
tenj cianobakterij, od tega 15 hepatotoksi¢nih, kar so dokazali z bioloSkim poskusom
na misih. V cvetenju je prevladovala vrsta Microcystis aeruginosa. Rezultati preiskave
kaZzejo, da so v Sloveniji cvetenja toksi¢nih cianobakterij pogost pojav in jih najdemo tu-
di v vodah, priljubljenih za rekreacijo in ribolov (Koseski bajer v Ljubljani in Blejsko je-
zero) (7).

Toksini cianobakterij

Cianobakterije izdelujejo raznovrstne toksine. Na podlagi testov, s katerimi preverjamo
njihovo delovanije, jih delimo na citotoksine in biotoksine (4). UCinke biotoksinov prou-
¢ujemo na malih laboratorijskih zivalih (bioloski poskus).

Kemiéna struktura cianobakterijskih biotoksinov

Med biotoksini cianobakterij lo¢imo nevrotoksicne alkaloide in hepatotoksi¢ne peptide (4).
Nevrotoksini cianobakterij so anatoksin-a, anatoksin-a (s), saksitoksin in neosaksitok-
sin. Prva dva, anatoksin-a in anatoksin-a (s), sta znacilna za cianobakterije, medtem
ko najdemo saksitoksin tudi pri morskih algah in dinoflagelatih.

Hepatotoksini cianobakterij

Hepatotoksini so presnovki cianobakterij (8) rodov Microcystis, Anabaena, Oscillatoria
in Nodularia, ki naseljujejo sladke in polsladke vode po vsem svetu. Strukturno so tok-
sini monocikli¢ni peptidi. Lo¢imo dve podskupini: mikrocistini in nodularin. Imeni sta po-
vezani z rodovi Microcystis in Nodularia, iz katerih so jih prvi¢ izolirali (2, 9, 10).
Mikrocistini so monocikli¢ni heptapeptidi (2) z osnovno kemi¢no strukturo: ciklo-D-Ala-L-X-
-eritro-f-metil-D-isoAsp-L-Y-Adda-D-isoGlu-N-metil-dehidro-Ala. Posebnost je nena-
vadna 3-amino-9-metoksi-10-fenil-2,6,8-trimetil-deka-4,6-dienoi¢na kislina (Adda ami-
nokislina) (11).

459



MED RAZGL 1998; 37

Poimenovanje posameznih mikrocistinov (2, 8) temelji na kombinaciji dveh &rk, ki oz-
nacujeta imeni L-aminokislin na mestih Xin Y (tabela 1). Najbolj raziskani so mikroci-
stini LR, LA, YA, YM, YR in RR, ki so jih izolirali iz vrst Mycrocystis aeruginosa, M. viridis,
Anabaena flos-aquae in Oscillatoria agardhii (4).

Tabela 1. Aminokisline, ki lahko zasedajo mesti X in Y v kemicni strukturi mikrocistina, in njihovi simboli,
ki jih uporabljamo pri poimenovanju toksinov.

Aminokisline na mestu X Aminokisline na mestu Y
levcin (L) arginin (R)

arginin (R) alanin (A)

tirozin (Y) metionin (M)

Mehanizmi delovanja cianobakterijskih hepatotoksinov

Cianobakterije vstopijo v telo skozi prebavila. Toksini se zaradi prebave v Zelodcu
spro$cajo iz celic in se absorbirajo v predelih ¢revesja, kjer so prisotni prenasalci zol¢-
nih kislin. Prve poskodbe so zato opazne Ze na ¢revesnih celicah, jetrne celice pa so
pri vseh prizadetih zivalih osredniji cilj te skupine toksinov. Selektivnost toksinov za je-
trno tkivo je posledica amfipaticne kemi¢ne strukture, ki preprec€uje vstop v vse celice
brez specificnega prenasalnega sistema za organske anione oziroma Zol¢ne kisline, ki
je lasten le parenhimskim jetrnim celicam (712). Hepatotoksini povzrocijo, da se hepa-
tociti skréijo in locijo med seboj (13). Razmaknejo se tudi endotelijske celice jetrnih si-
nusoidov, zaradi Cesar se kri nabira v jetrnem tkivu. Notranja krvavitev povzroc¢a lokalno
okvaro jetrnega tkiva (slika 1) in lahko vodi v hipovolemiéni Sok.

Morfologija hepatocita se spremeni zaradi delovanja mikrocistinov na citoskelet, ki je izra-
zito dinamiéna struktura in se v normalnih pogojih hitro obnavlja (714, 15). Mikrocistini
poSkodujejo jetrno tkivo, tako da premaknejo ravnotezje v smer razgradnje. Intermediar-
ni filamenti so prizadeti najprej, nato se okvarijo mikrofilamenti (73). PoSkodba citoske-
leta povzrodi skréenje prstastih izrastkov, s katerimi se jetrne celice povezujejo med seboj
in z endotelijskimi celicami sinusoidov. Prekinitev medceli¢nih povezav in skréenje he-
patocitov porusSita normalno jetrno zgradbo, zato pride do krvavitev iz sinusoidov.

o ﬁ\ i o

oléna kapilar:

Poskodovana

.
Sinusoidna

kapilara kapilara

Hepatociti

Slika 1. Prikaz mehanizma krvavitve v jetrno tkivo. Levo — normalna jetra pred dodatkom toksina. Desno —
po dodatku toksina. Povzeto po (13).
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Molekularna raven delovanja mikrocistinov

Mikrocistini (16) so mocni inhibitorji serin/treoninskinh proteinskih fosfataz (K. = 0,5-5nM).
Reverzibilna fosforilizacija beljakovin s proteinskimi kinazami in fosfatazami na serinskih,
treoninskih in tirozinskih ostankih ima velik pomen za celiéno homeostazo in velja za te-
meljni mehanizem, s katerim se evkariontska celica odzove na zunajceli¢ni draZljaj (17).
Med najpomembnejSe proteinske fosfataze evkariontske celice spadata proteinski fosfata-
zi1in 2A (PP1in PP2A). Njuna funkcija je defosforiliranje serin/treoninskih aminokislinskih
ostankov razli¢nih pomembnih celi¢nih beljakovin (18). PP1 in PP2 sta pomembni pri nad-
zoru in vzdrzevanju strukture sestavin citoskeleta. Mikrocistini so specifi¢ni zaviralci PP1
in PPA2. Citoskelet prizadenejo z motnjo normalnega ravnotezja med fosforilacijo in defos-
forilacijo. Neuravnotezena aktivnost proteinskih kinaz kot posledica inhibicije fosfataz vodi
v ¢ezmerno fosforilacijo sestavin citoskeleta oziroma beljakovin, ki nanj vplivajo (19-21).

Mikrocistini spodbujajo razvoj tumorjev kot tumorski promotorji (22, 23). Molekularni me-
hanizmi, s katerimi ti inhibitorji vplivajo na diferenciacijo in proliferacijo celic, $e niso po-
polnoma jasni. Spoznanije, da inhibirajo PP1 in PP2A, je porodilo vprasanje o pomenu
teh dveh encimov pri prepre¢evanju nenadzirane celi¢ne rasti in razmnozevanja (17).

Poskusi z mikrocistini in vitro

Fujiki in sodelavci (22) so s poskusi na izoliranih podganijih jetrnih celicah opazovali mor-
foloSke spremembe. Sveze izolirani hepatociti so se po dveurni inkubaciji z mikrocisti-
nom spremenili iz normalne okrogle v vretenasto obliko, priSlo pa je tudi do zlivanja celic
med seboj. Z vitalnim barvanjem s tripanskim modrilom so s svetlobnim mikroskopom
opazovali obarvanje celic po dodatku toksina. Glede na izsledke tega poskusa so skle-
pali, da toksin ne povzrogi celicne smrti (23). V mediju niso zaznali pove€anja aktivno-
sti aspartatne aminotransferaze (AST), ki se sprosti iz odmrlih celic. Deoksiholat, holat,
bromosulfiftalein in rifampicin imajo zascitni u¢inek na jetra pred vplivi toksina, verjet-
no zaradi tekmovanja za prenasalni sistem (24).

Ucinke mikrocistina in vitro so na izoliranih hepatocitih spremljali s transmisijskim elektron-
skim mikroskopom (EM) (23). Spremembe so opazili v 5 minutah po dodatku toksina. Opa-
zili so nastanek mehurckov na membrani celic po dodatku mikrocistinov (25). Avtorii opisuijejo,
da iz svezih okroglih celic z dobro izrazenimi mikrovili na povrsini celice, Stevilnimi mito-
hondriji in drugimi organeli, ki so enakomerno razporejeni po citoplazmi, nastanejo po 20-mi-
nutni inkubaciji z mikrocistini ocitne spremembe v celi¢ni obliki, izginotje mikrovilov,
v citosolu pa se oblikujejo agregati, ki so neenakomerno nakopiceni po citoplazmi celice.

Primerjava ucinka mikrocistinov na izvle¢ek proteinskih fosfataz jeter in ledvic je poka-
zala, da sta fosfatazi obeh izvorov enako obgutljivi za inhibicijo s tem toksinom (26). Se-
lektivno delovanje na jetra je zagotovljeno le s specifiénim prena$alnim sistemom
v membrani jetrne celice.

Preucevanje u€inkov mikrocistina LR na izolirane endotelijske celice goveje pljucne ar-
terije ni pokazalo poskodb endotelijskih celic (27). Zato so menili, da vzrok jetrnih krva-
vitev po delovanju toksina niso primarne poskodbe endotelijskih celic jetrnih sinusoidov,
temve¢ je odlocilno delovanje na hepatocite.
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Poskusi z mikrocistini in vivo

Po intraperitonealnem (ip.) vbrizganju so na miSih opazovali porazdelitev z radioaktiv-
nim izotopom oznac¢enih mikrocistinov po organizmu. Ugotovili so kopi¢enje peptidov
v jetrih, v drugih organih pa je bilo toksin zaznati le v sledovih (28, 29).

Mikrocistin LR povzro¢i smrt misi v 1-2 urah po ip. ali intravenski (iv.) injekciji. Toksi¢ni
odmerki mikrocistinov povzrocijo hude intrahepati¢ne krvavitve z obilnim povecanjem
jetrne mase poskusne Zivali, kar je znacilno za akutno zastrupitev. S 5'Cr oznacenimi
eritrociti so zasledili razpad jetrnih sinusoidov in obilne krvavitve v jetrno tkivo (30, 31).
Kljub temu, da so jetra taréni organ za ta toksin, pa hitrega nastopa letalnih u¢inkov ne
moremo razloziti zgolj z akutno odpovedjo jetrne funkcije.

V raziskavi in vivo so z izotopnimi oznacevalci ugotovili razporeditev krvi po vbrizgu tok-
sina, ki se je razlikovala od tiste pri kontrolni skupini (27). Po 20 minutah se kri nakopi-
¢i v jetrnem tkivu, ki postane vecje in teZje. Hkrati se mo¢no poveca koncentracija serumske
alaninske aminotransferaze (ALT). Normalna koli¢ina krvi miSi je znaSala 6,8 % telesne
teze. Jetra se po vbrizganju toksina povecajo s 5,7 % telesne teze na 6,3 %. Ugotovili
so, da se v jetrih zadrzuje priblizno trikratna prostornina krvi v primerjavi s kontrolo. Po-
vecanje jeter gre izkljuéno na racun nakopicene krvi.

V raziskavi in vivo so na misih proucevali povezavo med inhibicijo proteinskih fosfataz
in akutno hepatotoksi¢nostjo (26). Zastrupitev se pokaze kot povecanje jeter zaradi kr-
vavitve. Inhibicija PP1 in PP2A nastopi ze po nekaj minutah, medtem ko se jetra opaz-
no povecajo Sele po pol ure. Po eni uri se teza jeter poveca na okoli 10 % telesne teze.

Toksi¢nost pitne vode, onesnazene z zmesjo mikrocistinov, so opazovali na pras$icih (32).
V 71-dnevnem kroni¢nem poskusu so dajali prasi¢em piti vodo, onesnazeno s ciano-
bakterijami. Po Zrtvovanju so opazovali spremembe v koncentracijah serumskih faktor-
jev, makroskopske in mikroskopske spremembe organov. Koncentracije AST, ALT,
laktatne dehidrogenaze (LDH) in celokupnih beljakovin niso pokazale sprememb. Ugo-
tovili pa so povecanje koncentracij gama glutaminske transferaze (y-GT), alkalne fosfa-
taze (AF), celotnega bilirubina in znizanje plazemske koncentracije albuminov.
Makroskopsko niso opazili izrazitih sprememb. Na pre€nem prerezu jeter so opazili bla-
go zrnatost. Jetrna teza se ni bistveno spremenila. Mikroskopsko niso opazili sprememb
na srcu, ledvicah, plju¢ih, mozganih, modih in na posameznih delih prebavil, mikroskop-
sko pa so na jetrih opazili posamezne spremembe celic.

Na poskusnih zivalih (33, 34) so proucevali karcinogene ucinke mikrocistinov pri kro-
niénem izpostavljanju subletalnim odmerkom. V raziskavi tumor promotorskega ucinka
mikrocistinov so dokazali domnevo, da mikrocistini olajSujejo nastanek jetrnega karci-
noma.

U¢inki toksi¢nih cianobakterij na ljudi

Toksini cianobakterij v zajetjih pitne vode povzocajo ob&asne zastrupitve ljudi (35). Naj-
huje so ogrozeni ljudje v dezelah, kjer evtroficne povrsinske vode uporabljajo za prido-
bivanje pitne vode. Cianobakterijski toksini so odporni proti standardnim procesom
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preciS¢evanja vode. Dodajanje bakrovega sulfata vodnim zajetjem povzrodi le razpad
celic in sproS¢anje toksinov. Vodilna bolezenska znamenja zastrupitve so odvisna od
vrste toksina. Lo¢imo hepatotoksikozo, perakutno nevrotoksikozo, gastrointestinalne in
respiratorne motnje ter alergi¢ne reakcije. Retrospektivna preiskava zastrupitve s he-
patotoksi¢nimi mikrotoksini v Avstraliji (36) je pokazala povec¢anje koncentracije y-GT.

Kot nacin zdrave prehrane je zelo razSirjena uporaba posu$enih vlaknatih cianobakte-
rij Spirulina. PreskuSanje na laboratorijskih Zivali ni pokazalo toksi¢nosti tega rodu
(35). Poleg rodu Spirulina najdemo v trgovinah pripravke iz drugih rodov cianobakterij.
Ti proizvodi predstavljajo potencialno nevarnost, saj lahko med nenevarnimi vsebujejo
tudi toksi¢ne cianobakterije. Tovrstne izdelke bi morali pred prodajo na trzis¢e skrbno
prouciti. Glede na tumorsko promotorsko aktivhost Microcystis, je vprasljivo, ali bi pre-
prosto testiranje akutne toksi¢nosti obvarovalo rednega uzivalca cianobakterij pred

kroni¢nim tveganjem.

Namen raziskave in delovne hipoteze

Namen pri¢ujoce raziskave je prouditi vpliv mikrocistinov na degenerativne spremem-
be parenhimskih organov. Ob pregledu literature s tega podrocja sva razbrala, da mi-
krocistini delujejo skoraj izkljuéno na jetra zaradi specificnega prenasalnega sistema
v plazmalemi jetrne celice. Navkljub obSirnosti preiskav s podrocja toksinov cianobak-
terij sva ugotovila pomanijkljivo poznavanje nekaterih patofizioloSkih ucinkov in pristo-
pov k prouc¢evanju teh toksinov.

Primarne celi¢ne kulture, pridobljene z izolacijo jetrnih celic, so zelo primerno orodje za
ugotavljanje uc¢inkov mikrocistinov in vitro. Zato smo tudi na Institutu za patolosko fizio-
logijo vpeljali metodo izolacije jetrnih celic. Dosedanje raziskave akutnih u¢inkov mikro-
cistinov na izoliranih jetrnih celicah, so pokazale, da se te razoblicijo, toksini pa ne povzrocijo
akutne celi¢ne smrti. Prva hipoteza je, da toksin, izbran za najino raziskavo, povzrogi
podobne spremembe na izoliranih jetrnih celicah kot opisani u¢inki drugih mikrocistinov,
ki sva jih zasledila v literaturi. Domnevo bova potrdila ali ovrgla s spremljanjem uc¢inkov
na celicah po dodatku izbranega toksina v medij celi¢nih kultur.

Akutni u€inek letalnih odmerkov povzroc€i obilno krvavitev, ki mo¢no poskoduje jetrno
tkivo. V odvisnosti od obseznosti krvavitve v jetra se lahko razvije hipovolemiéni Sok. Dru-
ga hipoteza je, da se bodo v akutnem poskusu pokazale spremembe v vrednosti he-
matokrita kot posledica krvavitve. Domnevo bova potrdila ali ovrgla s spremljanjem
vrednosti hematokrita.

Spremembe zaradi kroni€ne izpostavljenosti mikrocistinom so razmeroma slabo doku-
mentirane. Kroni¢no izpostavljanje prasic¢ev subletalnim odmerkom mikrocistinov pov-
zro€i nekatere spremembe v izvidih jetrnih testov in neznacilne morfoloske spremembe.
Tretja hipoteza je, da se bodo pri kroniénem dodajanju mikrocistinov v pitno vodo po-
kazale spremembe v jetrni morfologiji in jetrnih izvidih podgan. Domnevo bova potrdila
ali ovrgla s pregledom jetrnih testov in jetrne morfologije s svetlobnim in elektronskim
mikroskopom.
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V literaturi ni zaslediti uporabe neinvazivnih slikovnih metod in vivo, ki bi omogocale sprem-
ljanje ¢asovnega razvoja patoloskih sprememb. V medicini je za prikaz mehkih tkiv naj-
primernejSe slikanje z magnetno resonanco. Cetrta hipoteza je, da bodo spremembe zaradi
uc¢inkov mikrocistinov v akutni in kroni¢ni zastrupitvi zaznavne s slikovnimi metodami in
vivo. Domnevo bova potrdila ali ovrgla s slikanjem jeter z magnetno resonanco (MR).

Materiali in metode

Materiali

Poskusne zivali

Pri naértovanju in izvedbi poskusa sva se trudila Zrtvovati ¢im manjSe Stevilo poskusnih
zivali. Poskuse sva opravila na 37 laboratorijskih albino podganah (Wistar). Raziskoval-
no delo je zajemalo akutne in kroni¢ne poskuse. Za vsak poskus sva potrebovala po-
sebno skupino preiskovanih in kontrolnih zivali.

Za akutne poskuse sva zrtvovala 20 od 201 do 249 g tezkih samcev. Polovico sva jih
uporabila v poskusu in vivo, kjer sva opazovala spremembe na jetrih z MR. Preostalih
10 Zzivali sva uporabila za izolacijo hepatocitov z metodo in situ kolagenazne perfuzije
jeter.

V kroniénem poskusu sva zrtvovala 17 samcey, ki so bili na za¢etku poskusa tezki od
211 do 284 g. Pet Zivali je sluzilo kontroli, ostalih 12 pa sva dva meseca izpostavljala
mikrocistinom, raztopljenim v pitni vodi.

Toksini in raztopine

Toksini so darilo dr. Bojana Sedmaka iz Oddelka za biologijo, Biotehni¢na fakulteta Uni-
verze v Ljubljani. Pri vseh poskusih sva uporabljala neprecis¢eno zmes toksinov v ob-
liki liofiliziranih cianobakterij v razmerju Microcystis wesenbergii 75 % in Microcystis

aeruginosa 25 %. Gram liofiliziranega vzorca vsebuje:

* 0,31 mg mikrocistina RR in
* 0,16 mg mikrocistina LR.

Z bioloskimi poskusi na misih so ugotovili, da je LD, ,, vrednost 160 mg suhe teZe cia-
nobakterij na kilogram telesne mase misi in povzro¢a povecanje mase jeter na 7,3 %
telesne teze (7).

Pri poskusih na celi¢nih kulturah sva uporabila prec¢is¢en mikrocistin RR. Postopki lio-

filizacije, izoliranja in preciS¢evanje toksina so opisani v literaturi (7).
Pufri za izolacijo jetrnih celic:

* pufer I: 118 mM NaCl, 4,7 mM KClI, 1,2 mM KH,PO, in 256 mM NaHCO,;

* pufer Il je enak pufru | z dodatkom 3mM CaCl,, 1,2mM Mg SO, in kolagenazo
(0,2-0,4 mg/ml);

e pufer Il je kot pufer Il brez kolagenaze.

Pripravki za anestezijo: Ketanest®, Parke-Davis, Berlin in Rompun®, Bayer, Leverkusen.
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Metode
Anestezija

Zivali sva pred izvedbo vseh poskusov uvedia v splo&no anestezijo. Anestezijo sva upo-
rabljala tudi pri neinvazivni metodi slikanja z MR, da bi Zival mirovala v ¢asu slikanja.

V eksperimentalni kirurgiji na poskusnih zivalih sta se uveljavili dve metodi uvajanja splo-
Sne anestezije (37):

* inhalacijska anestezija s hlapnim anestetikom (halotan),

Med moznimi stranskimi ucinki hlapnega anestetika halotana je pojav akutne jetrne ne-
kroze, verjetno zaradi preobcutljivostne reakcije, povezane z dedno presnovno motnjo,
kier se iz halotana tvorijo toksi¢ni presnovki (38). Verjetnost stranskega ucinka se po-
vecuje s ponovnim izpostavljanjem, zato sva izbrala kombinacijo anestetikov, ki na je-
tra ne ucinkujejo. MeSanico sestavin, ki sva jo uporabila za ip. anestezijo, sva povzela
po literaturi (37, 39): 0,6 mg Ketanesta® in 0,4 mg Rompuna® na kg telesne teze.

Postopki pri akuthnem poskusu

Zivali sva omamila in jim ip. vbrizgala 25 mg zmesi toksinov, raztopljenih v fizioloski raz-
topini. Z metodo MR sva dve uri spremljala poskus in spremembe na jetrih primerjala
s posnetkom pred vbrizgom. Po poskusu sva zivalim odvzela kri iz spodnje votle vene
(vena cava inferior) za hemogram. Po izkrvavitvi sva zivali raztelesila in odvzela jetra
za zunanji in histoloski pregled.

Slikanje jeter z metodo magnetne resonance

MR je neinvazivna diagnosti¢na slikovna tehnika (40—42). Jetra sva slikala z 2,35-T-MR-to-
mografom Bruker na Institutu JoZefa Stefana. Pri slikanju sva anestezirano Zival hrbt-
no polozila na sondno mizico. Da bi preprecila sploscitev telesa v prsnem in trebusnem
predelu in kozne gube, ki kazijo MR-slike, sva podgano z obeh strani podprla s klina-
stima kosoma stiroporja.

Z izbiro dveh parametrov slikanja, ¢asa ponavljanja zaporedja (TR) in ¢asa odmeva (TE),
izbiramo med T1- in T2-poudarjenim slikanjem (43, 44). Slikala sva T1-poudarjene slike.
NajboljSe razmerje med kakovostjo slike in zamudnostjo slikanja sva dosegla s parame-
tri TR = 600 ms, TE = 30 ms, Stevilom povprecenj 6 in celotnim ¢asom slikanja okoli 10 mi-
nut. Debelina prereza je bila 5mm, velikost vidnega polja 15cm in matriks 256 x256.
S pomodjo hitre orientacijske slike v frontalni ravnini sva izbrala tri pre€ne prereze skozi
jetra v razli¢nih viSinah in jih posnela so¢asno, kar ni vplivalo na kakovost ali ¢as slikanja.

Zivali iz kroniénega poskusa sva po T1-poudarjenem slikanju posnela $e z metodo DECH
(double echo), ki uporablja dva spinska odmeva in izdela T2-poudarjene slike. Upora-
bila sva parametre RT = 2000 ms, 1. odmev = 33 ms, 2. odmev = 90 ms, celotni ¢as 35 mi-
nut. Na taksnih slikah izstopijo strukture z drugimi relaksacijskimi ¢asi. Z njimi sva zelela
prikazati morebitna podro¢ja nehomogenosti v jetrih, ki pri T1-poudarjenih slikah ne bi
izstopala iz ozadja ostalih jeter.
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Kvantitativha ocena spremembe velikosti jeter na magnetnoresonancénih slikah pri
akutnih poskusih

V akutnem poskusu sva Zivali slikala 9-krat v ¢etrturnih ¢asovnih presledkih. Pri vsa-
sva slikala tudi posodico z vodo, ki je sluzila kot kontrolna snov za oceno sprememb in-
tenzitete MR-signala. Vse slike sva prenesla s trdega diska Brukerjevega slikovnega si-
stema na osebni radunalnik. S programskim paketom Autocad® sva kvantitativno ocenila
velikost jetrne povrSine na vsakem posameznem prerezu. Jetra sva na sliki obrisala in
dolocila povrsino, ki jo je izraCunal program. Iz treh razli¢nih prerezov sva izracunala pov-
pre¢no povrsino jetrnega preseka v danem casu.

Potek kroni¢nega poskusa

Skupino 12 podgan sva v dvomese¢nem kroni¢nem poskusu vsak dan izpostavljala majh-
nim koncentracijam mikrocistinov, raztopljenih v vodi. Dnevno so zivali prejele 1,85 mg
toksina na kilogram telesne teze. Po dveh mesecih, ko sva zakljucila poskus in zivali
zrtvovala, so bile tezke od 375 do 429 g. Dvakrat sva jetra poskusnih in kontrolnih Ziva-
li in vivo slikala z MR. Prvi¢ sva jih slikala mesec dni po zacetku, drugi¢ pa mesec ka-
sneje, ob koncu poskusa. Po drugem slikanju sva Zivali zrtvovala z izkrvavitvijo
v anesteziji. Za biokemi¢no preiskavo jetrnih encimov in hemogram sva odvzela kri. Vse
zivali sva raztelesila in odvzela vzorce jeter za histolosko preiskavo. Manj$e koscke je-
ter sva pripravila za transmisijsko EM.

Odvzem krvi za hemogram in biokemi¢no analizo

Zivalim sva ob koncu kroniénega poskusa v anesteziji pred odvzemom jeter vzela vzo-
rec krvi za hemogram in biokemi¢no analizo. Posebne epruvete za hemogram z EDTA
sva napolnila z 2 ml krvi. Del vzorca, namenjen biokemi¢ni analizi, sva centrifugirala pri
3000 obratih/minuto 8 minut z laboratorijsko centrifugo Tehtnica Zelezniki LC 243. Se-
rum sva odpipetirala v posebno epruveto brez dodatkov. Vse vzorce so analizirali na In-
Stitutu za klini€no kemijo in biokemijo Kliniénega centra v Ljubljani.

Transmisijska elektronska mikroskopija

V kroni¢nem poskusu sva zaradi pri¢akovane subtilnosti sprememb histoloSke metode
dopolnila z EM. Ob raztele$enju po kroni¢nem poskusu sva od jeter ods¢ipnila 1 mm?
velik kos€ek za EM. Poldnevni fiksaciji v meSanici 2 % glutaralaldehida in 2 % parafor-
maldehida je sledilo dveurno spiranje z veronalnim pufrom (pH 7,4), nato dodatno enour-
no fiksiranje v 2% ozmijevem tetraoksidu. Vse opisane raztopine so bile ohlajene
na 4°C.

Nato sva vzorce dehidrirala z naras$¢ajo¢o koncentracijo etanola (od 30 do 100 %). De-
hidriran vzorec sva za 20 minut potopila v propilenoksid, zatem pa za pol dneva v me-
Sanico plastika s trdilcem in propilenoksida. Vzorce sva vlozila v Cisti plastik s trdilcem.
Prvi dan sva jih trdila pri 60°C in naslednje tri dni pri 70°C. Bloke z vlozenimi vzorci tki-
va sva narezala z ultramikrotomom Jung Ultracut E.
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Ultratanke rezine, debele 40 do 50 nm, sva dvojno kontrastirala, najprej 15 minut v ura-
nil acetatu, nato 10 minut v svinCevem citratu. Preparate sva proucevala in slikala na
elektronskem mikroskopu Jeol JEM 100 CX.

Priprava vzorcev za histoloski pregled

Po zunanjem pregledu in tehtanju sva jetra potopila v puferirani nevtralni formalin (10 %,
pH 7,0) za fiksacijo. Po enotedenski fiksaciji v formalinu sva izbrane ko$¢ke vzorca vklo-
pila v parafin (dehidracija z narad¢ajocimi koncentracijami etanola, bistrenje s ksilenom
in vklop v parafinsko smolo). Z drsnim mikrotomom Zeiss sva od vklopljenega vzorca
odrezala 4 do 6 mikrometrov debele rezine.

Standardno barvanje s hematoksilinom in eozinom (45) sva pri kroni¢nih vzorcih dopol-
nila s trikromati¢éno metodo po Massonu (46), ki omogoca dober prikaz vezivnega tki-
va. Histoloske preparate sva proucila s svetlobnim mikroskopom Opton MC 100 Axioskop
in ustrezne vzorce posnela na diafilm Kodak 50 ASA.

Izolacija hepatocitov z jetrno perfuzijo in situ

Podganje hepatocite smo izolirali po metodi perfuzije in situ s kolagenazo po Berryu in
Friendu (47). Jetra so pri tej metodi Se v telesu, ko skoznje s kirurSkim postopkom naj-
prej vzpostavimo ustrezen pretok, nato pa jih perfundiramo s tremi razli¢énimi raztopi-
nami. Prednost izbrane metode je, da razmere ustrezajo fizioloSkim in omogocajo
izolacijo v velikem odstotku neposkodovanih hepatocitov.

Jetra sva perfundirala s tremi razli¢nimi raztopinami, ogretimi na 37°C. Pretok skozi si-
stem je poganjala kirur§ka ¢rpalka za zunajtelesni krvni obtok. Hitrost pretoka sva na-
stavila na 40 do 50 ml/min.

Anestezirano zival sva hrbtno pritrdila na kirurSko mizico. Trebuh sva odprla z vzdolz-
nim medianim rezom in dvema pre¢nima v visini ledvic. Odmaknila sva Crevesje v levo
in s tem odkrila portalno in spodnjo votlo veno. Portalno veno sva kanulirala s kanulo
Venflon 1,2 & pol centimetra pred jetri. Vkljucila sva ¢rpalko in zacela spirati s prvo raz-
topino. Prerezala sva spodnjo votlo veno pod desno ledvico. Odprla sva prsni kos in sko-
zi desni atrij potisnila kanulo Venflon 2,0 J v prsni del spodnje votle vene, trebusni del
pa podvezala. S pufrom | (brez kalcija) sva jetra spirala priblizno deset minut, dokler ni-
so nabreknila in pobledela (slika 2).

Takrat sva zamenjala raztopino s pufrom Il (kolagenaza), s katerim sva perfundirala je-
tra 10 do 20 minut, odvisno od ocene stanja jeter. Zunanji videz jeter in test z odtisom
topega predmeta na njihovi povrSini lahko uporabimo kot kazalec zadostne obdelave
s kolagenazo. Pri zadostno encimsko razgrajenih jetrih ostane povrsina vtisnjena. Med
perfuzijo s pufrom Il za¢ne ta pronicati skozi jetrno povsino. Nazadnje jetra 3 minute per-
fundiramo s pufrom lll. Jetra izrezemo in prenesemo v petrijevko z raztopino lll. Izoli-
rana jetra nato pri 37°C 10 minut tresemo (60-70 tresljajev na minuto). Skozi najlonsko
mrezico filtriramo razpadlo jetrno tkivo. S tremi po¢asnimi centrifugiraniji (2 minuti pri 50 g)
lo¢imo hepatocite od celi¢nega debrisa in manjsih celic jeter. Hepatociti so v temnorja-
vem sedimentu.
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Slika 2. Operacija poskusne Zivali za izolacijo jetrnih celic s perfuzijo.

Stevilo oziroma koncentracijo celic sva dologila s celiénim $tevcem. Prezivetje celic sva
ocenjevala z barvanjem s tripanskim modrilom. Celice sva v sterilnih razmerah vsadila
na petrijevke. Tako pripravljene primarne celi¢ne kulture so v primernih pogojih gojili na
InStitutu za histologijo in embriologijo, MF v Ljubljani.

Poskus in vitro na primarnih celiénih kulturah hepatocitov

Na nekaj dni starih celi¢nih kulturah sva z invertnim svetlobnim mikroskopom Nikon TMD2
proucila morfoloske spremembe hepatocitov po dodatku mikrocistina. Poskus sva izved-
la s precis¢enim mikrocistinom RR. Po raztapljanu v fizioloSki raztopini in dodatnem raz-
red€enju v mediju za celi¢ne kulture je bila konéna koncentracija toksina v kulturi 10 uM.
Spremembe celic v primarni kulturi po dodatku toksina smo belezili s fotoaparatom Ni-
kon F 600.

Statisticne metode

Za oceno statisti¢nih znacilnosti dveh majnih neodvisnih vzorcev sva uporabila meto-
de opisne statistike in Student t-test (48, 49). Vrednosti so izrazene z aritmeti¢no sre-
dino+SD (standardna deviacija povprecja). Za statisticno analizo sva uporabila
programske pakete MS Excel®in Corel QuatroPro®.

Rezultati

Analiza uspesnosti izolacije hepatocitov

Uspesnost metode sva ocenila z delezem prezivetja parenhimskih jetrnih celic. Po kon-
¢anem postopku izolacije sva celice vitalno obarvala s tripanskim modrilom. Celice, ki
so se obarvale modro, sva Stela za mrtve, delez prezivelih celic pa je bil 83 %.
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Rezultati poskusa na celiéni kulturi

Enoslojne celi¢ne kulture hepatocitov sva opazovala pred dodatkom mikrocistina RR in
po njem. Prve spremembe sva opazila po 25 minutah. Celice so vidno spremenile ob-
liko: iz poligonalnih celic, pripetih na dno petrijevke, so nastale celice zaokroZenih ob-
lik, ki so se odlepile s podlage. Barvanje s tripanskim modrilom je pokazalo, da so celice
spremenjene oblike Se vedno zive.

Analiza rezultatov poskusov in vivo

Analiza akutnega poskusa in vivo

Poskusnim zivalim smo vbrizgali subletalni odmerek mikrocistina. V primerjavi s kon-
trolno skupino (slika 3) so bila jetra ob razteleSenju tezja za 35 % in temnej$e rdece-rja-
ve barve. Z rezne ploskve se je izcejala rdeCkasta tekocina. HistoloSki pregled je
pokazal mestoma hudo poskodovano zgradbo jetrnega tkiva zaradi krvavitev (slika 4).
Struktura tkiva je v zari§€u krvavitve popolnoma razpadla. Sledi pas razobli¢enih paren-
himskih jetrnih celic s svetlejSo zrni¢avo citoplazmo in piknoti¢nimi jedri. Med celicami
se kopicijo rdece krvnicke. Ponekod je ze opaziti izstopanje vnetnega infiltrata. Prede-
li jeter zunaj krvavitev niso spremenjeni.

Pri spremljanju povrSine prereza jeter z MR se ta v ¢asu dveh ur po dodatku mikroci-
stina poveca za 19,3 %. Slika 5 prikazuje relativho povec¢anje prereza v odvisnosti od
Casa po vbrizgu toksina. Sprememba je izrazena v delezu povrSine tik pred dodatkom
toksina. Glede na kontrolni objekt se intenzivnost signala iz jeter ni spremenila.

Hematokrit (Ht) se v akutnem poskusu zmanj$a za 13 % (tabela 2). Spremembe so sta-
tisticno znacilne (p < 0,01).

Slika 3. Histologija zdravih podganjih jeter. Barvanje s hematoksilin-eozinom. 200-kratna povecava.
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Slika 4. Mikroskopske spremembe trabekularne zgradbe podganjih jeter po delovanju mikrocistinov v akut-
nem poskusu in vivo. Barvanje s hematoksilin-eozinom. 200-kratna povecava.

1,5 7]

1 ‘_’//—H_'

Delez

0,5 T T T T T T T 1
0 15 30 45 60 75 90 105 120

t (min)

Slika 5. Prikaz povecanja povriine prereza jeter v odvisnosti od casa.

Tabela 2. Hematokrit (Ht) v akutnem poskusu. SD — standardna deviacija.

Poskusna zival Ht (x+SD)
Kontrola 0,45+0,02
Akutno 0,39+0,01
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Analiza kroniénega poskusa in vivo

Tehtanje jeter po kroniénem poskusu ni pokazalo statisticho pomembnih sprememb
(p < 0,05). Zunaniji videz jeter ni kazal posebnosti. HistoloSko sva v jetrnem tkivu zasle-
dila podrocja jetrnih parenhimskih celic z eozinofilno citoplazmo in piknoti¢nimi jedri, ki
se jasno razlikujejo od predelov celic z obi¢ajno, temnejSo barvo citoplazme in okrogli-
mi jedri z rahlo kromatinsko strukturo in izrazenimi jedrci (slika 6). Citoplazma posamez-
nih celic kaze drobnokapljiéno mas€obno preobrazbo. S trikromatsko barvno tehniko po
Massonu sva po primerjavi s kontrolno skupino izkljucila pomnozitev veziva v jetrnem tkivu.

Slika 6. HistoloSke spremembe jetrnega tkiva po kronicnem poskusu in vivo. Barvanje s hematoksilin-eozinom.
200-kratna povecava.

Slika 7. Ultrastruktura normalne jetrne celice. Puscica kaZe stik treh celic, Zk — Zol¢na kapilara, j — jedro,
m — mitohondrij, er — eritrocit v sinusoidu. 6600-kratna povecava.
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Slika 8. PatoloSke spremembe v ultrastrukturi jetrne celice. PuScica kaZe Sirok medcelicni stik, j — jedro,
mv —mascobna vakuola. 6600-kratna povecava.

V primerjavi z ultrastrukturo normalne jetrne celice (slika 7), katere jedro je okroglo z ena-
komerno razpr§enim evkromatinom, najdemo pri jetrni celici v kroniénem poskusu ne-
koliko nagubano jedrno membrano, grudice heterokromatina pa so nakopi¢ene ob
notranji jedrni membrani. Jetrne celice, ki obi¢ajno mejijo druga na drugo v tankih rav-
nih stikih, se v poskusu razobli¢ijo in razmaknejo. V citoplazmi jetrnih celic opazimo pom-
nozene mas¢obne vakuole (slika 8). Izven svetline krvnih zil najdemo rdece krvnicke in
pomnozene vnetne celice.

Koncentracija hemoglobina v krvi (Hb) in povpreéni volumen eritrocita (MCV) se zmanj-
Sata za 10 %, povprecna vsebnost hemoglobina v eritrocitu (MCH) za 25 %, povprec-
na koncentracija hemoglobina v eritrocitu (MCHC) pa za 8 % (tabela 3). Vse spremembe
se statisti¢no znacilno razlikujejo od kontrolne vrednosti (p < 0,05).

Tabela 3. Ucinki kronicne izpostavijenosti mikrocistinom na rdeco krvno sliko. Ht — hematokrit, Hb — kon-
centracija hemoglobina v krvi, MCV — povprecni volumen eritrocita, MCH — povprecna vsebnost hemoglo-
bina v eritrocitu, MCHC — povprecna koncentracija hemoglobina v eritrocitu, SD — standardna deviacija.

Poskusna zival Ht Hb (g/l) MCV (fl) MCH (pg) MCHC (g/dl)
(x+£SD) (x+SD) (x+SD) (x+SD) (x+SD)

Kontrola 0,45+0,02 168,3x+1,52 52,8+2,15 22,5+1,52 368,4+10,89

Toksin 0,42 +0,01 154,7+6,15 48,01+2,3 17,9+1,23 339,1+14,05

Primerjava s kontrolno vrednostjo je pokazala statisticno znacilno spremembo koncen-
tracije prostega zeleza v serumu (p < 0,05), ki pade za 39,5 % (tabela 4).
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Tabela 4. Koncentracija prostega Zeleza v krvnem serumu v kronicnem poskusu in vivo. SD — standardna
deviacija.

Poskusna zival Zelezo (umol/l) (x +SD)
Kontrola 55,9+6,52
Toksin 33,8+6,39

Serumske vrednosti encimoy, ki prikazujejo jetrno funkcijo, so se znadilno povecale v pri-
merjavi s kontrolno vrednostjo (p < 0,05). Najbolj se povec¢a koncentracija AF za 27 %,
sledijo koncentracija y-GT za 25 %, AST za 19,2 % in ALT za 12 % (tabela 5).

Tabela 5. Serumske vrednosti jetrnih encimov v kronicnem poskusu. AST — koncentracija aspartatne amino-
transferaze, ALT — koncentracija alaninske aminotransferaze, y-GT — koncentracija gama glutaminske
transferaze, AF — koncentracija alkalne fosfataze, SD — standardna deviacija.

Poskusna zival AST (pkat/l) ALT (pkat/l) ¥-GT (ukat/l) AF (pkat/l)
(x+SD) (x+SD) (x+SD) (x+SD)

Kontrola 1,15+0,17 0,4+0,1 0,61+0,03 1,28 0,54

Toksin 1,38+0,48 0,45+0,12 0,76 +0,07 1,62+0,28

Koncentracija celotnega bilirubina v serumu se v kroniénem poskusu poveca za 10 %,
serumskega albumina pa za 8,2 % (tabela 6). Spremembi se statisti¢éno znacilno razli-
kujeta od kontrolne vrednosti (p < 0,05).

Tabela 6. Spremembe celotnega bilirubina in albumina v serumu. SD — standardna deviacija.

Poskusna zZival Celotni bilirubin (umol/l) (x +SD) Albumin (g/l) (x +SD)
Kontrola 10,6 +4,72 31,7+1,58
Toksin 11,8+1,49 29,3+0,87

Koncentracija glukoze naraste za 62 %. Sprememba je statisticno znacilna (p < 0,05).
Razpravljanje

Ucinki toksinov cianobakterij in vivo

Mikrocistine so proucevali v mnogih raziskavah in vivo, ki so obravnavale akutne ucin-
ke letalnih odmerkov na razli¢ne Zivali, porazdelitev toksinov v organizmu in mehani-
zem delovanja na taréno tkivo. Poskusi, pri katerih sva Zivalim vbrizgala subletalni odmerek
izbrane zmesi mikrocistinov, so pokazali akutne ucinke, podobne tistim, ki so Zze doku-
mentirani v literaturi. S primerjavo z Ze objavljenimi rezultati sva potrdila domnevo, da
najina zmes toksinov deluje ustrezno opisom v literaturi.
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Z metodo MR zanesljivo ugotovimo akutne spremembe velikosti jeter zaradi delovanja
mikrocistinov. Spremembe v vrednosti hematokrita so kazale na notranjo krvavitev. Vse
te rezultate je bilo smiselno dopolniti z nekaterimi v literaturi ze ustaljenimi postopki. Ta-
ko smo s tehtanjem jeter lahko primerjali povezavo med povecanjem mase jeter, ki ka-
zejo v homogenem organu, kot so jetra, tudi na povecanje prostornine za enak delez,
in povecanjem povrsine prereza jeter, ki smo ga izmerili z MR. Pove€anje mase jeter
smo lahko ob upo$tevanju nekaterih patofizioloS8kih mehanizmov primerjali tudi s spre-
membo vrednosti hematokrita.

Bistveno manj je v literaturi podatkov v zvezi s kroni¢nimi u€inki subletalnih odmerkov
mikrocistinov, ki so z medicinskega vidika bolj pomembni zaradi dolgotrajne izpostav-
lienosti ljudi ob vse bolj onesnazenih vodnih zajetjih. Zelela sva ugotoviti, ali je slikanje
z MR ucinkovit pripomocek za ugotavljanje sprememb zaradi kroni¢ne izpostavljenosti
mikrocistinom. Ce bi uspela potrditi to domnevo, bi bile nadaljnje raziskave, ki bi razi-
skovale kroni¢ni uc¢inek na poskusnih zivalih, preprostejSe, saj bi lahko z neinvazivno
diagnosti¢éno metodo proucevali ¢asovni potek bolezni na manjSem vzorcu zivali. Kro-
niéni poskusi z mikrocistini bodo zaradi tumor promotorskega delovanja v prihodnosti
Se bolj zanimivi, saj bo potrebno pripraviti varnostne standarde tudi glede vsebnosti cia-
nobakterijskih hepatotoksinov v vodnih zajetjih in razli¢nih prehrambenih izdelkih.

Poskus, ki sva ga zastavila, e zdale¢ ne more veljati za primerjalno raziskavo uporab-
nosti diagnosti¢nih metod pri spremljanju ucinkov teh toksinov. Zelela sva le oceniti, kak-
Sne spremembe povzroca kroni¢na zastrupitev z mikrocistinom in s katero metodo so
najlazje zaznavne.

Morfolo§ke spremembe jeter v akutnem in kroniénem poskusu z mikrocistini in vivo

HistoloSki preparati kontrolne skupine zivali kaZejo obi¢ajno sliko jetrnega parenhima
(50, 51). Hepatocit meji tako na sinusoide kot tudi na zol¢ne kapilare in ima zato spre-
memba njegove oblike velik vpliv na obe strukturi. Po dodatku toksina v akutnem po-
skusu so v histoloskih preparatih vidne Zari§¢ne krvavitve z osrednjim in obrobnim pasom,
Cesar v literaturi ni bilo zaslediti. Osrednji razobli¢eni pas meji s predelom moéno pos-
kodovanih hepatocitov, v katerem je kri razmaknila gredice jetrnih celic. Iz preparata je
mo¢ sklepati, da toksin ni prodrl v vse dele jeter v enakih koncentracijah, saj so razde-
janja zaris¢na. Verjetno je vzrok subletalni odmerek toksina, ki je v tej koncentraciji pos-
kodoval le celice v blizini Zil, po katerih je vstopil v tkivo. Sklepava, da je toksin prodrl
v jetra s portalnim obtokom, vendar velikost posameznega zari§¢a presega velikost por-
talnega polja in tako onemogoca natan¢no razpoznavo vstopnega mesta toksina v je-
trni reznijic.

Pri akutnem poskusu sva ugotovila pove¢anje mase jeter, ki je ustrezalo povec¢anju spre-
membe prostornine jeter, ocenjene iz MR-slik. V kroni€nem poskusu se mase jeter v pri-
merjavi s kontrolo niso statistiéno pomembno razlikovale. Ceprav histologke spremembe
pokazejo posamezna mesta nekroti¢nih sprememb hepatocitov z opaznim kopi¢enjem
rdecih krvnick ali vnetnih celic, je lahko razumeti, da bistveno manjse krvavitve kot pri
akutni zastrupitvi ne morejo povzroditi velikega pove¢anja mase jeter. Z MR nama ni us-
pelo zaslediti nobenih sprememb v primerjavi s kontrolo, kar je razumljivo, saj je histo-
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loSki pregled pokazal, da so spremembe majhne in enakomerno razporejene po vsem
jetrnem tkivu.

Dogajanje na ultrastrukturni ravni celice bolje prikazemo z metodo EM. Osnovna jetr-
na struktura se porus8i zaradi specificnega ucinka toksina na citoskelet hepatocitov, ki
se skrcijo in razmaknejo, s tem motijo vpetost sinusoidov v jetrni parenhim. Te spremem-
be so torej potrdile domnevne patoloSke procese. Glede na podatke iz literature, ki go-
vore 0 mehanizmu delovanja na citoskelet, bi bilo zanimivo ugotavljati podrobnejSe
spremembe posameznih struktur citoskeleta z EM.

Spremembe v sestavi krvi v akutnem in kroniénem poskusu z mikrocistinini in vivo

Dosedaniji izsledki akutnih poskusov so natan¢no opisali obseg in nacin krvavitve v je-
trni parenhim, pomanijkljivo pa so obravnavali vpliv obsezne jetrne krvavitve na sestavo
krvi. Razmerje med prostornino plazme in prostornino rdecih krvnih telesc se v prime-
ru akutne hipovolemije razliénih etiologij znacilno spreminja. Vrednost hematokrita je upadia
za 19 %, kar je skladno z znano dinamiko prestopa tekocine v kapilarah.

Pri kroniéni izpostavljenosti hepatotoksinom je bilo pri¢akovati poSkodbe vecjega dela
jetrnega parenhima, zato sva poleg rdece krvne slike spremljala tudi serumske koncen-
tracije AST, ALT, y-GT, celokupnega bilirubina in albuminov ter prostega Zeleza. V rde-
¢i krvni sliki sva opazila zmanj$anje vseh parametrov (Ht, MCV, MCHC, MCH), sklepava,
da gre za mikrocitno hipokromno anemijo. Ugotovljeno anemijo bi lahko razloZili s kro-
niénim izgubljanjem majhnih koli¢in krvi v jetrih. Stanje spremlja zmanjSana vrednost
prostega Zeleza v serumu, histolo$ko pa opazimo kopi¢enje zrnatega, rumenorjavega
pigmenta v jetrih, ki bi lahko bil endogeni hemosiderin, kot posledica povec¢anega raz-
pada eritrocitov in hemoglobina. Najina raziskava je pokazala, da lahko pri kroni¢ni iz-
postavljenosti mikrocistinom pride do anemije in drugih motenj v presnovi zeleza. To
domnevo bi lahko pojasnile nadaljnje histoloSke raziskave, pri katerih bi morali upora-
biti specificno barvanje hemosiderina z berlinskim modrilom, s katerim dokazujemo ze-
lezov pigment s kalijevim ferocianidom. Potrebno bi bilo meriti tudi serumsko koncentracijo
transferina, njegovo zasedenost z Zelezom in koncentracijo serumskega feritina. Na tak
nacin bi dokazali, ali se zelezo obilno nalaga v makrofagnem tkivu in vranici.

Ugotovila sva nekoliko povisano koncentracijo celokupnega bilirubina, kar je lahko po-
sledica hemolize krvi in razpada hemoglobina na hemosiderin in hem. Lo¢evanje med
direktnim in indirektnim bilirubinom z Van der Berghovo reakcijo in spektrofotometrijo
bi pojasnilo, ali se je koncentracija celokupnega bilirubina povecala na racun koncen-
tracije konjugiranega ali nekonjugiranega bilirubina. V najini raziskavi temu problemu nis-
va posvetila vecje pozornosti, ker je bil porast serumske koncentracije celotnega
bilirubina razmeroma majhen, natanénejsSe dolo€anje vzroka hiperbilirubinemije pa ne
bi bistveno prispevalo k razumevanju hepatotoksi¢nosti mikrocistinov. Le-ti lahko namre¢
posredno ali neposredno vplivajo tudi na prenasalne mehanizme v celi¢ni membrani he-
patocita, ¢esar pa z razpolozljivo metodologijo ni bilo mozno natanéneje proucevati.

Kljub temu da so jetra najvedji organ v telesu z osrednjo vlogo v intermediarni presno-
vi, zal ni funkcijskih jetrnih testov, ki bi nedvomno pokazali patofizioloSke procese v tem
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organu ze pri majhni prizadetosti (52). Rezultati testov postanejo patoloski Sele, ko je
okvarjen velik del parenhima. Funkcijo jeter doloamo s preskusom presnovnih poce-
sov, ki potekajo v tem organu. Univerzalnega testa, katerega rezultati bi bili patogno-
monicni, ni.

Encimski testi so dober kazalec za oceno stopnje parenhimske poskodbe jeter in za-
pore zolénih vodov. Encima, katerih pove€ane serumske vrednosti najbolj zanesljivo ka-
zejo na okvaro jetrnih celic, sta aminotransferazi ALT in AST, katerih koncentraciji pa
sta v nasih poskusih porasli manj kot aktivnosti AF in yv-GT. Encima ALT in AST pospe-
Sujeta reakciji prenosa y-amino skupin aspartata in alanina na y-keto skupino ketoglu-
tarata. Stopnji poSkodbe hepatocitov ustreza stopnja povecanja koncentracije
aminotransferaz v serumu.

AF je encim, ki v alkalnih pogojih pospeSuje hidrolizo fosfatnih estrov. Pri bolnikih s he-
patocelularno okvaro (hepatitis, ciroza) je koncentracija malo povisana, vecje povisa-
nje zasledimo pri intra- in ekstarhepati¢ni holestazi. y-GT pospesSuje prenos y-glutamilne
skupine s peptidov (glutationa) na aminokisline. Povi$anje serumskih koncetracij y-GT
spremlja porast vrednosti AF. Skupaj sta encima najbolj ob¢utljiva kazalca bolezni si-
stema zol¢nih vodov. Povecanje serumskih koncentracij AF in y-GT v kroniénem posku-
su je bolj izrazito kot povecanje koncentracij ALT in AST, kar lahko razlagamo
s spremenjeno morfologijo jeter, ki zaradi sprememb oblike hepatocitov in stikov med
njimi moti normalno odtekanja zol¢a do te mere, da je spodbujena tvorba teh dveh en-
cimov. Pripomniti morava, da ocitne zlatenice pri poskusnih Zivalih nisva opazila. Pove-
¢anje koncentracij ALT in AST sva pri¢akovala, saj toksin povzro¢a kroni¢no odmiranje
man;jsih predelov hepatocitov.

Koncentracija serumskega albumina je bila ob koncu kroni¢énega poskusa zmanjSana,
kar verjetno oznacuje moteno sintezo beljakovin v jetrih. Koncentracija glukoze v krvi
je narastla. Porast je bil izrazit, vendar iz eksperimentalnih podatkov, ki sva jih dobila
med najinim delom, ni mozno nedvoumno sklepati na razlog za hiperglikemijo. Najpre-
prosteje bi bilo porast koncentracije glukoze razloziti z aktivacijo simpati¢nega zivCev-
ja med izkrvavitvijo pri Zzrtvovanju, vendar bi potem lahko enak porast pri¢akovali tudi
pri kontrolnih, na enak nacin zrtvovanih podganah. Ne moremo izklju€iti tudi vpleteno-
sti mikrocistinov v razvoj hiperglikemije. V literaturi ni zaslediti podatkov o spremembah
serumske koncentracije glukoze.

Analiza primernosti metodoloSkih pristopov k meritvam in vivo

Dosedaj uporabliene metode ugotavljanja kroni¢nih ucinkov toksinov cianobakterij so
bile invazivne in so zahtevale veliko Stevilo zrtvovanih poskusnih zivali. Ti nacini tudi ni-
so omogocali spremljanja ¢asovnega razvoja sprememb na posamezni zivali.

V najini raziskavi sva uporabila ve¢ metodoloskih pristopov, s katerimi sva ocenjevala
prizadetost jeter, hkrati pa sva lahko primerjala zanesljivost posamezne metode. Pri opa-
zovanju spremembe velikosti jeter je zagotovo najbolj neposredna in na prvi pogled naj-
bolj zanesljiva pot odstranitev in tehtanje jeter. Napake lahko nastanejo tudi pri tako
preprosti metodi, saj je precejSna razlika, ¢e poskusno zival pred odvzemom jeter izkr-
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vavimo, ali pa jetrno Zilje prej podvezemo in jetra odstranimo Sele po izkrvavitvi. Ker sva
ta postopek standardizirala, sva tehtanje vzela kot izhodi§¢e za primerjavo z drugimi me-
todami.

Ce natanéneje primerjamo rezultate obeh meritev, s katerimi sva ocenjevala spremem-
bo velikosti jeter pri akutnem poskusu (tehtanje organa in sprememba povrsine prere-
za na MR-slikah) in spremembo hematokrita v akutnem poskusu, opazimo, da so vsi
trije rezultati v tesni zvezi. Zavedava se, da ocenjevanje povezave rezultatov teh treh
metod temelji na nekaterih poenostavitvah in parametrih, ki jih nisva neposredno me-
rila. S spremembo mase jeter je mogoce oceniti delez izkrvavljene krvi, ¢e vemo, koli-
ko krvi ima zdrava Zival in po literaturi (27) predpostavimo, da gre vse povecanje mase
na racun kopicenja krvi v jetrih. Z znanimi patofizioloSkimi kompenzatornimi mehaniz-
mi pri krvavitvi (53) lahko razlozimo dogajanja pri akutno zastrupljeni zivali, ki je notra-
nje izkrvavela v jetra. Pri krvavitvi vazomotori¢no refleksno zmanjSanje prostornine krvnega
zilnega sistema delno kompenzira padec krvnega tlaka, drugi mehanizem pa je prestop
tekoc€ine iz intersticija v krvni zilni sistem. Vstop intersticijske tekocine v krvne zile je po-
sledica spremenjenih Starlingovih sil v mikrocirkulaciji ob krvavitvi. Zmanj$anje hidro-
statskega tlaka ob nespremenjenem onkotskem tlaku povzro€a zmanj$ano filtracijo
v arteriolnem delu kapilare, v venskem delu pa povzroci poveano reapsorpcijo iz in-
tersticija. Na ta nacin se v krvi poveca prostorninski delez plazme in zmanj$a prostor-
ninski delez krvnih celic, kar opazimo kot padec hematokritske vrednosti. Koli¢ina, za
katero se poveCa masa jeter, je enaka kot masa oziroma prostornina izgubljene krvi.
Ocenimo lahko zmanj$anje hematokrita, ki naj bi sledilo znanemu delezu akutno izgub-
liene krvi. Da je relativno zmanj$anje hematokrita manjSe kot delez izgubljene krvi, je
razumljivo, saj je refleksna vazokonstrikcija kompenzirala del padca tlaka.

Ob primerjavi mase jeter, ki posredno opisuje tudi prostornino, saj so jetra homogen or-
gan, in povrsine prereza jeter na MR lahko privzamemo, da oba opisujeta polkrozen pred-
met, kar je sicer grobo poenostavljenje oblike jeter, omogoca pa preprosto oceno
povezanosti obeh parametrov. Masa ali prostornina jeter sta sorazmerna tretji potenci
radija namisljenega polkroznega predmeta, povrsina s kvadratno potenco. Ce se torej
prostornina poveca za 35 %, bi se morala najvecja povrSina prereza tega istega pred-
meta povecati za priblizno 22 %. Zavedava se, da so najini rezultati, ki tej napovedi v pre-
cejSnji meri ustrezajo, v zvezi s to predpostavko le semikvantitativno interpretirani, vendar
v skladu s postopkom za oceno sprememb prostornin, izrac¢unanih iz zaporednih pre-
sekov znane debeline preiskovanega organa. Zaradi ustrezne povezave med poveca-
njem prostornine jeter, ocenjene iz pove¢anja povrSine pre¢nih presekov na MR-slikah
in porastom mase jeter, izrezanih po koncu akutnega poskusa ter upadom hematokri-
ta, sklepamo, da je MR v akutnih poskusih razmeroma zanesljiva neinvazivha metoda
za ocenjevanje obsega prizadetosti jeter.

Z MR v akutnih poskusih nismo uspeli zanesljivo ugotoviti kvalitativnih sprememb jeter,
Ceprav smo jih potrdili s histoloSkim pregledom in z EM. Hipotezo o uporabnosti MR za
zaznavanje takih sprememb pri akutnih poskusih bi lahko ovrgli, vendar je treba upo-
Stevati pridrzek, da smo izvedli poskuse le s standardnim protokolom, po katerem smo
v teh poskusih opazovali le T1-poudarjene slike.
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V kroni€nem poskusu nismo opazili nikakrsnih sprememb, éetudi smo uporabili tudi T2-pou-
darjeno slikanje. Spremembe, opazene na histoloskih vzorcih kroniénega poskusa, ni-
so bile niti izrazite niti specifi¢ne, zato tudi npr. z jetrno biopsijo ne bi mogli nedvoumno
postaviti diagnoze, ugotovili pa bi patoloSke spremembe. Vprasanje je, ali je bil ¢as kro-
niénega izpostavljanja mikrocistinom dovolj dolg. Kot najbolj preprosta in tudi najcenej-
$§a metoda za ugotavljanje delovanja mikrocistinov se je izkazala preprosta krvna
analiza, katere rezultati pa niso specificni. V prihodnosti bo potrebno izdelati obseznej-
$o in predvsem dolgotrajnejSo progresivno raziskavo na poskusnih zivalih, ali pa po vzo-
ru nekaterih avtorjev (36) izvesti natan¢no retrogradno raziskavo pri ljudeh. Te so
zapletene zaradi nezadostne dokumentacije izvidov in relativno velikega pokrivanja ka-
zalcev tovrstne okvare z ostalimi jetrnimi poskodbami.

V najini raziskavi nisva zasledila razvoja tumorjev. Razlago je mozno razen v prekrat-
kem kroni¢énem poskusu poiskati tudi v dejstvu, da toksin, kot vsi promotorji, potrebuje
za promotorski u€inek prisotnost drugih karcinogenih dejavnikov.

Za zgodnje odkrivanje negativnih ucinkov na ljudi bo potrebno izboljSati metode za ugo-
tavljanje akutnih in kroni¢nih sprememb.

Ocena ucinkovitosti izolacije parenhimskih celic podganjih jeter

Z rezultati in vitro poskusa sva dokazala, da izbrani toksin ucinkuje na celi¢ne kulture
podobno kot drugi mikrocistini, opisani v literaturi. Celice so se zaoblile, odlepile od pod-
lage in odplavale na povr§ino medija. S temi poskusi sva potrdila, da mikrocistini, ki sva
jih uporabljala v naSih poskusih, delujejo na enak nacin kot tisti, ki jih je uporabljala ve-
¢ina raziskovalcev. Pri izvedbi poskusov je bila najbolj kriti¢na izolacija hapatocitov, ki
nam jo je, glede na prezivetja celic, uspelo izvesti uspesno v primerjavi s podatki iz li-
terature (54). Na prezivetje pomembno vpliva hitrost izvedbe postopka. Rezultati razi-
skave so pokazali, da so mikrocistini, ki jih najdemo v sladkih vodah v Sloveniji,
hepatotoksicni. Z metodo elektronske paramegnetne resonance smo v preliminarnih po-
skusih preverili stabilnost fluidnosti celi¢nih membran po postopku izolacije in ugotovi-
li, da je populacija celic homogena, celice pa so v dobrem stanju.

Zakljucki

Izbrani toksin, ki sva ga uporabljala pri vseh poskusih, ima na primarne celi¢ne kulture
z v literaturi opisanimi ucinki mikrocistinov primerljiv u€inek. V akutnem poskusu se po
intraperitonealnem vbrizganju toksina razvije notranja krvavitev. Opazila sva znacilno
spremembo vrednosti hematokrita in jetrne teZe. Pri kroniénem poskusu sva izpopol-
nila dosedanje znanje o spremembah v jetrni morfologiji in jetrnih testih. Metoda MR je
primerna za zasledovanje akutnih uc¢inkov mikrocistinov, pri kroni¢nih ucinkih pa ni zaz-
nati znacilnih sprememb.
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