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SAMMANFATTNING

Forgiftningar hos daggdjur som druckit vatten kontaminerat med cyanotoxiner har observerats
vérlden Over, och riskerar att 6ka i takt med tilltagande 6vergddning och klimatforandringar.
Denna litteraturstudie inriktar sig pa mikrocystin (MC) som éar det vanligaste och mest
studerade cyanotoxinet. Studien avgrénsar sig till akut intoxikation hos daggdjur och
fokuserar pa grundlaggande mekanismer hos toxinet, sasom absorption, distribution,
metabolism och elimination. Vidare beskrivs de toxiska mekanismerna och de akuta toxiska
effekterna.

MC orsakar utbredda nekroser och blddningar i levern. Den specifika distributionen till levern
anses bero pa det hoga uttrycket av organiska anjontransportorer (OATP). Dessa transportorer
har observerats ansvara for upptaget av MC till hepatocyterna. Vissa studier tyder pa att
OATPs dven har en roll i absorptionen av MC fran tarmen. Metabolisering av MC sker genom
konjugering med glutation och cystein, och utsondring sker via tarm och njurar. Ytterligare
metaboliter har detekterats men inte kunnat identifieras. Den bakomliggande toxiska
mekanismen hos MC har lange ansetts vara inhibering av protein fosfatas 1 och 2A. Denna
inhibering orsakar hyperfosforylering i hepatocyterna, och vidare skador pa cytoskelettet.
Emellertid indikerar senare studier att reaktiva syreféreningar (ROS, reactive oxidative
species) har en viktig roll i toxiciteten av MC.

Yiterligare forskning kréavs gallande mikrocystiner, med fokus pa absorption i tarmen och de
toxiska mekanismerna. Det &r viktigt att forsta de grundlaggande mekanismerna hos toxinet
for att i framtiden kunna férhindra och férhoppningsvis kunna behandla intoxikationer av MC
hos djur.



SUMMARY

Intoxications by cyanobacterial toxins affecting mammals have been observed worldwide.
Due to escalating eutrophication and climate changes, the incidence of cyanobacterial
poisoning is proposed to increase. This literature study focuses on the most common and
well-studied cyanotoxin, named microcystin (MC). Moreover the study is limited to acute
intoxication of mammals. The aim of the study is to explain the absorption, distribution,
metabolism and elimination of MC. Furthermore the toxic mechanisms and the acute effects
of the toxin are described.

MC causes extensive necrosis and hemorrhage in the liver. This liver-specific distribution is a
result of the high expression of organic anion transporting polypeptides, OATPs. These
transporters are responsible for the MC uptake to the hepatocytes. Some studies indicate that
OATPs also facilitate the MC uptake in the intestine. The metabolism of MC occurs by
conjugation with glutathione and cysteine, and the metabolites are excreted in urine and feces.
Other metabolites have been observed but not identified. The principal toxic mechanism of
MC is presumed to be the inhibition of protein phosphatase 1 and 2A. Inhibition of these
phosphatases causes a hyperphosphorylation in the hepatocyte, which leads to hepatocyte
deformation. However, later research indicates that reactive oxidative species (ROS) play an
important role in the toxicity of MC.

Additional research, focusing on the intestinal uptake and the toxic mechanisms, is required to
understand the mechanisms of MC. Understanding of the mechanisms of the toxin is
important to prevent and eventually be able to treat cyanobacterial intoxication.



INLEDNING

Cyanobakterier, dven kallade bla-grona alger”, har rapporterats orsaka akuta forgiftningar
hos djur varlden 6ver. Vissa fall har gett dodlig utgang (Stewart et al., 2008). Detta har skapat
ett intresse for cyanobakterier, vars toxiska mekanismer har varit foremal for forskning under
flera artionden (Chorus & Bartram, 1999). Tillvaxt av toxinproducerande cyanobakterier ar
vanligt forekommande i fororenade inlandsvatten 6ver hela varlden, men forekommer aven
vid vissa kustomraden. Da tillvaxtforhallanden, sasom solljus och naringsstatus i vattnet, ar
fordelaktiga kan cyanobakterier snabbt foroka sig och ge upphov till en hog densitet. Detta
kallas algblomning. Overgodning, som setts vara en bidragande faktor till algblomningar, har
okat pa flera hall i varlden (Chorus & Bartram, 1999). Detta, i kombination med de pagaende
klimatforandringarna gor att frekvensen av algblomningar forutspas ¢ka i framtiden (Stewart
et al., 2008).

Cyanobakterier ar fototrofa prokaryoter och innefattar en bred grupp av olika arter. Vissa arter
bildar sekundara metaboliter, sa kallade cyanotoxiner, som ar toxiska for bade manniskor och
djur. Dessa cyanotoxiner kan delas in i féljande grupper; cykliska peptider, alkaloider och
lipopolysackarider (Chorus & Bartram, 1999). Mikrocystin, som tillhér gruppen cykliska
peptider, ar det vanligaste producerade cyanotoxinet. Detta toxin &r levertoxiskt (Svircev et
al., 2010; Chorus & Bartram, 1999).

Risken for allvarliga forgiftningar hos djur vid mer frekventa algblomningar gor
cyanobakterier och deras toxiner till ett aktuellt &mne inom veterindrmedicinen. Omfattande
forskning har gjorts gallande mikrocystin, men deras toxiska mekanismer ar endast delvis
kartlagda (Svircev et al., 2010). Detta ar en litteraturstudie som behandlar mikrocystin och
dess patologi. Vidare avgransar sig studien till akut intoxikation hos daggdjur, varfor
langtidseffekter som tumorbildning inte kommer att tas upp. Syftet med litteraturstudien &r att
svara pa foljande fragor: 1) Hur sker absorption, distribution, metabolism och elimination av
mikrocystin? 2) Vilka &r de toxiska mekanismerna for mikrocystin? 3) Vilka akuta toxiska
effekter ses vid intoxikation av mikrocystin?

MATERIAL OCH METODER

Litteraturstudien baseras framst pa vetenskapliga artiklar. De databaser som anvands for att
soka artiklar & PubMed, Web of Knowledge och Google Scholar. En rapport fran
Varldshélsoorganisationen har daven anvands.

| borjan av studien anvéndes féljande sokord; cyanobacteria OR “cyanbacterial toxins” OR
microcystins AND “animal intoxication”. Flera relevanta reviews hittades vilket gav en
oversikt 6ver amnet, varvid sokningarna sedan kunde specificeras. Nagra reviews gav aven
relevanta referenser som anvéndes i arbetet. De senare sokningarna inkluderade sékord som
microcystins AND uptake OR oatp OR mechanisms OR distribution OR metabolism OR
detoxification OR elimination OR toxic effects OR ros.



Da intensiv forskning bedrivits pa omradet hittades en mangd vetenskapliga artiklar. De
artiklar med mest relevans anvéndes i litteraturstudien.

LITTERATUROVERSIKT
Bakgrund

Mikrocystin (MC) &r det vanligaste forekommande cyanotoxinet i sotvatten och finns spritt
over hela varlden. Toxinet isolerades forst fran Microcystis spp, vilket gett toxinet dess namn.
Numera har man dock pavisat att MC produceras av ett flertal arter av cyanobakterier,
namligen av Anabaena, Oscillatoria, Nostoc och Anabaenopsis och Hapalosiphon generat.
MC dominerar ofta i naringsrikt vatten. Gransvérdet fér i MC-LR i dricksvatten ar 1 pg L™
(Chorus & Bartram, 1999).
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Figur 1. Kemiska strukturen hos mikrocystin LR, YR och RR. Adapted with permission from (Kondo et
al., 1992). Copyright (2013) American Chemical Society.

MC &r en cyklisk peptid med den kemiska strukturen cyclo-(D-alanine®-X?-D-MeAsp*-Z*-
Adda’-D-glutamate®-Mdha’) (figur 1). Den cykliska peptiden bestér av 7 olika aminosyror,
varav alla kan ha strukturella skillnader (Chorus & Bartram, 1999). MC é&r darfér en bred
grupp av peptider och man har idag detekterat 6ver 80 olika varianter av toxinet (Svircev et
al., 2010). De vanligaste varianterna av MC & MC-LR och MC-RR, vars strukturella skillnad
endast beror pa en aminosyra (Chorus & Bartram, 1999).

Exponering och absorption

Forgiftning hos daggdjur kan ske vid konsumtion av vatten rikt pa toxin, eller genom direkt
konsumtion av cyanobakterier som innehdller toxiner. De flesta vilda och tama djur undviker
att dricka kraftigt kontaminerat vatten. Forgiftning hos dessa djur sker endast da djuren inte
har tillgang till rent vatten och darmed tvingas dricka av det giftiga vattnet. Det har dock
observerats att vissa individer har svart att skilja mellan fororenat och icke fororenat vatten.
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Hundar har dessutom uppvisat ett aktiv sokande och konsumerande av cyanobakterier
(Stewart et al., 2008).

Eftersom MC é&r levertoxiskt och intas oralt av djuren, maste toxinet forst tas upp av
magtarmkanalen for att sedan kunna utéva sin toxiska effekt pa levern. MC har dalig formaga
att passera cellmembran, vilket gor att upptaget maste ske genom aktiv transport (Eriksson et
al., 1990a). Ar 1990 foreslog forskare att upptaget av MC till hepatocyter sker med hjalp av
organiska anjontransportorer, OATPs (Eriksson et al., 1990a). OATPs bestar av en bred grupp
av transportorer vars subfamiljer finns uttryckta i levern, blodhjarnbarridren, njurarna och
tarmen (Shitara et al., 2013). Falconer et al. (1992) missténkte att dessa transportOrer &ven
kunde ansvara for upptaget av MC i tarmen. De ville undersoka om inhibering av OATPs
kunde skydda mot MCs skadeverkningar pa enterocyter. Detta skulle indikera huruvida
upptaget av MC sker med hjalp av OATPs eller ej. Obehandlade enterocyter jamférdes med
enterocyter behandlade med gallsyran deoxycholat och de tva OATP-inhibitorerna,
rimfampicin och bromosulphothalein. Efter exponering av MC hos de tva grupperna sags en
signifikant skillnad i skadeverkan. De behandlade enterocyterna skyddades mot cellskador
eftersom MC hindrades fran att tas upp i enterocyterna da OATPs blockerades. Studien
indikerar darfor att OATP &r ansvarig for upptaget av MC i tarmen. | en senare studie
undersoktes humana carcinoma colonceller (caco-2 celler) som uttryckte OATP4Al och
OATP3A1 (Zeller et al., 2011). Transportérerna i denna studie konstaterades ha formagan att
transportera MC, vilket stodjer teorin om att OATPs underlattar upptaget av MC fran tarmen.

Tabell 1. Subfamiljer av OATP hos gnagare och dess distribution (Shitara et al., 2013)

Organ
Lever Njure Tarm Blodhjarnbarriar
OATP1lal OATP1l1al OATP1a5 OATPlad
OATPla4 OATP2b1 OATP1cl

OATP1b2

Fastan forskare har visat att OATPs har formaga att transportera MC till enterocyter sa &r det
inte kartlagt vilken eller vilka subfamiljer av transportéren som ar ansvarig for upptaget i
tarmen (Zeller et al., 2011). Vidare skiljer sig subfamiljer av OATPs at mellan djur och
manniskor. Hos gnagare har man lokaliserat subfamiljerna OATP1A5 och OATP2BL1 till
tarmen (tabell 1) (Shitara et al., 2013).

Distribution

Genom att radioaktivt marka MC har man sett att toxinet ackumuleras i levern efter
intravends injektion (tabell 2), vilket ocksa ar malorganet (Robinson et al., 1991). | vissa fall
har man &ven sett att MC verkar neurotoxiskt och att toxinet kan paverka hjartat, njurarna och
reproduktionsorganen (Svircev et al., 2010). Da MC tagits upp i tarmen gar toxinet ut i blodet
och passera levern via det portala blodflodet. Hepatocyterna kommer da i kontakt med MC
och toxinet tas upp (Svircev et al., 2010). Som tidigare namnt kan MC inte effektiv passera
cellmembran och darfor maste upptaget ske genom aktiv transport (Eriksson et al., 1990a).
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Tabell 2. Distribution av radioaktivt markt markor éver tiden. Reprinted with permission from
(Robinson et al., 1991). Copyright (2013) American Society for Pharmacology and Experimental
Therapeutics

Values are mean + S.E.. n = 6, Heart, lung and spleen constituted < 0.1% of dose
at all time points.

% Dose

Time

min

1 235 2002 52+09 30+3 25040

3 566 4606 4605 274 80+08

6 55+2 21x+03 7105 205 3507
10 501 1.1+01 47+05 164 27+03
15 605 12x041 58+07 174 1403
20 665 08=+x02 61+13 11x3 05+00
30 713 07x01 6.8+07 3+1 0.2 £0.0°
40 69x5 0901 105x1.0 6+2 0100
60 67x4 08x01 8607 6+2 T®

* Plasma values at 30 and 40 min not significantly different.
® Traca amount.

Organtropismen hos MC tros bero pa den aktiva transporten med hjalp av OATPs, vilka finns
hogt uttryckta i levern (Fischer et al., 2005). Eriksson et al. (1990a) uppmarksammade att en
inhibering av gallsyretransportérerna, med hjalp av antamanid, rifampicin och
sulfobromophthalein, hindrade upptaget av MC till hepatocyterna. Studien visade &ven att
upptaget av MC kunde inhiberas av gallsyror i tillrdckligt hoga doser. | en senare studie
undersoktes vilka subfamiljer av OATP som &r ansvariga for upptaget till hepatocyterna och
blodhjarnbarriaren. Resultatet indikerade att subfamiljen OATP1B é&r aktiv i transporten av
MC till hepatocyten. De humana OATP1B1 och OATP1B3 identifierades som aktiva
transportérer av. MC, och hos gnagare pavisades den leverspecifika OATP1b2. |
blodhjarnbarridaren ansags OATP1A2 ansvara for upptaget av MC hos manniskor. Emellertid
kunde inte transportérer av MC i blodhjarnbarriaren hos djur identifieras. En méjlig kandidat
ansags dock vara OATP1cl (Fischer et al., 2005).

Metabolism

Det ar allmént ként att metabolism av toxiska &mnen sker via en fas 1 reaktion tillsammans
med konjugering i en fas 2 reaktion (Kondo et al., 1996). Kondo et al. (1992) missténkte att
MC kunde metaboliseras genom konjugering med glutation (GSH). MC konjugerat med GSH
(MC-GSH) och cystein (MC-Cys) framstélldes syntetiskt och kunde sedan understkas
angaende formation och toxicitet. GSH och Cys visades binda till Mdha pd MC (figur 1),
medan Adda-doméanen lamnades oftréndrad. Studien visade &ven att LD50-vérdet for
konjugerat MC var betydligt htgre an for okonjugerat MC och att mdss behandlade med GSH
fore exponering av MC skyddades fran dodliga skador. Dock var toxiciteten hos konjugerat
MC oftréndrad. Kondo et al. (1992) foreslog darfor att konjugeringen framfor allt &r viktig
for eliminationen av MC. Dessutom ansags Mdha-domanen inte paverka toxiciteten da MC
fortfarande visade sig vara toxiskt efter strukturella forandringar vid Mdha.



| en senare studie undersoktes metabolismen av MC genom intraperitonal injektion av moss
och rattor. Endast en liten andel av dosen injicerat MC detekterades i levern da den
undersoktes 3, 6 och 24 timmar efter injektion, vilket indikerar att en metabolism &gde rum.
Amnen med Kortare retentionstid &n MC detekterades, varav MC-GSH och MC-Cys kunde
identifieras som tva av dessa amnen. Bade GSH och Cys var bundna till Mdha. En annan
metabolit, modifierad i bade Adda och Mdha, kunde dven detekteras. Ytterligare metaboliter
detekterades, men identifierades inte (Kondo et al., 1996).

Elimination

MC utsondras via njurarna och tarmen (Ito et al., 2002; Robinson et al., 1991). Genom att
radioaktivt marka MC har man kunnat detektera metaboliter i bade urin och faeces efter
intravends injektion av mdss. Eliminationen efter intravends injektion visade sig vara konstant
i faeces under hela studien medan stérre delen av urineliminationen dgde rum under den forsta
dagen. Den avtagande eliminationen via njurarna foreslogs bero pa snabbt sjunkande
plasmakoncentration av MC sekundért till att MC togs upp i vdvnad. Elimination via njurarna
och tarmen ledde till en total minskning av méangden MC i vavnaden hos mdss, med undantag
for levern. MC band kovalent till hdgmolekyldra komponenter i hepatocyterna, troligtvis till
proteiner. Detta ansags vara orsaken till att mangden MC i levern inte minskade i relation till
eliminationen via faeces och urin (Robinson et al., 1991). Vidare studier har identifierat
metaboliterna i urin och faeces som MC-GSH och MC-Cys (Ito et al).

Vid undersdkning av skillnad i toxicitet mellan MCLR, MCRR och konjugerat MCLR,
foreslogs eliminationen vara en viktig faktor. MCLR ackumulerades gradvis i levern vid
letala doser. Vid subletala doser ave MCRR, MCLR-GSH och MCLR-Cys uteblev
ackumulering i levern och en distribution till digestions- och utséndringsorgan (njurar och
tarm) kunde observeras. Aven leverskadorna uteblev, trots att doserna for de tre
komponenterna (MCRR, MCLR-GSH och MCLR-Cys) var hdgre &n de letala doserna for
MCLR. Resultaten tyder pa att konjugerat MC har en hdg affinitet for utsondringsorganen,
vilket foreslogs vara anledningen till uteblivna leverskadorna. MCRR, MCLR-GSH och
MCLR-Cys kunde detekteras i digestionsorganen hos bdgarceller, lamina propria och
mukosan. Tunntarmen hade lag sekretion till mukosan. Trots att MCLR-Cys distribuerats till
mukosan efter 7 timmar skedde ingen sekretion. Bade i caecum och colon pavisades en hog
sekretion av MCRR, och till viss del &ven MCLR-GSH. Detektionen av MCLR-Cys var dock
lag. | njurarna pavisades motsatt monster, dar MCLR-Cys var den mest frekventa av de tre
komponenterna. Aven MCLR-GSH kunde detekteras i njurarna. De bada komponenterna
pavisades i medulla och cortex. Resultaten i studien indikerar att MCLR-Cys endast utsondras
fran njurarna, medan MCLR-GSH utsondras fran bade njurarna och tarmen (lto et al., 2002).

Toxicitet
Toxiska mekanismer

Inhibering av PP1 och PP2A

MC-LR har identifierats som en specifik inhibitor av protein fosfatas 1 (PP1) och 2A (PP2A).
Fosfataser ar en grupp av enzymer som defosforylerar olika regulatoriska proteiner i cellen
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(Cohen, 1989). Den toxiska mekanismen har bevisats genom att andra substrat och inhibitorer
till fosfataserna hindrar bindningen av MC-LR till de katalytiska doméanerna pa PP1 och
PP2A. Interaktionen mellan fosfatasernas katalytiska doméner och toxinet har visat sig vara
stark (Mackintosh et al., 1990). Senare studier har bekraftat att MC-LR &r en potent hAmmare
av PP1 och PP2A, men dven visat att MC-RR har samma toxiska mekanism. MC-RR behdver
dock ges i storre mangd &h MC-LR for att generera skador i samma omfattning. Orsaken till
denna skillnad ansags vara den lagre affiniteten for OATPs i hepatocyternas cellmembran
(Eriksson et al., 1990b).

Eriksson et al. (1990b) visade att inhibering av PP1 och PP2A gav en hyperfosforylering i
hepatocyterna. En forhojd forforylering av cytoskelettet och cytosola proteiner detekterades
efter 5 minuters exponering av MC-LR. Aven om en 6kad fosforylering intracellulart kunde
fastslas identifierades inga enskilda mal for fosforyleringen. Inhibering av PP1 och PP2A sags
leda till morfologiska forandringar av hepatocyterna. Eriksson et al. (1990b) visade &ven att
deformeringen av hepatocyterna 0kade i takt med 6kande doser av MC. Doser av MC-LR
som gav en markant 6kning av forforyleringsnivan intracellulart, gav samtidigt 6kade skador
pa cytoskelettet. Natverket av mikrofilament i hepatocyten, som normalt ses, skadades.
Dessutom gav lagre doser av  MC-LR mindre uttalad deformation av hepatocyterna.
Inhiberingen av PP1 och PP2A foreslogs darfor vara orsaken till deformationer i
hepatocyterna vid intoxikation av MC.

ROS

Senare forskning har indikerat att reaktiva syreforeningar (ROS, reactive oxidative species)
spelar en viktig roll for toxiciteten av MC (Ding et al., 2001). ROS, som aven bildas vid
normal metabolism, &r involverad i en rad olika processer i cellen, daribland signaléverféring
och enzymatiska reaktioner. Da balansen rubbas i redoxjamvikten eller nivan av antioxidanter
sjunker kan forhojda nivaer av reaktiva syreforeningar leda till att cellskador uppstar (Bayir,
2005). Formation av ROS har kunnat detekteras kort efter inkubation av hepatocyter med
MC-LR. Véteperoxid (H,O;) och superoxidjoner (O,7) kunde detekteras och ROS
uppskattades vara tre ganger hogre an normalt efter 15 minuters exponering av MC-LR. De
morfologiska forandringarna av hepatocyterna, det vill sdga skador pa mikrotubuli och
mikrofilament, som kunde ses efter behandling med MC uteblev helt d&@ man forbehandlade
cellerna med 4-hydroxy-2,2,6,6-tetrametylpiperidin-N-oxyl (TEMPOL) och uteblev delvis vid
forbehandling med deferrioxamin (DFO). TEMPOL, som &r ett superoxiddismutans-
harmande amne, skyddar effektivt mot O,". DFO ar en jarnkelator och kan indirekt reducera
bildningen av ROS. Forskarna havdade darfor att formation av ROS var den viktigaste
orsaken till MCs levertoxicitet. O," foreslogs vara den reaktiva jon som till stérst del orsakade
deformation av cytoskelettet (Ding et al., 2001). Det finns dock studier som visar resultat som
strider mot detta pastdende. Franz et al. (1988) behandlade mdss med alloxan, DFO och
butylerad hydroxyanisol som skyddar mot ROS, innan de utsattes for MC. De mdss som
forbehandlats med 45pg/kg butylerad hydroxyanisol visade minskade patologiska
forandringar i levern, och en svag 6kning av livslangd kunde &ven ses hos dessa moss. Vid de
6vriga doserna som anvandes (30, 68, 101, 152 och 228 ug/kg) visades ingen skillnad mellan



de tre grupperna jamfort med kontrollgruppen. Franz et al. (1988) havdade darfor att ROS
inte spelade en stor roll i toxiciteten av MC.

Kliniska symtom

| en studie utsattes far for olika doser av MC, varav 990 mg/kg och 1040 mg/kg gav milda
symtom. De milda symtomen yttrade sig som minskade ruminala ljud, inappitens och matthet,
och antradde efter 48 timmar. Faren uppvisade inga forandringar i kroppstemperatur eller
hjart- och andningsfrekvens. Doser mellan 1040 mg/kg och 1840 mg/kg visade sig ge kraftiga
symtom. Dessa upptradde ca 15 timmar efter den intraruminala injektionen. Symtom som vag
depression, frekvent liggande stéllning, 6kning av kroppstemperatur (1.5 till 2.5° C), 6kad
hjartfrekvens, varierande andningsfrekvens och upphdrande ruminala ljud observerades. 21
timmar efter injektion av MC visades de forsta muskelryckningarna, vilka till en borjan var
lokaliserade till 6gonlock och 6ron. Muskelryckningarna spred sig senare till muskulaturen i
ansiktet och extremiteterna. Likande muskelryckningar har observerats vid studier pa mass
(Falconer et al., 1981). Strax innan faren dog uppvisades vevande rorelser med benen,
samtidigt som de kippade efter luft. En mild nystagmus och forlorade reflexer i dgat kunde
dven observeras. Dessa neurologiska symtom foreslogs bero pa den méatbara hypoglykemin,
men dven de akuta skadorna pa levern och hjarnan som kan forvantas uppsta vid férgiftning
av MC. Flertalet av de far som injicerats med dodliga doser dog inom 24 timmar efter
injektion (Jackson et al., 1984).

Patologiska fynd
Makroskopiska fynd

De toxiska effekterna av MC har undersokts bade genom intraperitonal injektion hos moss
(Falconer et al., 1981) och intraruminal injektion hos far (Jackson et al., 1984). Studierna
visar att malorganet levern drabbas av utbredda blédningar vid hoga doser av MC. De 6vriga
organen, med undantag av sma forandringar i lungan, visar inga primara skador. Levern blev
svullen och 6kade kraftigt i vikt, vilket antogs bero pa den 6kade blodmangden i organet
(Jackson et al., 1984; Falconer et al., 1981). Hos de behandlade faren sags en blek lever med
ett lobulart monster, bestaende av sma blodansamlingar och petechier (Jackson et al., 1984). |
motsats till detta sags mossen fa en flackig lever som sedan 6vergick till morkt rod da doserna
av MC hojdes (Falconer et al., 1981). Hos faren observerades petechier och echymoser i
varierande frekvens over hela kroppen. Orsaken till de generella blédningarna foreslogs vara
en minskning av koagulationsfaktorer i blodcirkulationen da den skadade levern inte hade
formagan att ersatta de som forbrukats. Slaktkropparna pavisade dessutom en lindrig
forekomst av gulsot. Vidare observerades en gul vatska i slaktkropparnas kaviteter, samt
vitskande subperitonala 6dem runt njurarna och gallblasan. Odemen foreslogs bero pa portal
hypertension, varvid blodgenomstrémningen i levern minskar. Lungorna hos faren visade
aven de tecken pa 6dem, vilka dock sags som mattliga (Jackson et al., 1984).

Mikroskopiska fynd

Intoxikation av MC ger en utbredd nekros i levern. Hos nekrotiserade celler har degeneration
av cellkédrnan och cytoplasmatiska strukturer detekterats. Infiltration av erytrocyter och
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neutrofiler kunde &ven ses vid de nekrotiska omradena och en nedbrytning av det sinusoidala
endotelet detekterades. Darutdver kunde en mild lipidos ses hos hepatocyterna (Jackson et al.,
1984; Falconer et al., 1981). De nekrotiska omradena hos faren kunde initialt endast
detekteras i de centrilobulara omradena, varvid nekrosen efter hand spred sig over hela loben
(Jackson et al., 1984). Detta ar i motsats till vad som sags i levern fran moss, da nekrosen
borjade i periferin och sedan spreds sig (Falconer et al., 1981). De olika resultaten foreslogs
bero pa de olika administreringsvagarna, da massen far ett snabbare intoxikationsforlopp. En
annan skillnad var att hepatocyter fran faren visade en kraftig aggregation av slatt
endoplasmatisk retikulum (SER), vilket medférde att 6vriga cellorganeller hamnade i
periferin av cellen (Jackson et al., 1984). Detta sags inte hos hepatocyeter fran mass (Falconer
etal., 1981).

Forutom levern uppvisade &ven lungorna histologiska forandringar. Lungorna var svagt
O6dematdsa, med en fortjockning av alveolarvaggarna och lindrig atelektas (Jackson et al.,
1984; Falconer et al., 1981). | lunga fran moss syntes dessutom en ansamling av trombocyter
och erytrocyter. Dodsorsaken hos de injicerade mdssen ansags darfor vara cirkulatorisk
kollaps i lungan som en effekt av chock och intravaskular koagulation vid den massiva
leverskadan (Falconer et al., 1981). Huruvida detta & den allménna dddsorsaken vid
intoxikation av MC ar inte faststallt, da studien pa far inte visade samma férandringar i
lungorna. Dock sags en infiltration av neutrofiler i nastintill varje arteriol i lungan (Jackson et
al., 1984). Inga histologiska forandringar detekterades i hjdrnan, hjartat, njurarna och
gastrointestinalkanalen hos de tva djurslagen (Jackson et al., 1984; Falconer et al., 1981), med
undantag for generella blédningar hos faren (Jackson et al., 1984).

DISKUSSION

Denna litteraturstudie har fokuserat pa mekanismer och effekter av MC. Omfattande
forskning har gjorts, varvid distribution, metabolism, elimination och de toxiska
mekanismerna delvis kartlagts. De toxiska effekterna av MC har undersokts i studier pa djur.
Dock finns det mekanismer som annu inte ar helt kartlagda, varvid absorption fran tarmen &r
ett exempel.

Malorganet for MC &r levern (Robinson et al., 1991), vilken drabbas av utbredda nekroser
och bldédningar vid forgiftning (Jackson et al., 1984; Falconer et al., 1981). Den specifika
distributionen till levern tros bero pa det hdga uttrycket av OATPs. Dessa transportorer har
observerats vara ansvarig for upptaget av MC till hepatocyterna (Fischer et al., 2005;
Eriksson et al., 1990a). OATPs finns &dven uttryckta i andra stallen av kroppen, bland annat
blodhjarnbarriaren. Forgiftade djur har i vissa fall &ven visat neurologiska symtom (Jackson et
al., 1984). Studier géllande rollen av OATPs uttryckta i blodhjarnbarriaren vid forgiftning av
MC skulle vara intressant, da de neurologiska symtomen skulle kunna harstamma fran ett
upptag till hjarnvavnaden. | en studie foreslogs det att de neurologiska symtomen delvis
kunde bero pa hyperglykemi, men dven pa grund av akuta skador pa hjarnan (Jackson et al.,
1984). Genom att radioaktivt marka MC har man dven sett en distribution till njurar och tarm
efter intravends injektion (Robinson et al., 1991). Det radioaktiva utslaget i dessa organ kan

10



dock forklaras med att metaboliter av MC har setts ha en hdg affinitet for utsondringsorganen
(Ito et al., 2002).

Metabolismen av MC har observerats ske med hjélp av GSH och Cys. Ytterligare metaboliter
har detekterats, bland annat en metabolit modifierad i bade Adda och Mdha, men inte kunnat
identifieras (Kondo et al., 1996). Forskare har visat att konjugeringen med GSH och Cys sker
i Mdha-doménen av MC, och att detta inte paverkar toxiciteten. Dock har metaboliterna som
tidigare ndmnts en hog affinitet for ut sondringsorganen (Kondo et al., 1996; Kondo et al.,
1992). Eliminationen av MC sker via tarm och njure (Ito et al., 2002; Robinson et al., 1991). |
en studie visades att metaboliten MC-GSH utsondras i bade tarm och njure, medan
metaboliten MC-Cys enbart utsondrades i njuren (Ito et al.,, 2002). Den huvudsakliga
metabola vagen ar dnnu inte identifierad, varvid vidare studier gallande metabolismen och
eliminationen skulle vara intressant. Det ar mojligt att nagon av de identifierade metaboliterna
ar en primar metabolit som sedan behdver omvandlas for att aktivt utsondras.

De toxiska mekanismerna for MC har undersokts grundligt. Det har l&nge varit kant att MC &ar
en potent inhibitor av protein fosfatas 1 (PP1) och 2A (PP2A) (Mackintosh et al., 1990) och
mycket forskning har inriktat sig pa denna mekanism. Inhibering av dessa fosfataser leder till
en hyperfosforylering intracellulart i hepatocyterna, vilket ger skador pa cytoskelettets
mikrotubuli och mikrofilament. Vidare leder detta till deformation av hepatocyterna (Eriksson
et al., 1990b). Emellertid har senare studier visat att bildning av ROS har en stor betydelse for
skadeverkningarna pa hepatocyterna. D& hepatocyterna forbehandlades med TEMPOL, som
ar kand for att reducera ROS, kunde en total avsaknad av skador pavisas. Forbehandling med
DFO visade liknande resultat (Ding et al., 2001). Detta tyder pa att ROS har en ytterst viktig
roll i skadeverkningen pa hepatocyterna. | motsats till detta presenterade Franz et al. (1988)
resultat som visade att amnen som reducerar ROS inte inhiberade skador pa hepatocyter. Ding
et al., (2001) foreslog dock att resultaten i studien berodde pa de laga doserna av amnena. Det
ar svart att saga vilken mekanism som &ar huvudorsaken till skadorna pa hepatocyterna vid
forgiftning av MC, troligtvis ar det en kombination av bada. Vidare studier géllande
betydelsen av ROS som toxisk mekanism skulle vara intressant.

Forgiftning av MC leder som tidigare namnt till utbredda nekroser och blédningar i levern
(Jackson et al., 1984; Falconer et al., 1981). De toxiska effekterna av MC koncentreras till
levern da 6vriga organ, med lungorna som undantag, inte visar nagra priméara skador. Dock
forekommer generella blodningar i kroppen (Jackson et al., 1984). Studier pa moss har visat
ansamlingar av blodplattar och erytrocyter i lungorna, varfér dodsorsaken hos dessa mdss
ansags vara en kollaps av lungcirkulationen som en foljd av den massiva leverskadan
(Falconer et al., 1981). | studier pad far kunde inte dessa lungforandringar observeras. En
annan skillnad mellan studierna var lokaliseringen av den initiala nekrosen i levern. Hos mdss
borjade nekrosen i periferin av leverloberna (Falconer et al., 1981), medan den hos far bérjade
centrilobuléart (Jackson et al., 1984). Orsaken till skiljaktigheterna foreslogs bero pa de tva
olika administreringsvdgarna som anvants i studierna (Jackson et al., 1984). De exakta
skadorna och dddsorsaken vid forgiftning av MC &r annu inte helt kartlagt. Det &r dock inte
etiskt forsvarbart att utfora studier dar djur far lida och slutligen dor av sina skador. Istéllet
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vore det lampligt att fokusera pa orsaken till skadorna som setts och forsoka finna medel for
att motverka dessa.

Ett omrade som kraver fler omfattande studier ar absorption av MC fran tarmen. Den
naturliga administreringsvagen av MC &r oralt. Det organ som drabbas mest vid intoxikation
av MC é&r levern, och det &r darfor logisk att anta att en absorption sker i tarmen.
Mekanismerna bakom denna absorption ar inte helt klarlagd, men da MC har en lag formaga
att passera cellmembran maste den ske med en aktiv transport (Eriksson et al., 1990a). Studier
har visat att OATPs i tarmen har formagan att transportera MC (Zeller et al., 2011). Dessutom
har inhibering av OATPs hos enterocyter visat en signifikant minskning av skadeverkan pa
cellerna vid exponering av  MC (Falconer et al., 1992). Darfor har OATPs foreslagit
underlatta upptaget av MC i tarmen. Fastdan OATPs visats ha formagan att transportera MC in
till enterocyten, ar det annu inte kant vilken transportér som ansvarar for transporten fran
enterocyten till blodomloppet.

Sammanfattningsvis behovs fortsatt forskning gallande MC, med fokus pa absorptionen i
tarmen och de toxiska mekanismerna. Risken &r stor att giftiga algblomningar kommer att 6ka
i framtiden, i takt med 6vergddning och klimatforandringar. Hundar som observerats aktivt
soka och konsumera cyanobakterier kan dd komma att drabbas oftare. Aven kor, far och andra
betesdjur kan drabbas da deras vattenresurser fororenas. Det ar darfor viktigt att forsta de
grundldggande mekanismerna hos toxinet for att i framtiden kunna forhindra och
forhoppningsvis kunna behandla intoxikationer hos djur orsakade av MC.
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