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1. Uvod

Jo$ od pocetaka 20.0g stoljeca ljudi progresivno iskoriStavaju i istrazuju morske resurse.
Primarno se ti morski resursi kao $to su ribe, glavonosci, rakovi, Skoljkasi itd. koriste za ljudsku
konzumaciju. Medutim, postoji odredeni rizik pri konzumaciji bilo kakve hrane, pa tako i u
ovom slu¢aju pri konzumaciji §koljkasa. Skoljkasi se hrane raznolikim vrstama planktonskih
algi od kojih odredene vrste proizvode toksine i druge Stetne stvari koji se nakupljaju u tkivu

Skoljkasa pa mogu nauditi covjekovom zdravlju.

Azaspiracidi su vrsta polieterskih toksina koji su prvobitno otkriveni u trovanju koje se
dogodilo 1995.-e u Irskoj gdje je nekolicina ljudi pretrpjela simptome trovanja nakon
konzumacije dagnji, Sto je dovelo do izolacije 1 identifikacije ovih toksina. Ime su dobili po
svojim kemijskim karakteristikama, imaju ciklicku amino skupinu (AZA skupina), tri spiro
skupine (-SPIR-) i1 skupinu karboksilne kiseline (-ACID) $to sveukupno ¢ini naziv AZA-SPIR-
ACID. Ispostavilo se da ove toksine proizvode vrste protista Azadinium 1 Amphidoma. Toksini

su otkriveni u raznim vrstama $koljkasa, kao $to su kamenice, Jakobove kapice i ostale Skoljke.

Cilj ovog rada je poblize se upoznati s azaspiracidnim toksinima, njthovom djelovanju na razne
bioloske procese, planktonskim vrstama u kojima se one nalaze te njihove utjecaje na

covjekovo zdravlje i nac¢ine njihove identifikacije.



2. Razrada teme

2.1. Fikotoksini

Fikotoksini predstavljaju skupinu prirodnih kemijskih toksina koje najces¢e proizvode razni
rodovi dinoflagelata. Oni su termostabilne, neproteinske molekule malih do vrlo velikih
molekulskih masa. Prema topljivosti se dijele na topljive u vodi 1 topljive u mastima. Prema
kemijskom strukturi dijele se u 8 skupina: azaspiracidi (AZA), okadaicna kiselina (OA) i njeni
derivati, pektenotoksini (PTX), jesotokini (YTX), ciklicki imini (CI), domoi¢na kiselina (DA),
saksitoksini (STX) i1 brevetoxini (BTX). [1]

2.1.1. Vrste toksi¢nosti i utjecaji na okoliS i zdravlje ¢ovjeka

Mnoge vrste Skoljkasa se hrane filtracijom velikih koli¢ina morske vode. To predstavlja rizik
za sve one koji konzumiraju morske plodove, jer ukoliko se u moru nalazi velika koli¢ina
fitoplanktona koji produciraju toksine, morski organizmi postaju vektori i mogu izazvati
intoksikacije u ljudi i1 zZivotinja koji se njima hrane. Konzumiraju¢i ih, ljudi obolijevaju na razne

nacine, a u tezim slucajevima intoksikacija moze dovesti i do smrtnog ishoda.

Prema vrsti simptoma ili sindroma koje uzrokuju, mozemo ih podijeliti na nekoliko skupina:
dijareticko trovanje SkoljkaSima (diarrhetic shellfish poisoning — DSP), amnezijsko trovanje
Skoljkasima (amnesic shellfish poisoning — ASP), paraliticko trovanje $koljkaSima (paralytic
shellfish poisoning — PSP), neurotoksicno trovanje SkoljkasSima (neurotoxic shellfish poisoning
— NSP), trovanje ribom Ciguareta (Ciguareta fish poisoning — CTP) i trovanje azaspiracidima

(azaspiracid poisoning — AZP). [1]

e Dijareticko trovanje SkoljkaSima je prouzroCeno trima fikotoksinima, okadai¢nom
kiselinom (OA) (Slika 1) i njenim derivatima dinofizistoksinima (DTX1, DTX2,
DTX3), pektenotoksinima (PTX) (Slika 2) 1 jesotoksinima (YTX) (Slika 3). Glavni
simptomi trovanja su: proljev, mucnina, povracanje i gréevi. OA 1 njezini derivati
djeluju kao inhibitori enzima protein fosfataze 1 (PP1) i 2A (PP2A), naruSavaju

propusnost 1 poticu upalne procese u probavnom sustavu. Takoder, OA 1 DTX1

2



promotori su rasta tumora. PTX stvaraju promjene na citoskeletu i mijenjaju F-aktin u
razli¢itim vrstama stanica. YTX utjeu na regulaciju kalcija 1 koordinaciju
fosfodiesteraze. Kod pektonotoksina i jesotoksina nema prijavljenih $tetnih u¢inka na
covjekovo zdravlje, dok je kod testnih zivotinja dokazana akutna toksi¢nost koja je u
veéini sluCajeva rezultirala smréu. S ciljem zaStite zdravlja provodi se pracenje

koncentracije ovih toksina u morskim Skoljkasima. [2]

Slika 1. Kemijska struktura okadaicne kiseline

(izvor: https://media.cellsignal.com/product/image/5934 fig04  20210423082536.jpg)

Slika 2. Kemijska struktura pektenotoksina

(izvor: https://www.chemicalbook.com/CAS/GIF/119166-88-0.gif)
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Slika 3. Kemijska struktura jesotoksina

(izvor: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/c/c5/Yessotoxin.svg/1200px-

Yessotoxin.sve.png)

e Amnezijsko trovanje SkoljkaSima je trovanje koje izaziva gubitak pamcenja. Domoicna
kiselina (DA) (Slika 4) je jedini fikotoksin koji uzrokuje ove simptome. DA je
hidrofilna cikli¢ka kiselina 1 vrlo je opasna kao neurotoksin. U tijelu ¢ovjeka dolazi do
mozga 1 veze se na receptore glutaminske kiseline, N-metil-D-aspartatne receptore
(NMDA), pri ¢emu dolazi do depolarizacije membrane i nekontroliranog povecanja
koncentracije kalcija unutar stanica $to dovodi do njihovog odumiranja. Stvaraju se

lezije unutar hipotalamusa a posljedica je gubitak pamcenja. [1,2]

Slika 4. Kemijska struktura domoi¢ne kiseline

(izvor:https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e7/Domoinic_Acid_Structural For

mulae.png)
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Paraliticko trovanje Skoljkasima je najstarije poznato trovanje Skoljkasima i
uzrokovano je saksitoksinima (STX) (Slika 5). Opisano je 57 analoga u ovoj skupini
toksina, a svi djeluju blokiranjem neuronske aktivnosti ¢vrstim vezanjem na vezno
mjesto u kanalima natrija. Simptomi su u Sirem rasponu od blagih simptoma kao §to su
trnei, glavobolja i utrnulost do tezih simptoma poput paralize, teSkog disanja, gusenja

Sto moze dovesti 1 do smrti [1].

Slika 5. Kemijska struktura saksitoksina

(izvor: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c1/Saxitoxin_neutral.svg)

Trovanje ribom Ciguareta se razlikuje od ostalih trovanja fikotoksinima, jer se prenosi
ribama. Od poznatih 41 vrsta ciguatoksina (Slika 6), 12 ih se moZe naci na podrucju
Kariba i tropskih predjela Atlanskog oceana, dok je 29 vrsta detektirano na podrucju
Pacifika. Ciguatoksini posjeduju $iri raspon simptoma koji se najceSc¢e razlikuju ovisno
o njihovoj geografskoj lokaciji. Na Karibima, gastrointestinalni simptomi poput
mucnine, povrac¢anja i proljeva ¢e se javiti prije neuroloskih simptomi. Na podrucju
Pacifika i1 Indijskog oceana pojavit ¢e se neuroloski prije gastrointestinalnih koje
karakteriziraju simptomi tjeskobe, gubitka pamcenja, poteSko¢a u koncentraciji i u

nekim slu¢ajevima halucinacija [3].


https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c1/Saxitoxin_neutral.svg
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Slika 6. Kemijska struktura ciguatoksina
(izvor: https://ars.els-cdn.com/content/image/3-s2.0-B9780123864543009830-
f00983-03-9780123864543.jpg)

2.1.2. Cvjetanje mora

Cvjetanje mora sve je ucestalije u obalnim podru¢jima Sirom svijeta i predstavlja ozbiljnu
prijetnju ekosustavu i ljudskom zdravlju. Do ovog fenomena dolazi zbog eutrofikacije mora
koje se dogada: prirodnim procesima, poput unosa hranjivih tvari rijeCnim tokovima te zbog
ljudskog djelovanja unosom hranjivih tvari otpadnim vodama i1 kao posljedica intenzivne
poljoprivrede. Velike nakupine morskih mikroorganizama, ukljucujuéi mikroalge,
fitoplanktone i heterotrofne protiste, uzrokuju promjene boje mora, daju¢i mu zelene, smede
ili crvene nijanse. Ove nakupine plutaju na povrsini mora, ¢esto prekrivajuci plaze biomasom
ili pjenom. Neke vrste alga unutar tih nakupina su izuzetno opasne jer proizvode toksine koji
Stetno djeluju na brojne organizme. Ova pojava poznata je kao Stetno cvjetanje algi (Harmful
Algal Blooms - HAB) jer dolazi do njihovog naglog razmnoZavanja, ¢ime stvaraju ozbiljnu

opasnost od unosenja fitoplanktonskih toksina u hranidbeni lanac [4].


https://ars.els-cdn.com/content/image/3-s2.0-B9780123864543009830-f00983-03-9780123864543.jpg
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2.2. Azaspiracidi

Azaspiracidi su lipofilni toksini s viSe od 60 poznatih analoga (Slika 7), koji su poredani rednim
brojevima po njihovom vremenu otkri¢a. Najznacajniji analozi azaspiracida su AZA-1, AZA-
2,AZA-3,AZA-6 1 AZA-7. Po strukturi ovo su polieterski spojevi s tri spiro spoja u molekuli,
heterociklickim prstenom s amino skupinom te terminalno smjeStenom alifatskom
karboksilnom skupinom. Osim S$to su termostabilni, stabilni su i u uvjetima snizene pH
vrijednosti. Trovanje $koljkasima izazvano azaspiracidima slicno je sindromu dijaretickog
trovanja Skoljkasima, no mehanizam trovanja jo$ nije dobro proucen. Simptomi kao Sto su
gréevi, povracanje, mucnina i proljev javljaju se neposredno nakon konzumiranja Skoljka.

Citotoksi¢nost, neurotoksic¢nost i kardiotoksi¢nost, su dokazani kod azaspiracida [5].

AZA-1 AZA-2 AZA-3 AZA-6 AZA-7
AZA-8 AZA-11 AZA-4 AZA9 AZA-35
AZA-14 AZA-12 AZA-5 AZA-10 AZA-54
AZA-18 AZA-16 AZA-13 AZA-15 AZA-55
AZA-22 AZA-20 AZA-17 AZA-19 AZA-56
AZA-26 AZA-24 AZA-21 AZA-23 AZA-57
AZA-30 AZA-28 AZA-25 AZA-27 AZA-58
AZA-33 AZA-32 AZA-29 AZA-31

AZA-34 AZA-41 AZA-43

AZA-36 AZA-42

AZA-37 AZA-62(AZA-11)

AZA-38

AZA-39

AZA-40

AZA-50

AZA-51

AZA-B9

AZA-63(AZA-37)
AZA-52(AZA-38)
AZA-53(AZA-38)

Slika 7. Tablica poznatih azaspiracida

(izvor: [11])



2.2.1. Proizvodaci azaspiracida

Dinoflagelati (Dinoflagellates) ili svjetle¢i bicasi pripadaju carstvu protista. Oni su velika 1
raznolika grupa bicasa kojoj pripada oko 2000 vrsta, od ¢ega su samo polovica fotosintetske.
Biokemijski se razlikuju po fotosintetskom pigmentu i u sposobnosti stvaranja toksina. Mogu

biti domacéini unutarstani¢nim simbiontima ili i sami mogu biti endosimbionti [6].

Po indentifikaciji azaspiracida 1995. godine, opisanu su i rodovi dinoflagelata koji ih
proizvode, 1 to rodovi Azadinum 1 Amphidoma. Najpoznatije 1 najistrazenije vrste koje

proizvode azaspiracide s Azadinium spinosum A. poporum [7].

2.2.2. Azadinium spinosum

Azadinium spinosum (Slika 8.) je glavni proizvodac azaspiracida medu algama roda Azadinum.
Promatrajuéi sojeve Azadinium spinosum na podrucju obala europskih drzava pronadeni su
tragovi azaspiracida AZA-1, AZA-2 1 izomera AZA-30 AZA-32 AZA-33 1 AZA-34. A.
spinosum je mala alga duZine 12-16 um i §irine 7-11 um. Ovo je fotosintetski dinoflagelat koji
sadrzi pigment peridin. Vanjskim izgledom nalikuje na tijelo violine, jezgra je velika, sferi¢na
1 smjestena je posteriorno, dok je jedini kloroplast parijetalni i reznjeviti. Pripadnost vrste A.
spinosum dinoflagelatima potvrdena je molekularnom filogenetskom analizom cetiri gena:
SSU rDNA, LSU rDNA (regija D1/D2), ITS 1 citokrom oksidaze. U skladu s morfoloskim
opisom, filogenetska analiza nije pokazala posebnu blisku povezanost s redovima Peridiniales
ili Gonyaulacales, niti s bilo kojim drugim redom dinoflagelata prisutnim u molekularnim
bazama podataka. Kao rezultat toga, osnovao se novi rod, Azadinium. Medutim, pripadnost

ovog roda odredenom redu ostaje nejasna [5,7].

2.2.3. Azadinium poporum

Azadinium poporum je mali dinoflagelat iz porodice Amphidomaceae karakteristiCan po
njegovom potencijalu za proizvodnju azaspiracida. Morfoloski se ne razlikuje od A. spinosum.

A. poporum je zabiljezen u morima Europe i zapadnog Pacifika. Testiraju¢i sojeve koji se



nalaze na kineskim obalama, pokazalo se da od 16 sojeva 13 ih proizvodi azaspiracide. Sojevi

su sadrzavali kombinacije izomera AZA-2, AZA-11, AZA-36, AZA-40 1 AZA-41[8].

Slika 8. Mikroskopski prikaz Azadinium spinosum

(izvor: https://earimediaprodweb.azurewebsites.net/Api/v1/Multimedia/8d9al Scc-

f785-46fa-8e3¢c-9006413db451/Rendition/low-res/Content/Public)
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2.3. Struktura azaspiracida

Pri otkri¢u 1995.e godine nepoznati toksin je nazvan Killary toksin (KT-3) po luci u Irskoj gdje
je 1 otkriven. 1998. izolacijom iz Skoljaka dobiven je Cisti azaspiracid (Slika 9) molekulske
mase 842.5 Da. Odredivanje strukture je uglavnom izvr§eno NMR tehnikom. Koriste¢i se HR-
FAB MS (Masena spektrometrija bombardiranjem brzim atomima visoke razlucivosti)

predlozena je bila formula C47H71NO12 koja se kasnije 1 pokazala tocnom.

Spektri H NMR (protonska nuklearna magnetska rezonancija), C NMR (nuklearna magnetska
rezonancija ugljika-13) i HSQC (heteronuklearna jednostruka kvantna koherencija) pokazali
su da azaspiracid sadrzi 6 metilnih skupina, 15 metilenskih skupina, 19 metinskih skupina i 7
kvarternih atoma ugljika. Azaspiracid je sastavljen od tri spiro strukture, neobi¢nog azaspiro
prstena koji je spojen s 2,9-dioksabiciklo[3.3.1] nonanskim prstenom i karboksilnom
kiselinom. Za razliku od drugih toksina, azaspiracid posjeduje ciklicni amin umjesto ciklicnog
imina, a molekula ne sadrzi karbocikli¢ni ili laktonski prsten. Azaspiracid je amorfna, bezbojna
krutina bez mirisa. Postojan je kao zwitterion $to daje deterdzentska svojstva ovoj molekuli.
Ovim potencijalno ionskim karakterom AZA mogu utjecati na bioloske procese u tijelu.
Termostabilna je molekula do temperature od 90°C, a na viSoj temperature se pocinje

degradirati [9,10].

Slika 9. Kemijska struktura azaspiracida

(izvor: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/a/a3/Azaspiracid-

1.svg/1920px-Azaspiracid-1.svg.png)
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2.3.1. Analozi azaspiracida

Azaspiracid ima mnogo analoga, preko 60 razli¢itih spojeva koji su nastali derivacijom
najzastupljenijih 5 homologa AZA-1,AZA-2, AZA-3, AZA-6 AZA-7. Svi se razlikuju samo
po nekoliko razli¢itih skupina (Tablica 1) na to¢no odredenim mjestima u njihovoj strukturi
(Slika 10). Iz ovih 5 homologa, nastaju svi ostali azaspiracidi. Oni su diferenciraniji od pocetnih
5 1 viSe se razlikuju po kemijskoj formuli i molekulskoj strukturi. 4. poporum izoliran iz dva
razli¢ita mjesta (Sjeverno more i Juzna Koreja) sintetizira razli¢ite homologe. Iz podrucja
Sjevernog mora izoliran je AZA-37 molekulske mase 845 Da i NMR spektroskopijom je
dobivena njegova formula 39-desmetil-7,8-dihidro-3-hidroksi-AZA-1. Iz podru¢ja Juzne
Koreje AZA-36 je molekulske mase 857 1 formule 39-desmetil-3-hidroksi-AZA-2 [5,12].

Osim azaspiracida koji potjecu iz dinoflagelata, azaspiracidi se modificiraju metabolizmom
Skoljkasa, davaju¢i nove homologe. Samo glavnih 5 homologa je zasad dokazano da su izvorni
metaboliti dinoflagelata, dok svi ostali mogu biti analozi nastali metabolizmom Skoljkasa
(izuzev AZA-11). Skoljkasi transformiraju AZA na dva na¢ina: hidroksilacijom na ugljiku C3
1 C23, karboksilacijom na C22 i naknadnom dekarboksilacijom. Plava dagnja (Mytilus edulis)
karboksilacijom ugljika C22 metabolizira AZA-1 1 AZA-2 u AZA-171AZA-19 [5,12].

Mehanizam toksicnosti kod azaspiracida nije joS objasnjen, ali s obzirom na jacinu toksicnosti,

manje toksi¢ni. Razlike u njihovoj toksi¢nosti se mogu povezati s razlikama u strukturi [5,12].
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Slika 10. Kemijska struktura azaspiracida s naznacenim mjestima diferencijacije

(izvor: [11])

Tablica 1. Diferencija azaspiracida

TOKSIN Ry R: R3 R4
AZA-1 H CH; H H
AZA-2 CHs CHs H H
AZA-3 H H H H
AZA-6 CHs H H H
AZA-7 H CH; OH H




2.4. Toksi¢nost i mehanizam djelovanja azaspiracida

Za razliku od ostalih fikotoksina i vrsta toksi¢nosti, jako malo se zna o mehanizmu djelovanja
azaspiracida. Sli¢no toksinima DSP, trovanje azaspiracidima moZze rezultirati teSkim akutnim

simptomima koji ukljucuju muéninu, povracanje, proljev i gréeve u Zelucu [11].

Zbog male koli¢ine informacija dobivenih iz trovanja azaspiracidima, gotovo sve informacije

o toksikologiji su dobivene iz kontroliranih in vivo i in vitro eksperimenata [11].

2.4.1. In vivo istrazivanja

In vivo istrazivanja AZA-1 provedena su na glodavcima, toCnije intraperitonealnim (IP)
ubrizgivanjima 1 oralnom primjenom na misSevima. Intraperitonealnim ubrizgivanjem
acetonskih  ekstrakta kontaminiranih Skoljki, miSevi su manifestirali simptome
neurotoksicnosti u obliku tromosti, poteskoc¢a u disanju, gréevima, progresivnom paralizom i
smréu unutar 20-90 minuta. Iz dobivenih podataka letalna doza parcijalno procisS¢enog AZA-1
je 150 pg/kg. IP ubrizgivanje letalne doze AZA-1 (>150ug/kg) izazvalo je oticanje Zeluca,
smanjivanje timusa 1 slezene. Doslo je do formiranja vakuola, piknoze parenhimskih ¢elija u
pankreasu, prikupljanja mrtvih limfocita u timusu i slezeni te erozije i krvarenja u Zelucu.
Patoloske promjene izazvane trovanjem AZA su karakteristi¢ne za ove toksine, za razliku od
onih izazvanih PSP, DSP i ASP. Letalne doze AZA-2 1 AZA-3 su 110 odnosno 140 pg/kg Sto
ith ¢ini opasnijima od AZA- [12].

Nakon oralne primjene subletalnih doza AZA-1 (100-300 pg/kg) miSevima izmjerene su
koli¢ine toksina u razli¢itim tkivima. Nakon 24 sata od unosa toksina, preostalo je samo 2% od
pocetne doze toksina u tkivima miSeva, s najve¢om koncentracijom u zelucu, dvanaesniku,

bubrezima, slezeni, plu¢ima, jejunumu, srcu i jetri tim redom [5].

Kod oralnog unosenja vec¢ih doza necistog AZA-1 (900 mg/kg), Sto je 6 puta veca doza od
letalne doze koja se unosi IP ubrizgavanjem, svi miSevi su prezivjeli. Medutim, autopsijom
miSeva 4 sata nakon unosa, zabiljezene su razliCite gastrointestinalne promjene, ukljucujuci
akumulaciju tekucine u ileumu i nekrozu epitelnih ¢elija na mikrovilama. Nakon 8 sati efekti

su se pogorsali, ali nakon 24 sata, simptomi su se povukli ili nestali [5,12].
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Kasnija istrazivanja s pro¢is¢enim AZA-1 detaljnije su proucila njegove ucinke na miSevima.
Misevi su primali oralno doze AZA-1 u rasponu od 300 do 900 pg/kg tijekom 24 sata. Svi
misevi kojima je primijenjena doza od 900 ng/kg su umrli. Iako nije primijecen jasan odnos
izmedu doze i odgovora, Sto se moze pripisati malom broju eksperimentalnih ponavljanja,

procijenjena minimalna letalna oralna doza za prociS¢eni AZA-1 bila je oko 500 ng/kg.

Nize doze od 300 ng/kg izazvale su nakupljanje masnih kiselina u jetri unutar jednog sata,
nakon ¢ega su uslijedile privremena degeneracija i oSte¢enje mikrovila u tankom crijevu,

degeneracija vakuola u epitelnim stanicama te atrofija lamina proprie u roku od Cetiri sata.

Srednje doze AZA-1 (500 do 700 pg/kg) izazvale su postupno oStec¢enje crijeva u osmom satu
(Slika 11), dok je atrofija lamina proprije nastavljena do 24 sata, s manjim brojem
degenerativnih epitelnih stanica, Sto upucuje na odredene znakove oporavka. U isto vrijeme,
teZina jetre povecala se za 38% u grupi koja je primila dozu od 500 pg/kg. ZabiljeZeni su
vremenski 1 dozno ovisni u¢inci na nekrozu limfocita u timusu, slezeni i Peyerovim plo¢ama u
tankom crijevu. Doze AZA-1 od 600 i 700 ng/kg smanjile su broj ne-granulocita za 33%,

uglavnom T i B limfocita. Nisu primije¢ene promjene u bubrezima, srcu i plu¢imal[5].

Slika 11. Prikaz mikrovila u tankom crijevu elektronskim mikroskopom u: A) misa 8 h nakon
doze od 700 pg/kg, B) zdravog misa
(izvor: [12])
14



2.4.2. In vitro istrazivanja

Od njihovog otkric¢a, azaspiracidi se svrstavaju u zasebnu grupu fikotoksina. Mnoge razlicite
mete 1 potencijalni mehanizmi njihovog trovanja su testirani. S obzirom na njithove
gastrointestinalne simptome koji nali¢e onima DSP trovanju (OA i DTX), ¢iji mehanizam je
inhibicija protein fosfataze (PP), AZA su se takoder smatrali DSP toksinima. Medutim, u¢inci
ekstrakta AZA iz SkoljkaSa nisu pokazivali znakove inhibicije enzima PP1, niti PP2A. Nadalje,
AZA su naknadno testirani na ne-receptorsku fosfotirozinsku proteinsku fosfatazu (PTP1B) i
T-stani¢nu proteinsku tirozinsku fosfatazu (TCPTP), pri ¢emu nije zabiljeZena promjena u

aktivnosti enzima. Iz prikupljenih podataka dokazano je da azaspiracidi nisu PP inhibitori [5].

Sli¢no proteinskim fosfatazama, stani¢ne kinaze igraju klju¢nu ulogu u stani¢noj signalizaciji,
komunikaciji, metabolizmu i stani¢noj smrti. Mitogen-aktivirane proteinske kinaze (MAPKs),
put cAMP, proteinska kinaza C 1 fosfatidilinozitol-3-kinaza su bili testirani kao moguci ciljevi
napada AZA toksina. Medutim AZA nije imao utjecaja na ove kinaze, ni na ispitanih 40 drugih

kinaza [5].

Dokazano je da azaspiracidi mogu utjecati na morfoloSke i citoskeletne promjene kod
uzgojenih stanica. AZA nisu direktno izmjenili polimerizaciju i depolimerizaciju aktina in

vitro, nego se vjeruje da su izmjene nastale indirektnim toksikoloskim efektom [5].

Pokazalo se da azaspiracidi imaju utjecaj na elektricnu aktivnost stanice, djeluju na ionske
kanale kalija, kalcija, klora i natrija. To¢nije, na natrijev ionski kanal (Na") djeluju tako da
ograniCavaju brzinu protoka kroz kanal, ne izazivaju deaktivaciju kanala. Pri visokim
koncentracijama (200 nM), udio inhibicije kanala moze dose¢i 60%, ozbiljno utjecuéi na

proces depolarizacije membrane stanica.

Sto se ti¢e utjecaja na kanale za kalij (K*), pokazano je da AZA mogu inhibirati hRERG kanale
(hERG kanali igraju vrlo vaznu ulogu u repolarizaciji miokarda), a eksperimentalni podaci

ukazuju da mogu utjecati na koli¢inu hERG u membrani stanice Stakora.

Stakori tretirani razli¢itim dozama toksina (11 ili 55 pg/kg) imali su djelomiéno produZenje
PR intervala i promjene u brzini rada srca uslijed blokade kalijskih kanala. Inhibicija kanala
kalcija (Ca*") dovodi do pojave neuroloskih simptoma. Takoder, neki eksperimenti ukazuju da

azaspiracidi mogu djelovati kao inicijatori nastanka tumora [11].
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Ukratko, AZA toksini ne djeluju kao inhibitori protein fosfataza (PP), kinaza ili G-protein
spregnutih receptora (GPCR), niti inhibiraju polimerizaciju/depolimerizaciju aktina. Medutim,
pokazano je da su citotoksicni, utje€u na raspored citoskeleta te inhibiraju kalijeve (hERG) i

naponski regulirane natrijeve kanale [5].
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2.5. Metode detekcije

Test na miSevima (MBA — mouse bioassay) je Siroko priznata i povijesno koriStena metoda
detekcije toksicnosti SkoljkaSa. Medutim, preporuka stru¢njaka je da metodu kao Sto je MBA

treba zamijeniti ¢im budu dostupne druge medunarodno validirane metode. Ovom regulacijom

..........

[16].

Budu¢i da AZA nemaju izrazen kromofor ili fluorofor, izravna analiza pomocu LC-a s
detekcijom ultraljubicaste apsorpcije (UVD) i fluorescencije (FLD) nije moguca, §to znaci da

je trenutno LC—MS jedina Siroko dostupna tehnika za odredivanje AZA.

LC-MS (tekué¢inska kromatografija—masena spektrometrija) je analiticka tehnika koja
kombinira sposobnosti fizicke separacije tekucinske kormatografije s moguénoscéu analize
mase pomoc¢u masene spektrometrije. Intenzivno se koristi u detekciji toksina. Prva primjena
LC-MS za detekciju azaspiracida je bila 1999.-te godine pri ¢emu je postignuta granica
detekcije od 50 pg (pikograma), 80000 puta osjetljivija od testa s miSevima. Naknadno je LC-
MS metoda dodatno optimizirana Sto omogucuje detekciju od 4 pg toksina te razlu€ivanje vise

vrsta azaspiracida [11,16].
Ovisno o potrebama koriste se razli¢ite modifikacije LC-MS metode:

e UHPLC/HPLC-MS (ultra visokotla¢na tekuéinska kromatografija-MS) — koristec¢i se
ovom metodom istrazivac¢i su masenu spektrometriju uz ESI (elektrosprej ionizaciju)
povezali s velikom moguénosti razdvajanja ove kromatografske tehnike.
Optimizacijom metode moguce je posti¢i detekciju viSe azaspiracida odjednom, uz
sniZenje razine detekcije 1 smanjene utjecaja matrice na rezultate [11].

e LC-HRMS (LC - masena spektrometrija visoke rezolucije) sluzi pri detekciji 1
prepoznavanju novih analoga toksina [11].

e LC-MS+NMR (LC-MS+ spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije) iskljucivo
se koristi za otkri¢e novih AZA 1 detekcije strukture 1 koncentracije toksina [11].

e LC-MS + ostale metode kao §to su qPCR (kvantitativni PCR u realnom vremenu),
micro-LC-MS-MS (mikro-tekuéinska kromatografija—tandem masena spektrometrija),
SIM (prac¢enje odabranog iona), MRM (pra¢enje vise iona), te koriStenje gela za

selektivno hvatanje i oslobadanje AZA [11].
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2.6. Rasprostranjenost azaspiracida

Prvo potvrdeno trovanje se dogodilo u studenom 1995.-te u Irskoj (KT-3). Zatim u
Nizozemskoj iste godine. Tada su se dijagnosticirali kao DSP toksini, s obzirom na simptome
otrovanih. S povecanjem broja otrovanih ljudi povecalo se i zanimanje za toksinom pa se
pokazalo da ne pripada skupini DSP toksina, nego je posve drugi spoj. Spoj je 1998.-te godine
izoliran iz Skoljkasa Mytilus edulis. Tada nazvan Killary toxin (KT-3) a kasnije je dobio svoj

trenutni naziv, azaspiracid [11,14].

Postoje izvjes¢a trovanja azaspiracidima na svim nastanjivim kontinentima diljem svijeta, osim
Australije (Slika 12) . Od njegovog otkri¢a, AZA toksini su otkriveni u nekoliko vrsta morskih
mekusSaca 1 rakova iz razlictih dijelova Europe (Svedska, Danska, Portugal, Francuska,
Engleska, Norveska, Irska), Japana, Kine, Sjeverne Amerike i Maroka. Skoljkasi u kojima su
dosad nadeni tragovi azaspiracida su: dagnje (Mytilus edulis i Myitilus galloprovincinalis),
kamenice (Crassostrea gigas 1 Ostrea edulis), kapice (Pecten maximus), Skoljke (Tapes

philippinarum, Ensis siliqua i Donas spp.) te rakovi (Cancer pagurus) [11,14].

Prijavljeni slucajevi u posljednih 5 godina Prijavljeni slucajevi od 2010. do 2018.
Prijavljeni slucajevi od 2000. do 2009. Prijavljeni slucajevi u posljednjem stoljec¢u

Slika 12. Sluc¢ajevi trovanja azaspiracidima po kontinentima

(izvor: [11])
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2.6.1. Azaspiracidi u Jadranu

Na podrucju Hrvatske napravljeno je viSe testova u potrazi za azaspiracidima. U jednom od
testiranja prikupljene su dagnje Mytilus galloprovincialis sa sjevera Jadrana. [zolacijom
azaspiracida iz mesa, pronadeni su azaspiracidi u tragovima, medutim koncentracije su bile

ispod granice kvantifikacije [14,15].

Do danas nije bilo dokazanih slucajeva trovanja azaspiracidima u Hrvatskoj. Medutim,
testiranjem dagnji (Mytilus galloprovincialis) na obalnim podruc¢jima Makarske i Neuma
pronadeni su tragovi azaspiracida, ali tek u tolikim koli¢inama da dopustaju identifikaciju.
Koli¢ine azaspiracida izolirane iz dagnji su ispod dopustenih za sigurnu konzumaciju (svega

nekoliko pg/kg), Sto znaci da do sada nije bilo opasnosti od trovanja [14,15].
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2.7. Regulacija i dopuStene koncentracije azaspiracida

S obzirom da dugoro¢ni ucinci izloZenosti azaspiracidima nisu poznati te s obzirom na
¢injenicu da je opasnost od svih ostalih toksina procijenjena samo prema akutnom toksi¢nom
potencijalu, stru¢njaci su uzeli u obzir samo poznate ucinke prilikom odredivanja sigurnih
razina AZA toksina u Skoljkama. Procjena dozvoljenog unosa azaspiracida zahtjeva evaluaciju
ponovljenog unosa i konstatne izloZenosti, §to u ovom slu¢aju nije poznato. Stoga je predloZena
regulatorna koli¢ina AZA odredena pomocu akutnih doza trovanja. Dogovorima izmedu FSA
(Engleska agencija za procjenu kvalitete hrane), WHO (Svjetske zdravstvene organizacije) i
EU komisije dobivena regulatorna dozvoljena doza konzumacije azaspiracida kod covjeka je

160 pg/kg [12].
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3. Zakljucak

Dinoflagelati porodica Amphidoma 1 Azadinium proizvode fikotoksine azaspiracide,
polieterske spojeve s tri spiro spoja u molekuli, heterociklickom amino skupinom te terminalno
smjeStenom alifatskom karboksilnom skupinom (AZA-SPIR-ACID). Nakupljaju se u
Skoljkasima i1 drugim morskim organizmima koji se hrane filtriranjem vode. Azaspiracidi su
jedna od 8 skupina fikotoksina. U tih 8 fikotoksina spadaju: okadai¢na kiselina (OA) i njeni
derivati, pektenotoksini (PTX), jesotokini (Y TX), ciklicki imini (CI), domoic¢na kiselina (DA),
saksitoksini (STX), brevetoxini (BTX) i azaspiracidi (AZA).

Spomenuti fikotoksini izazivaju nekoliko razli¢itih sindroma toksi¢nosti (DSP, ASP, NSP,
CTP) dok azaspiracidi imaju svoju zasebnu istoimenu vrstu trovanja, azaspiracidno trovanje

Skoljkasima (AZP).

Azaspiracidi su relativno novo otkrivena vrsta fikotoksina. Od prvog trovanja i izolacije toksina
1998.-e godine, izolirano je preko 60 izomera azaspiracida razli¢itih struktura i jacina
toksic¢nosti. Jo§ se proucavaju utjecaj na covjekovo zdravlje i mogucéi vektori unosa. Medutim,
mnogo toga je jo$ nepoznato po pitanju azaspiracida. O njihovom mehanizmu djelovanja i
dugoro¢nim posljedicama na ¢ovjekovo zdravlje znamo jako malo, gotovo sve informacije o
toksikologiji azaspiracida imamo iz in vivo 1 in vitro istrazivanja na eksperimentalnim

zivotinjama i potencijalnim biokemijskim metama.
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