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U radu je prikazan pregled dosadadnjih istra-
Zivanja potencijalne uloge nefrotoksi¢nog mikotok-
sina okratoksina A u etiologiji balkanske endemske
nefropatije, provedenih u Institutu za medicinska
istrazivanja i medicinu rada Sveuéili$ta u Zagrebu.

Navedeni su rezultati mjerenja ovog mikrotoksina u
hrani i krvi ljudi s endemskog podru¢ja Brodske

posavine, kao i rezultati taksikoloskih istrazivanja
na pokusnim zivotinjama i u in vitro uvjetima.

Kljuéne rije¢i: Balkanska endemska nefropatija, eti-
ologija, mikotoksini

Od vremena kada je balkanska endemska ne-
fropatija prepoznata kao =zasebni klinicki entitet,
brojna istrazivanja imala su za cilj razjasnjenje
njezine etiologije. Cijeli niz razli¢itih nefrotoksi¢nih
agensa pokuSavao se dovesti u vezu s nastankom bo-
lesti. Postupno, nakon provedenih istrazivanja, broj-
ne hipoteze o etiologiji ove bolesti nisu se mogle
odrzati i bivale su djelomic¢no ili u potpunosti od-
bacene. Jedna od rijetkih, jo$ uvijek aktualnih hipo-
teza, svakako je ona o ulozi nekih otrova prirodnog
porijekla u nastanku balkanske endemske nefropa-
tije.

Moguca povezanost plijesni i njihovih metabolita
s nastankom endemske nefropatije pocinje se spo-
minjati Sezdesetih godina.® ! Medutim, nakon spoz-
naje da su promjene na bubrezima nefropata vrlo
slicne promjenama kod okratoksikoze zivotinja, po-
sebice svinja,'"" mikotoksinska hipoteza u etiologiji
ove bolesti dobiva sve viSe sljedbenika. Od tog vre-
mena Institut za medicinska istrazivanja i medici-
nu rada SveuciliSta u Zagrebu bavi se istrazivanji-
ma, s ciljem da afirmira ili opovrgne mikotoksinsku
hipotezu u nastanku balkanske endemske nefropa-
tije. Ovi napori bili su usmjereni u dva smjera: a)
na pracenje 1 procjenu izlozenosti stanovnistva en-
demskih sela Brodske posavine nefrotoksi¢cnom mi-
kotoksinu okratoksinu A, i b) na ispitivanje toksic-
nosti ovog spoja prirodnog porijekla u in vitro po-
kusima.

Procjena ekspozicije stanovnistva endemskih sc-
la u pocetku istrazivanja zasnivala se uglavnom na
analizi okratoksina A u hrani i epidemioloskim po-
dacima o ishrani stanovnistva. Okratoksin A odredi-
van je u namirnicama metodom tankoslojne kro-
matografije koju su razradili Nesheim i suradnici.'?
Za odredivanje okratoksina ovom metodom upotreb-
ljava se kloroform, kao otapalo za ekstrakciju, te sc
nakon procisc¢avanja na koloni diatomejske zemlje
okratoksin dokazuje pod UV-lampom s tankog sloja.

Rezultati analiza uzoraka hrane na okratoksin
A u proteklom razdoblju prikazani su na tablici 1.

U zasebnoj studiji, analizom 760 uzoraka kruha
i cerealija iz sela s endemskom nefropatijom, okra-
toksin A je naden u 949, uzoraka. Izmjerene koli-
d¢ine u pozitivhim uzorcima kretale su se izmedu
75 i 140 pg/kgt'% 5 a broj pozitivnih uzoraka zna-

c¢ajno je varirao od godine do godine s frekvencij-
skom vrijednoscu od 0%, do 429%,.

Razvojem analitickih postupaka, odnosno poja-
vom metode za odredivanje okratoksina A u biolos-
kom materijalu, kao Sto su krv i razlicita tkiva ®
pruzena je mogucnost direktnijeg uvida u izlozenost
pojedinaca ovom toksinu. U razdoblju od 1979. do
1987. godine analizirano je 13942 uzorka humanog
seruma, odnosno plazme prikupljenih u toku perlu-
stracije stanovnistva endemskih sela Brodske posa-
vine 1 kontrolnih podruc¢ja. Rezultati su sumirani i
prikazani u tablici 2.

U tablici 3. prikazane su dobivene vrijednosti
analiza krvi na sadrzaj okratoksina A u pojedinim
endemskim selima, od 1985. do 1987. godine.

Iz navedenih podataka je vidljivo da postoje
znacajne varijacije nadenih koncentracija okratok-
sina A od godine do godine unutar istih sela. Za-
nimljiv je nalaz okratoksina A u krvi stanovnika
kontrolnog secla Okucanski Gredani iz 1985. godine.
U ovom selu naden je vedi broj pozitivnih uzoraka,
medutim, uzorci krvi u ovom selu uzimani su tije-
kom ljetnog perioda za razliku od ostalih sela gdje
su uzorci uzimani tijekom zimskog razdoblja.'” Na
osnovi laboratorijskih istraZzivanja, utvrdeno je da
je produkcija toksina, bez obzira na rast plijesni,
uvjetovana s nekoliko parametara od kojih su rela-
tivna vlaznost i temperatura svakako najvazniji.!'. 1
Zbog velikih razlika u temperaturi i vlaznosti zraka
izmedu zimskog i ljetnog perioda moze se pretpo-
staviti da bi vrijednosti okratoksina A i u endem-
skim selima bile vise ili ¢ak znacajno vise od dobi-
venih da su mjerenja provedena tijekom ljeta. Do-
biveni podaci, stoga, ukazuju na nuznost prikuplja-
nja uzoraka krvi u istom godisnjem dobu u svim
ispitivanim selima, a u svrhu komparacije.

Da bi se razumjelo znacenje pozitivnih nalaza
okratoksina A u krvi ljudi, te pojasnio mehanizam
djelovanja ovog mikotoksina, zapoceta su istraZiva-
nja na eksperimentalnim Zivotinjama i u in vitro
uvjetima. Nakon peroralne ili intravenske aplikacije
okratoksina A u koncentraciji od 50 pg'kg ribama,
prepelicama, miSevima, Stakorima i majmunima —
utvrdili smo izuzetno brzu eliminaciju toksina iz
krvi riba i ptica, dok je u majmuna bilo moguce
pratiti okratoksin A u mjerljivim koncentracijama
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vise od dva mjeseca (Fuchs i suradnici neobjavljeni TABLICA 1.
rezultati). Izgleda da se u visih vrsta Zivotinja okra- OKRATOKSIN A U HRANI
toksin dulje zadrzava u cirkulaciji nego u nizih vr-
sta. Na osnovi ovih podataka postavlja se pitanje o Godina
farmakokinetike okratoksina A u ljudi. Nadene vri- Uzorci 1972. 1973 1974, 1975.  1976. 1977/1978.
jednosti, posebice niske, mogu, stoga, predstavljati 3 aiizirano 17 52 157 270 »n 628
ostatak ekspozicije toksinu od prije viSe dana ili 6 5 37 18 14 109
ie i Pozitivno
mjesect, A 16 10 10 7 10 17
Raspon: od tragova do 50 ppb
TABLICA 2.
BRODSKA POSAVINA (15 SELA)
OKRATOKSIN A U KRVI LJUDI
Godina
1979, 1980. 1981. 1982. 1983. 1984. 1985. 1986. 1987. Total
Broj
anatziranih
Ezuljuka 408 680 550 1321 2610 2392 1865 1887 2229 13.942
roj
pozitivnih 57 45 13 31 66 36 21 32 11 31
Uy pozitivnih 13.9 6.6 2.3 23 2.5 1.5 1.1 17 05 2.2
TABLICA 3.

REZULTATI ANALIZA UZORAKA KRVI
SELIMA OD 1985.

U ENDEMSKIM I NEENDEMSKIM
DO 1987. GODINE

Godina Selo Broj uzoraka Okratoksin A u plazmi
% Raspon
Analiziranih pozitivnih Pozitivnih ng/ml
Kaniza 457 2 0,4 10—15
1985. Luzani 764 0 — =
Dubodec 269 5 1.9 10—15
*0Ok. Gredani 375 24 6.4 10—15
Ukupno 1865 31 1.7 10—15
Kaniza 513 12 23 5-35
Bebrina 357 ¥ 2.0 519
1986. Banovci 263 4 1.5 5— 8
Sumece 381 6 1.6 5—10
Stupnicki Kuti 373 3 0.8 5— 8
*Pod. Podgajci 401 0 0
Ukupno 2288 32 1.7 5-35
Sumecdce 394 3 1.7 5—35
Banovci 240 2 1.3 5—10
1987, Bebrina 312 0 — —
Kaniza 534 1 0.1 5
Zbijeg 341 5 1.5 5—100
. Klakar 252 0 — -
. Jasenovac 156 0 — —_
Total 2229 11 0.5 5—100
*Uzroci  sakupljeni u ljetnom periodu

. Neendemska sela

Okratoksin A se u krvi nespecifi¢no veze za al-
bumin,? ali i za neke druge jo$ neidentificirane ma-
kromolekule. Ovi proteini male molekulske teZine
vezu okratoksin A gotovo na receptorskoj razini.'®
Okratoksin A vezan na ovakove makromolekule mo-
Zze prodi kroz glomerularnu membranu, te zatim pro-
cesom pinocitoze biti uvucen u stanice proksimal-
nih tubula. S obzirom da okratoksin A remeti pro-
teinsku sintezu, najvjerojatnije tako da dolazi do
inhibicije fenilalanin-tRNA-sintetaze,® istrazivanja smo
usmjerili na iznalaZenje proteina bubrega, koji bhi
mogli biti poremeceni u pocetnoj okratoksikozi i
koji bi mogli posluziti kao rani znak lezije. Ispitiva-
nja na nekim laboratorijskim zivotinjama, kao i na
svinjama prirodno izloZzenim okratoksinu, ukazala su
na to da djelovanjem okratoksina A dolazi do sma-
njenja aktivnosti fosfoenolpiruvat karboksikinaze,
dok je aktivnost drugih ispitivanih enzima (gama-
glutamil transpeptidaze, glutaminaznih izoenzima,
dehidrataze-delta-aminolevulinske kiseline) ostala ne-
promijenjena.!®

Istrazivanja ucinaka okratoksina A u pokusnih
Zivotinja obuhvadala su i pradenje distribucije ovog

toksina u organizmu. Neposredni cilj ovih istraZiva-
nja bio je izuéavanje sudbine malih doza okratoksi-
na A u organizmu zivotinja, doza koje se mogu oce-
kivati u prirodnoj izloZenosti ljudi. Nadalje, Zeljeli
smo iznac¢i podesne zivotinjske modele za istraZiva-
nje specifi¢nih udinaka ovog nefrotoksina na poje-
dine organe i organske sustave. Nakon intravenske
aplikacije 14C-okratoksina A pokusnim Zivotinjama,
distribucija toksina pracena je tehnikom »Whole
body autoradiography«.” U datim vremenskim in-
tervalima Zivotinje su usmréivane te odmah smrza-
vane na —75°C. Sagitalni rezovi cijele Zivotinje, deb-
ljine 20 pm, stavljeni su na rentgenske filmove, a
nakon razvijanja, ofitavana je s autoradiograma dis-
tribucija radioaktivno obiljezenog okratoksina A.

U pastrva nadena je specifi¢na kumulacija tok-
sina u bubrezima uz izuzetno brzu eliminaciju iz kr-
votoka i ostalih tkiva. Zbog specifi¢ne uloge bub-
rega u fiziologiji riba, kao ekskretornog i hematopo-
etskog organa, riba bi mogla biti podesan model za
izu¢avanje nefrotoksi¢nosti i hematotoksi¢nosti ok-
ratoksina A.°
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Retencija radioaktivno obiljeZzenog okratoksina A
u prepelica nadena je u Zumanjku jajeta. Nakuplja-
nje 14C-okratoksina A u Zumanjku vidljivo je u ob-
liku koncentriénih krugova ostro ogranicenih od
okoline koji upucduju na taj nacin na vrijeme eks-
pozicije zivotinje toksinu. S obzirom na to da se
proteini potrebni za rast Zumanjka sintetiziraju u
jetri, te da se specificno ve?u sa okratoksinom A,
ovi proteini mogli bi posluziti kao model za izuca-
vanje specificno vezucih proteina za okratoksin A
u humanoj plazmi?

U sisavaca, odnosno u misa, nadena je generc-
lizirana distribucija toksina po cijelom tijelu, pri
¢emu je u krvi i Zu¢i utvrdena najveca koncentra-
cija 14C-okratoksina A u odnosu na ostala tkiva.
Kumulacija radioaktivno obiljeZenog okratoksina A
u bubregu misa bila je naglasenija u dubljim slo-
jevima korteksa i meduli?

Da bi se utvrdila distribucija i afinitet okratok-
sina A za pojedine segmente i stanice bubreznog
tkiva, nuzna je primjena tehnike mikroautoradiogra-
fije, odnosno elektronskomikroskopske autoradiogra-
fije. U suradnji sa kolegama iz Svedske, dio ovih
istrazivanja je u toku i nadamo se da ¢emo usko-
ro doéi do prvih rezultata.

ZAKLJUCAK

Na osnovi dosada$njih saznanja, mikotoksinska
hipoteza u etiologiji balkanske endemske nefropatije
nije mogla biti potvrdena, ali niti odbacena. Okra-
toksin A moZda nije iskljudivi uzro¢nik ove teske i
fatalne bolesti. Medutim, za sada, shodno an_Qligiéklm
postupcima, jedan je od rijetkih nefrotoksicnih mi-
kotoksina pristupa¢an pradenju i mjerenju u bio-
loskom materijalu. IzuCavajudi toksikologiju ovog
toksina prirodnog porijekla, misljenja smo da ¢emo
dobiti uvid u mogude opce djelovanje nefrotoksina
gljivitnog porijekla.
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Abstract

A POSSIBLE ROLE OF MYCOTOXINS IN THE ETIOLOGY OF BALKAN ENDEMIC NEPHROPATHY

Radovan Fuchs, Radovan Plestina and Marko Sarié

Institute for Medical Research and Qccupational
Health, University of Zagreb

The paper gives an overview of the investigations
aiming to prove the mycotoxin in etiology of
Balkan Endemic Nephropathy, The studies have

been carried out in the past ten years by the Institute
for Medical Research and Occupational Health, Uni-
versity of Zagreb.

Results of the field studies performed for the
puropose of monitoring people in the endemic area
of Brodska Posavina, of studies on experimental
animals and of in vitro studies are presented.

Key words: Balkan endemic nephropathy, etiology,
mycotoxin

Received: April 8, 1988



