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Izvle~ek. Aktinoporini, toksi~ne beljakovine,
izolirane iz morske vetrnice Actiniae equinae, ob-
likujejo selektivne pore za katione v celi~nih
membranah in s tem povzro~ijo citolizo. V na-
logi sem raziskovala mehanizme toksi~nosti ak-
tinoporina ekvinatoksina I. U~inke ekvinatoksina
I sem ugotavljala z merjenjem I. odvoda EKG,
dihalnega volumna in arterijskega pritiska, z za-
sledovanjem hematolo{kih in biokemi~nih spre-
memb krvi ter patohistolo{kih sprememb v tkivu
sr~ne mi{ice in plju~. Krvni tlak po vbrizgu ek-
vinatoksina I pade na vrednost srednjega cirku-
lacijskega tlaka, nastopi tahipnoe in izrazita
bradikardija, ki ji sledi obdobje relativne tahikar-
dije. V ~asu bradikardije je opaziti zmanj{anje
amplitude valov P in podalj{anje intervala P-Q.
Kon~no nastopi ventrikularna ekstrasistolija in
valovi P izginejo. Po obdobju tahipnoe dihanje
preneha, nato za~ne poskusna ̀ ival ponovno di-
hati, kon~no pa dihanje preneha. Poskusna `i-
val pogine zaradi zastoja dihanja in delovanja
srca. Analiza krvi je pokazala hemolizo in hiper-
kaliemijo, padec hematokrita in pove~anje pla-
zemske koncentracije kalija za {tirikrat.
Patomorfolo{ki pregled je razkril plju~ni edem
s krvavitvami, v sr~ni mi{ici pa zgodnjo nekro-
zo sr~ne mi{i~nine. Ekvinatoksin I za razliko od
drugih aktinoporinov deluje na vzdra`nost predd-
vorov, saj po njegovem delovanju valovi P
v EKG-zapisu izginejo. Hiperkaliemija kot vzrok
smrti poskusne `ivali ni zadostna. Rezultati ra-
ziskave dovoljujejo sklep, da ekvinatoksin I pov-
zro~i akutno nekrozo sr~ne mi{ice, ki je poleg
plju~nega edema v veliki meri odgovorna za smrt
poskusne `ivali.
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Abstract. The mechanism of action of the actino-
porins, substances from the sea anemone Actinia
equina, is by cation selective pore formation in the
cellular membranes that consequently cause cell
lysis. The aim of the present study was to inves-
tigate the mechanism of the toxicity of actino-
porin equinatoxin I. In in vivo experiments the
measurements of ECG (lead I), respiratory activ-
ity and arterial blood pressure were taken, the
hematological and biochemical analysis of the
blood samples were performed. The tissue sam-
ples were taken for pathomorphologic examina-
tion. After application of equinatoxin I there was
a fall in the arterial pressure. A prominent brady-
cardia was followed by the phase of the relative
tahycardia. During the bradycardia the amplitude
of P waves was diminished and the P-Q interval
was prolonged. Eventually ventricular extrasis-
toly developed and P waves disappeared. The
tahypnoe was followed by the breathing cessation.
In a while the animal started to breath and termi-
nated again. The experimental animals died due
to the cardio-respiratory arrest. The blood sam-
ples revealed haemolysis and hyperkalemia, fall
of hematokrit and rise in potassium plasma con-
centration for four times. Pathomorphological
examination showed pulmonary edema with hem-
orrhages and early necrosis of cardiomyocytes.
The lethality of actinoporins is due to cardiores-
piratory arrest. Equinatoxin I differentiates from the
other actinoporins in the special activity on the
excitability of the atrium, as the P waves in ECG
disappeared. The induced hyperkalemia was not
sufficient to explain the lethality of the toxin.
Equinatoxin I induces acute necrosis of myocardi-
um. Together with pulmonary edema this is the
most important mechanism that leads to the death
of experimental animals.

*Objavljeno delo je bilo nagrajeno s Pre{ernovo nagrado za {tudente v letu 1996.
**Valentina Otja Giacomelli, {tud. med., In{titut za patolo{ko fiziologijo, Medicinska fakulteta, Zalo{ka 4, 1000 Ljubljana.



Uvod

Toksini so snovi naravnega izvora, ki lahko v razmeroma nizki koncentraciji povzro~ijo

smrt poskusne ̀ ivali. Po naklju~nem ali na~rtovanem odkritju bioaktivne snovi sledi izo-

lacija u~inkovin in njihova biokemi~na analiza. Izolirani snovi dolo~imo toksi~nost, ki jo

navadno izrazimo z LD
50

. To je odmerek snovi, ki se izka`e kot letalen v polovici posku-

sov. Kadar je LD
50

razmeroma majhna, bioaktivno snov poimenujemo toksin.

Raziskovalni pristopi v toksinologiji

Biokemi~na zgradba snovi sama po sebi ve~inoma ne izdaja mehanizma delovanja. Po-

dobnost zgradbe z bioaktivnimi snovmi z znanim mehanizmom delovanja je lahko do-

bra izto~nica za na~rtovanje usmerjenih poskusov in vitro in in vivo. Pri poskusih in vivo

homeostatski mehanizmi zmanj{ujejo vpliv toksina na organizem in s tem popa~ijo pa-

togenetsko sliko ter ote`ijo ugotavljanje prijemali{~ delovanja toksina. Poskusi in vivo

so zato zapleteni. Z njimi ugotavljamo, na katere organske sisteme toksin prvenstveno

deluje. S poskusi in vivo lahko najbolje prou~ujemo spremembe vitalnih funkcij.

Ko spoznamo prvenstveni tar~ni organ delovanja toksina, preverjamo s poskusi in vitro

neposredne u~inke toksina. S poskusi na izoliranih organih in celi~nih kulturah, kjer je

mogo~e poskusne razmere sorazmerno dobro nadzirati, lahko sproti spremljamo akut-

ne spremembe opazovanih fiziolo{kih parametrov glede na kontrolno vrednost pred vbriz-

gom toksina. Najbolj neposreden odgovor o mehanizmu delovanja toksina pa dajo

raziskave u~inkov na celi~ni in molekularni ravni. Dobljenih rezultatov poskusov in vitro

pa kljub temu ni vedno preprosto projicirati v patofiziolo{ko sliko procesa in vivo. Posa-

mezna raziskava zato le te`ko daje dokon~en odgovor o mehanizmu delovanja biolo{-

ko aktivne snovi.

Citoliti~ni toksini

Citoliti~ni toksini (1) po{kodujejo celi~no membrano. Povzro~ijo akutno letalno okvaro

celice. Citoplazemska membrana ali plazmalema predstavlja namre~ prepreko med zno-

trajceli~nim, visoko uravnavanim citoplazemskim okoljem in zunajceli~no teko~ino. Plaz-

malema vzdr`uje tudi elektrokemi~ni gradient med zunanjo in notranjo stranjo, kar je

podlaga vzdra`nosti nekaterih celic, ki so sposobne pro`enja akcijskih potencialov. Mem-

brane v grobem sestavlja ogrodje iz lipidnega dvosloja, ki sestoji iz ambifilnih fosfolipi-

dov, s hidrofobnimi konci v notranjosti membrane in hidrofilnimi glavami na zunanjih straneh

membrane. Holesterol vpliva na njeno fluidnost, razli~ni glikolipidi in glikoproteini pa do-

lo~ajo funkcionalne zna~ilnosti membrane. Posamezni tipi celic se razlikujejo po koli~i-

ni in vrsti membranskih lipidov in beljakovin. Med citoliti~nimi toksini so za to nalogo

najpomembnej{i porini, ki povzro~ijo lizo celic z nastankom por v plazmalemi.

Porini – toksini, ki oblikujejo membranske pore

Porini predstavljajo veliko heterogeno skupino toksinov, ki se med seboj razlikujejo po

izvoru in velikosti por. Polmer odprtine pore lahko zna{a od 0,2 nm pri nekaterih anti-

biotikih do 15 nm pri bakterijskih toksinih. V odvisnosti od velikosti in {tevila nastalih por

MED RAZGL 1997; 36

438



izgubi prizadeta celica nadzor nad normalno ionsko sestavo znotrajceli~nega prostora

in vitalne molekule za~nejo uhajati v medceli~nino. Hkrati pride do kopi~enja Na+ v ce-

lici in nabiranja vode z nabrekanjem in kon~no lizo celice.

V mehanizmu nastanka por opazimo podobnost med nekaterimi bakterijami, virusi, po-

rini in fiziolo{ko reakcijo vezave komplementa. Najbolj znani citoliti~ni toksini, ki obliku-

jejo pore v celi~ni membrani, so bakterijski toksini streptokokov, stafilokokov, bacilusov,

klostridijev, listerije, nekateri antibiotiki in toksini morskih vetrnic.

Aktinoporini – citoliti~ni toksini morskih vetrnic

Iz morskih vetrnic so ekstrahirali mnogo citoliti~nih in {e zlasti hemoliti~nih dejavnikov,

manj pa so jih izolirali in analizirali (tabela 1). Ve~ina toksinov je bazi~nih beljakovin z mo-

lekulsko maso okrog 20 kDa. Liti~ni u~inek lahko ve~inoma prepre~imo s poprej{njo in-

kubacijo toksinov s sfingomielinom. Ta fosfolipid naj bi bil tudi receptor za omenjene toksine.

Med seboj se razlikujejo v imunolo{kih in fizikalnih lastnostih ter aminokislinski sesta-

vi. V doslej analiziranih zaporedjih aminokislin pa so kljub temu na{li dolo~eno stopnjo

homologije, {e posebej v aktivnem delu toksinske molekule.

Tabela 1. Citoliti~ni toksini morskih vetrnic.

Toksin Morska vetrnica, ki toksin vsebuje

Citolizin III Stoichactis heliantus

Kentin Stoichactis kenti

Epiactini A, B, C Epiactis prolifera

Variolizin Pseudoactinia varia

Parasitotoksin Parasicyonis actinostoloides

Tealiatoksin Tealia felina

Ekvinatoksin I, II in III Actinia equina

Karitoksin I in II Actinia cari

Condylactis toksin Condylactis gigantea

Morske vetrnice izvirajo iz rodu o`igalkarjev (Cnidaria) in imajo specializirane organe-

le nematociste, v katerih se nahajajo razli~ni toksini. Nekatere vetrnice prebivajo tudi

v Jadranskem morju (Actinia equina, Actinia cari, Anemonia sulcata). Veliko zanimanje

za toksine morskih vetrnic je nastopilo po izolaciji {tevilnih toksinov z razli~nimi meha-

nizmi delovanja. Ti toksini so ve~inoma polipeptidi. V nekaterih vetrnicah prevladujejo

manj{i (2–6 kDa) nevrotoksini, ki niso liti~ni, v drugih pa ve~ji polipeptidi (okrog 20 kDa)

citolizini (1).

Nevrotoksi~ni polipeptidi delujejo na prevodnost napetostno odvisnih kationskih kanal~-

kov. Najbolj so raziskani nevrotoksini, ki vplivajo na aktivacijo ali inaktivacijo Na+-kanal~-

kov, na{li pa so tudi toksine, ki blokirajo K+-kanal~ke.

Citolizini spadajo v skupino bazi~nih polipeptidov z veliko afiniteto do sfingomielina, ki

se vklopijo v lipidni dvosloj membrane in oblikujejo pore. Pri nas so izolirali citolizine iz
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A. equine in A. cari (2, 3). Podobni citolizini so bili izolirani {e iz avstralske morske ve-

trnice A. tenebrosae (tenebrosin A, B, C) (4), karibske morske vetrnice Stoichactis he-

liantus (5) in drugih vrst morskih vetrnic.

Leta 1977 je Bernheimer (6) predlagal poimenovanje citoliti~nih polipeptidov, izoliranih

iz morskih vetrnic, sestavljeno iz imena vrste in »kon~nice« – lizin (ekvinalizin za EqT).

Leta 1988 pa je Kem (7) predlagal skupno ime aktinoporini zaradi zna~ilne tvorbe mem-

branskih por. Ti toksini spadajo med najbolj toksi~ne do zdaj znane naravne snovi. Kljub

temu pa toksini ve~ine morskih vetrnic, s katerimi se sre~ujemo, niso nevarni za ljudi,

ker strupni organ ni razvit tako, da bi predrl ~love{ko ko`o. Pomembni so za prou~eva-

nje dogajanj na ravni celi~nih membran in interakcij med fosfolipidi in beljakovinami. So

tudi potencialne kardiostimulantne (8) in protitumorske u~inkovine (9). Na velik pomen

teh toksinov ka`e tudi dejstvo, da jih `e izdelujejo laboratorijsko z genetskim in`enirin-

gom (5). Za {tudijo smo izbrali ekvinatoksin I, ki je eden najmanj raziskanih, a hkrati naj-

bolj toksi~nih aktinoporinov.

Aktinoporini, izolirani iz Actiniae equinae

Ekvinatoksin je bil prvi~ izoliran leta 1974 iz morske vetrnice Actinia equina L (2) in je

bil med prvimi izoliranimi aktinoporini. Kasneje so izolirali in opredelili tri izotoksine, ki

vsi spadajo v skupino aktinoporinov (3).

Kemi~na struktura in lastnosti

Leta 1986 so izotoksine iz Actiniae equinae tudi biokemi~no analizirali in opredelili kot

ekvinatoksine I, II in III (EqT I, II in III). Ti so letalne in citoliti~ne beljakovine (3), ki so

velike 20 kDa, mo~no bazi~ne (pI = 9,8 za EqT I, pI = 10,5 za EqT II, III) in termostabil-

ne do 80°C. Pepsin in tripsin jih razgrajujeta. V izoliranem materialu je najve~ izotoksi-

na EqT II, ki je tudi edini izotoksin, ki ga najdemo v lovkah te `ivali. Iz telesa vetrnic pa

so izolirali vse tri izotoksine. Pred odkritjem treh izotoksinov in izbolj{anjem izolacijskih

postopkov so v poskusih uporabljali nejasno opredeljen EqT, ki sta ga prva izolirala in

opisala Ferlan in Lebez leta 1974 (2). U~inki EqT verjetno ustrezajo predvsem u~inkom

EqT II, saj je tega toksina v izoliranem materialu najve~. Kljub temu pa moramo upo{te-

vati mo`nost, da sta za posamezne takrat opisane specifi~ne u~inke EqT odgovorna tudi

preostala dva ekvinatoksina.

U~inki ekvinatoksinov I, II in III na celi~nih membranah

Citoliti~na in {e zlasti hemoliti~na aktivnost (10) je glavna zna~ilnost izotoksinov Acti-

nie equine in je verjetno eden od mehanizmov delovanja na kardiorespiratorni sistem.

Ekvinatoksini povzro~ijo citolizo z nastankom por, zato sodijo v skupino aktinoporinov.

Funkcionalni polmer por je 1,1 nm. Receptorska molekula v membrani eritrocita in dru-

gih celic je sfingomielin (11). Pore se oblikujejo z vstavljanjem in oligomerizacijo toksin-

skih molekul v celi~ne membrane. Pora sestoji iz posameznih citolizinskih monomerov

in je neselektivno prepustna za katione. Oblikovanje por vodi v koloidno-osmotski tip celi~-

ne po{kodbe in propad celice. Poleg tega je za okvaro celice pomemben tudi porast ak-

tivnosti citosolnega Ca2+ (kot univerzalnega sekundarnega prena{alca), ki vstopi v celico

MED RAZGL 1997; 36

440



skozi novonastale kanale in lahko spro`i razli~ne nepovratne spremembe v celi~ni fi-

ziologiji in morfologiji, kon~no tudi celi~no smrt.

Kinetika hemolize in vpliv nekaterih ionov

[tudijo kinetike hemolize so napravili s spektrofotometri~nim opazovanjem spro{~anja

hemoglobina iz eritrocitov (12). Ugotovili so sigmoidni tip kinetike, ki je zna~ilen tudi za

druge citoliti~ne encime in je odvisen od koncentracije ter tipa izotoksina. Hitrost hemo-

lize se ve~a s koli~ino sfingomielina v membrani, hkrati pa je tudi funkcija pH in koncen-

tracije razli~nih ionov v mediju: aktivnostni optimum dose`e hemoliza pri pH 8,8, nad

pH 10 in pod 6,5 pa u~inkovitost toksina izrazito upade. Dodajanje Ca2+ v medij hemo-

lizo pospe{uje, Mg2+, Ba+, Li2+ in EDTA pa jo upo~asnjujejo. Toksin ne ka`e fosfolipaz-

ne aktivnosti.

Med posameznimi ioni ima najve~ji vpliv Ca2+. EqT sicer ka`e mo~an hemoliti~ni u~i-

nek tudi v odsotnosti Ca2+-ionov, ob njegovi prisotnosti pa hemoliti~na aktivnost nara{-

~a. Za hemolizo je pomembna tudi neposredna aktivacija od Ca2+ odvisnih K+-kanal~kov

z EqT II (13).

Morfolo{ke spremembe celic po aplikaciji EqT II

Morfolo{ke spremembe celic po aplikaciji EqT II so s transmisijsko elektronsko mikro-

skopijo opazovali na fibroblastni celi~ni kulturi V-79-379 (14). Ob dodatku EqT II v sub-

liti~nih koncentracijah (5,8 × 10–11–5,3 × 10–10) so bile citotoksi~ne ultrastrukturne

spremembe o~itne. [tevilni mehur~ki se kopi~ijo na povr{ini celic, kjer so opazili tudi zni-

`anje mikrovilov. Golgijev aparat in mitohondriji so nabrekli, celi~no jedro pa je ostalo

nespremenjeno. Po dodajanju visokih koncentracij EqT II (5,8 ×10–9) v medij celi~ne kul-

ture so opazili razpad celice.

Vpliv EqT na agregacijo trombocitov

EqT povzro~i agregacijo spranih zaj~jih trombocitov pri koncentraciji 0,01 ng/ml (15). Pri

tem so opazili spro{~anje ATP, ne pa tudi tromboksana B
2
. Agregacija trombocitov je

bila odporna proti dodajanju indometacina, kreatin-fosfat/kreatin fosfokinaze ali antago-

nistov trombocite aktivirajo~ega dejavnika (angl. platelet-activating factor, PAF). Agre-

gacijo pa so zavirali imipramin, Na+ nitroprusid, mepakrin, teofilin, prostaglandin E
1

in

EDTA. Verapamil inhibira tako agregacijo kot tudi reakcijo spro{~anja, ki jo EqT povzro-

~i pri koncentracijah Ca2+ v zunajceli~ni teko~ini od 0,01 do 15 mM. Velike koncentraci-

je EqT so povzro~ile razpad trombocitov. Agregacija trombocitov, povzro~ena z EqT, je

neodvisna od ADP, tromboksana ali PAF. Vpletena je fosfoinozitolfosfatna pot, ki se spro-

`i z aktivacijo fosfolipaze C.

U~inki EqT na `iv~no-mi{i~ni sistem

Na skeletni mi{ici in mieliniziranem `iv~nem vlaknu so ugotavljali vpliv EqT II na mem-

branski potencial (16, 17) z mikroelektrodno tehniko in z vaseline-gap voltage-clamp meto-

do. Pri skeletni mi{ici (m. gastrocnemius, m. extensor longus digiti IV. in m. semitendinosus

`abe) so opazili ireverzibilni padec membranskega potenciala. Takoj po aplikaciji EqT II
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je mogo~e zaznati mo~no pove~ano nespecifi~no prevodnost membrane (angl. leaka-

ge currents), katere velikost je premosorazmerna s koncentracijo in trajanjem dodaja-

nja toksina. EqT I in II na skeletni mi{ici ireverzibilno blokirata Na+-kanal~ke. Za EqT II

so ugotovili, da blokira natrijev tok ob nespremenjenem ravnote`nem potencialu za Na+,

iz ~esar je lahko sklepati, da EqTII deluje neposredno na Na+-kanale. Nasprotno pa EqTIII

zmanj{uje amplitudo akcijskih potencialov in natrijevega toka v veliki meri preprosto s tem,

da Na+ vdre v celico in tako zmanj{a koncentracijsko razliko med notranjim in zunanjim

celi~nim prostorom, s tem pa tudi elektrokemijski gradient.

Na izoliranem mieliniziranem senzori~nem ̀ iv~nem vlaknu ishiadi~nega ̀ ivca ̀ abe EqT II

reverzibilno blokira repolarizacijski kalijev tok, EqT III pa mo~no pove~a nespecifi~no mem-

bransko prevodnost (17). EqT II pa tu ne vpliva na Na+-tokove. V primerjavi z mi{ico je

`iv~no vlakno bolj odporno na liti~ni u~inek toksinov. To verjetno lahko razlo`imo s pu-

frajo~im u~inkom mielinske ovojnice, kjer je sfingomielin v veliki koli~ini.

U~inki EqT na srce in `ilje

Na izoliranem preparatu atrija morskega pra{i~ka (18) so pri perfuziji tkiva z EqT opa-

zili prehoden negativen dromotropni in inotropni u~inek, ~emur je po 30–60 sekundah

sledila faza s pozitivnim dromotropnim in inotropnim u~inkom, ki je trajala do 30 minut.

Podobna opa`anja na tenebrozinu iz Actiniae tenebrose so avtorje napeljala k misli, da

bi toksin lahko bil prototip novih kardiostimulatornih zdravil. Kasnej{e {tudije pa so po-

kazale, da sta EqT II in tenebrozin pravzaprav istovetna, da gre le za dvojno poimeno-

vanje iste snovi in iste morske vetrnice (4).

Na Langendorffovem preparatu srca morskega pra{i~ka so ugotavljali vpliv EqT II na ko-

ronarni pretok, EKG in mo~ kr~enja prekatov (19–22). U~inki EqT II so bili odvisni od

koncentracije toksina v perfuzijski teko~ini. Pri koncentraciji 10 nM do 1 μM se pretok sko-

zi koronarne `ile zmanj{a na 10 % za~etne vrednosti. Tudi sila kr~enja se zmanj{a na

10 % za~etne vrednosti, izmerjene pred perfuzijo izoliranega srca z EqT II. Frekvenca

upade na 30 % za~etne vrednosti, EKG pa poka`e bradikardijo. Elektri~na aktivnost pre-

katov povsem izgine, valovi P pa ostanejo neprizadeti, kar ka`e na atrio-ventrikularni

blok, ali pa je prekatna mi{ica postala nevzdra`na. Srce se ustavi v 5–7 minutah.

Pri farmakolo{ki {tudiji u~inkov EqT II na Langendorffovem preparatu srca morskega pra-

{i~ka ob prisotnosti nitroglicerina in verapamila so ugotovili, da prvi blokira negativni ino-

tropni u~inek EqT II in povzro~i manj{i upad koronarnega pretoka, verapamil pa poleg

zgornjega tudi mo~neje varuje pred nastopom aritmije (19). Ti rezultati podpirajo dom-

nevo, da je podlaga kardiotoksi~nih u~inkov dvig koncentracije znotrajceli~nega Ca2+ in

vazospazem koronarnih `il.

U~inki EqT na plju~ni krvni obtok

Pri poskusih s perfuzijo izoliranih plju~ buder z EqT II (23) so ugotovili nastanek plju~-

nega edema, katerega ob{irnost je odvisna od odmerka EqT v perfuzijski teko~ini. Pri

majhnih koncentracijah (pod 150 ng/ml) je teko~ina omejena na znotrajceli~ni in delno

tudi na intersticijski prostor, pri koncentraciji, ki je enaka ali ve~ja od 150 ng/ml, pa se
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edemska teko~ina razlije v alveolarne prostore. EqT torej mo~no pove~a prepustnost

plju~nih ̀ il. Hkrati so z aplikacijo Na+-kromolina dokazali, da v primeru EqT plju~ni edem

ni posredovan z degranulacijo mastocitov, torej s histaminom, ~eprav je morfolo{ko po-

doben.

U~inki ekvinatoksinov in vivo

Toksi~ni u~inki ekvinatoksinov so pestri. Nekoliko podrobneje poznamo le u~inke EqT II.

Pri treh izotoksinih obstaja zanimiva raznolikost med hemoliti~nostjo (3) in toksi~nost-

jo. Hemoliti~na aktivnost je obratnosorazmerna z LD
50

posameznih izotoksinov, torej,

tem manj ko je izotoksin hemoliti~en, tem bolj je toksi~en. To je {e zlasti izrazito pri EqT I,

katerega u~inke in vivo obravnavamo v tej {tudiji. Toksi~ni u~inki posameznih izotoksi-

nov torej ne morejo biti posledica le hemoliti~nosti, temve~ tudi katerega drugega, {e

neznanega mehanizma. LD
50

posameznih izotoksinov so navedene v tabeli 2.

Tabela 2. Akutne LD50, dolo~ene na podlagi opazovanja pogina podgan v prvih 12 urah po vbrizgu izotok-
sina v repno veno. LD50 je odmerek snovi, ki se izka`e kot letalen v polovici poskusov.

Toksin LD
50

EqT I 23 μμg/kg

EqT II 35 μμg/kg

EqT III 83 μμg/kg

Ekvinatoksini imajo visoko afiniteto vezave na sfingomielin. Poprej{nja inkubacija EqT II

s sfingomielinom, kot `e re~eno, prepre~i hemolizo po vbrizganju v kri poskusne `iva-

li. Tudi dodajanje EqT, poprej inkubiranega s sfingomielinom, suspenziji eritrocitov nima

merljivih hemoliti~nih u~inkov.

V poskusih in vivo na laboratorijskih podganah je Sket s sodelavci (24) opazoval spre-

minjanje EKG, arterijskega tlaka in akcijskih potencialov (AP) na freni~ni ̀ ivec. Med se-

boj je primerjal rezultate enakih poskusov na intaktnih, vagotomiranih in umetno

predihanih podganah. Ugotovil je inhibitorno-stimulatorne vplive EqT. Minuto po vbriz-

gu toksina so izginili AP na freni~nem `ivcu. S tem je zamrla dihalna aktivnost, hkrati

je nastopila bradikardija s padcem tlaka. Inhibitorna faza je trajala 15–20 sekund. Sle-

dila je stimulativna faza s 3–7 minutnim porastom tlaka in pove~ano sr~no frekvenco,

ki pa ni presegla normalne. Pulzni in arterijski tlak sta nato postopoma upadala. Pri umet-

no predihanih in vagotomiranih podganah je bil ~asovni potek dogodkov kvalitativno in

kvantitativno primerljiv z opa`anji na intaktni podgani. Freni~ni `ivec je bil tudi po tem,

ko ni bilo ve~ zaznati dihalne aktivnosti, sposoben prevajati impulze, spro`ene z elek-

tri~no stimulacijo, diafragma pa se je kr~ila skladno s frekvenco elektri~nih impulzov.

U~inki EqT II in vivo

Leta 1986 so izolirali in opredelili posamezne izotoksine A. equine. Pojavilo se je vpra-

{anje, kateremu izmed njih ustrezajo rezultati prve in vivo {tudije. V okviru raziskovalne
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naloge za Pre{ernovo nagrado je Bunc (25, 26) preskusil EqT II, ki ga je v izvle~ku mor-

skih vetrnic najve~. Opazoval je spremembe EKG in dihanja po vbrizgu EqT II v repno

veno laboratorijskih podgan. @e v prvi minuti po vbrizgu toksina je opazil postopno zmanj-

{evanje frekvence dihanja, ki je v drugi minuti nenadoma povsem prenehalo. Nekaj tre-

nutkov ni bilo zaznati dihalnih gibov, nato pa je sledila ponovna dihalna aktivnost, ki je

kon~no zamrla po 1–2 minutah. Spremembe elektri~ne aktivnosti v srcu v obliki razli~-

nih motenj ritma je zaznal hkrati s spremembami dihanja, zna~ilno pa je bilo to, da se

je atrijska aktivnost v obliki dvofaznih P-valov ohranila {e dolgo po tem, ko so QRS-kom-

pleksi izginili. Hematokrit krvi podgan, ki so poginile zaradi u~inkov EqT II, se je zmanj-

{al. Izrazit je bil porast koncentracije kalijevih ionov v plazmi. Pri avtopsijskem pregledu

organov je opazil edematoznost plju~, povr{inske `ari{~ne krvavitve in ishemi~ne ble-

de lise. ^revo je kazalo znake sr~nega zastoja.

U~inki EqT III in vivo

V okviru magistrskega dela je Frange` (27) preu~eval u~inke EqT III in vivo. Podobno

kot pri EqT II je bilo opaziti motnje dihanja in sr~nega ritma. Tudi v primeru EqT III so na

koncu ve~inoma ostali dvofazni valovi P, medtem ko je aktivnost prekatov usahnila. Ar-

terijski tlak je upadel, nato pa je prehodno narastel nad normalo, kon~no pa je progre-

sivno padal proti vrednosti srednjega cirkulacijskega tlaka. Pri tem je porasla koncentracija

K+ v plazmi, hematokrit pa je upadel. Pri avtopsijskem pregledu je opazil podobne spre-

membe na plju~ih, kot je bilo opisano za EqT II.

Namen naloge in delovne hipoteze

Nekateri raziskovalci menijo, da je hemoliza s posledi~no hiperkaliemijo glavni razlog

za letalnost aktinoporinov. Raziskave u~inkov ekvinatoksina II in III pa so pokazale, da

je hiperkaliemija, ki jo opazimo po delovanju aktinoporinov in vivo, zagotovo pomem-

ben patogenetski dejavnik, ne pa edini in odlo~ujo~ za pogin poskusne `ivali. Zato je

~edalje bolj zanimiv EqT I, ki je najmanj hemoliti~en in najbolj toksi~en med ekvinatok-

sini, torej lahko predpostavimo, da bodo za njegove letalne u~inke pomembni tudi dru-

gi dejavniki. Kljub intenzivnosti raziskav na tem podro~ju je o natan~nem mehanizmu

delovanja aktinoporinov bolj malo zatrdno znanega. Na podlagi pregleda do zdaj ob-

javljene literature s podro~ja splo{ne toksinologije in aktinoporinov sem ugotovila, da

z EqT I prakti~no {e ni bilo narejene nobene {tudije. Opisani Sketovi poskusi in vivo z EqT,

ko posamezni izotoksini {e niso bili znani, najverjetneje ustrezajo u~inkom EqT II, ki ga

je v izvle~ku morske vetrnice A. equinae najve~. Z EqT I je bila poleg izolacije dolo~e-

na le njegova toksi~nost (23 μg/kg telesne te`e).

Podatki iz literature jasno ka`ejo na to, da je za u~inek EqT II in III kardiorespiratorni si-

stem primarni tar~ni organski sistem. Prva hipoteza je, da bo tudi EqT I glede na kemi~-

no, fizikalno, fiziolo{ko in biolo{ko podobnost z EqT II in III imel prvenstveni toksi~ni in

letalni u~inek na kardiorespiratorni sistem. Domnevo bom potrdila ali ovrgla z opazova-

njem sprememb EKG, arterijskega tlaka in dihanja ter s primerjavo s podobnimi posku-

si, izvedenimi z drugimi aktinoporini.
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Zaradi podobnosti ekvinatoksinov lahko dalje predpostavljamo, da bo zaradi citoliti~nih

u~inkov in intravaskularne hemolize po injiciranju EqT I porasla koncentracija kalijevih

ionov v zunajceli~ni teko~ini. Drugo hipotezo, da bo po delovanju EqT I nastopila hiper-

kaliemija, bom preverjala z analizo elektrolitov krvne plazme po intravenski aplikaciji treh

letalnih odmerkov EqT I. Hkrati bom ugotavljala pojav drugih sprememb v krvi, ki so jih

opazili pri raziskavah EqT II in III.

Pri poskusih z EqT II in III so ugotovili, da hemoliza s posledi~no hiperkaliemijo ni edi-

ni in zadostni mehanizem toksi~nega delovanja. Tretja hipoteza je, da EqT I ne povzro-

~i dovolj velikega porasta plazemske koncentracije KCl, da bi `e sama hiperkaliemija

lahko povzro~ila pogin poskusne `ivali. To domnevo bom preverila s primerjavo rezul-

tatov, ki jih bom dobila po vbrizgu 3 LD
50

v jugularno veno, s podatki o vplivu intraven-

ske aplikacije raztopine KCl, ki povzro~i enako stopnjo hiperkaliemije.

EqT II in III po mnenju ve~ine raziskovalcev povzro~ata spazem koronarnih arterij. Za-

radi ishemije bi lahko nastala nekroza sr~ne mi{ice. Nekrozo zaradi ishemije (28, 29)

bi v histolo{kem preparatu, barvanem s hematoksilinom in eozinom, lahko opazovali {e-

le po 7 do 8 urah. Prej kot v tem ~asu pa so ishemi~ne spremembe zaznavne le z elek-

tronskim mikroskopom. V histolo{kih preparatih, barvanih s hematoksilinom in eozinom

in odvzetih za histolo{ko preiskavo nekaj minut po smrti, torej ne bi smelo biti razpoz-

navnih nekroti~nih predelov sr~ne mi{ice, ~e so ti posledica ishemije. Prav tako se ne

bi v tem ~asu smele bistveno spremeniti vrednosti presnovnih encimov kot posledica

uhajanja iz ishemi~no-nekroti~nih vlaken sr~ne mi{ice. ̂ etrta hipoteza je, da EqT I lah-

ko z oblikovanjem por v membrani kardiomiocitov povzro~i akutno nekrozo miokarda,

ki ni posledica ishemije sr~ne mi{ice zaradi vazospazma, temve~ akutnega zve~anja ak-

tivnosti citosolnega kalcija. To delovno hipotezo bom preverila s histolo{kim pregledom

miokarda. Popolno potrditev ali zavrnitev te hipoteze samo s to {tudijo je iluzorno pri-

~akovati, saj zahteva {ir{o raziskavo, ki sega tudi na molekularno raven in zahteva elek-

trofiziolo{ke, imunohistolo{ke, elektronskomikroskopske in druge metode, kar presega

okvir moje naloge.

Materiali in metode

Poskusne `ivali

Poskuse sem izvedla na 25 laboratorijskih albino podganah (sev Wistar), samcih, ki so

bili te`ki od 301 do 398 g. Trudila sem se, da bi bilo {tevilo poskusov ~im manj{e, a {e

vedno zadovoljivo za statisti~no obdelavo. Raziskovalni protokol je sprejela eti~na ko-

misija za ocenjevanje primernosti poskusov na ̀ ivalih. Poleg 10 podgan, ki so umrle s kon~-

nim `rtvovanjem med urjenjem kirur{kega postopka in kanuliranja v veno ter arterijo,

sem znanosti `rtvovala le dodatnih 15 podgan. Pri 5 podganah sem zasledovala spre-

membe EKG in dihanja, pri 5 tudi spremembe arterijskega pritiska, 5 poskusov pa je

bilo kontrolnih. Avtopsi~ne vzorce sem odvzela 5 podganam, ki so poginile zaradi u~in-

kov toksina EqT I, in eni kontrolni podgani. Kri za analize sem odvzela 10 podganam,

katerim sem vbrizgala toksin, in 3 kontrolnim podganam.
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Anestezija

Pred izvedbo poskusov sem ̀ ivali uvedla splo{no anestezijo. Takrat je ̀ ival izgubila za-

vest, ob~utek za bole~ino (analgezija), ugasnili so refleksi in sprostilo se je skeletno mi-

{i~je. Postopek sem povzela po literaturi (25–27, 30) in ga preskusila ter priredila na

10 podganah med urjenjem kirur{kega posega. Izbrala sem razmerje sestavin, primer-

no za doseg plitve in dovolj dolge splo{ne anestezije, potrebne za izvedbo poskusa. Me-

{anico sestavin sem aplicirala intraperitonealno. Za splo{no anestezijo sem uporabila

(v mg/kg telesne te`e):

– Ketanest (0,6), Parke-Davis, Berlin. Farmakolo{ko delovanje: splo{ni anestetik.
– Rompun (0,4), Bayer, Leverkusen. Farmakolo{ko delovanje: mi{i~ni relaksant, seda-

tiv, analgetik.

Koli~ino me{anice sem sproti prilagajala telesni te`i poskusne `ivali.

Za prepre~itev pretirane sekrecije v bronhialnem vejevju in iatrogenih vplivov na srce

zaradi dra`enja vagusa, ~emur se med pristopom k skupni karotidni arteriji ni dalo izog-

niti, sem me{anici dodala atropin (Atropin, Belupo, Koprivnica. Farmakolo{ko delova-

nje: inhibitor muskarinskih acetilholinskih receptorjev – farmakolo{ka vagotomija).

Za prepre~evanje strjevanja krvi v plasti~nih kanulah, ki sem jih vstavila v jugularno veno

za vbrizg toksina in v skupno karotidno arterijo za merjenje arterijskega tlaka, sem upo-

rabljala heparin. Razred~ila sem ga v standardni Tyrodejevi raztopini tik pred uporabo

(Heparin, Novo Nordisk Farma BV, Danska. Farmakolo{ki u~inek: antikoagulant).

Kri za analizo sem shranila v posebnih epruvetah Becton Dickinson Vacutainer, Mey-

lan Cedex, Francija. Epruvetam za hemogram je bila dodana koli~ina EDTA (K
3
), ki je

zado{~ala za 2 ml krvi. V epruvetah za biokemijske analize ni bilo dodatkov.

Toksin EqT I sta podarila prof. dr. Peter Ma~ek in prof. dr. Tom Turk z Oddelka za biolo-

gijo Biotehni~ne fakultete Univerze v Ljubljani. Toksin je bil izoliran in pripravljen kot `e

opisano (3) ter liofiliziran. Celotno koli~ino toksina sem raztopila v vodi do kon~ne kon-

centracije 10–5 M. Neposredno pred poskusom sem ustrezno koli~ino toksina razred~i-

la v 1ml Tyrodejeve raztopine. Vsaki poskusni ̀ ivali sem vbrizgala 3LD
50

EqT I v jugularni

veni. LD
50

za EqT I zna{a 23 μg/kg telesne te`e.

Kirur{ki postopki in meritve

Podgano sem vzela iz kletke in jo stehtala, nato pa sem jo anestezirala. ^as do nasto-

pa kirur{ke anestezije je v povpre~ju zna{al 5 minut. Podgano sem pritrdila na ogreval-

no mizico tipa Harvard, katere temperatura se samodejno prilagaja rektalni temperaturi

podgane.

Postopek ni potekal v asepsi, kajti ̀ ival je med poskusom poginila. Uporabljala sem pri-

bor za oftalmolo{ko kirurgijo. V sprednjem vratnem predelu sem odprla {tirikotno polje

podko`ja (1 ×1 cm). V rahlem vezivu levega stranskega vratnega trikotnika sem s topo

preparacijo dosegla jugularno veno, v desnem pa skupno karotidno aterijo. Sledila je

kanulacija `il. Premer hepariniziranih plasti~nih kanul sem s potegom prilagodila pre-

meru `il. Kanula za jugularno veno je bila pritrjena na brizgo z raztopino toksina.
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Kanula za skupno karotidno arterijo je bila del naprave za krvavo merjenje krvnega tla-

ka v `ili. @ilo sem napela s pinceto od spodaj, nato pa sem vstavila kanulo v zarezo.

Kanulo sem s sukancem utrdila v `ili. Arterijo sem zgoraj podvezala, spodaj pa sem jo

prehodno zaprla s primernim sti{~kom, jo kanulirala in jo utrdila v `ili. Sti{~ek sem nato

odstranila. Vstavila sem igelne elektrode za merjenje EKG – v obe ro~ici in ozemljitev

v no`ico. Na prsni ko{ sem polo`ila vodoravno kontaktno plo{~o mehanskoelektri~ne-

ga pretvornika (angl. strain gauge), s katerim sem opazovala premike prsnega ko{a.

Meritev EKG, dihanja in arterijskega pritiska

Zasledovane parametre sem snemala minuto do dve pred vbrizgom toksina, raztoplje-

nega v 1 ml Tyrode (standard) raztopini. Spremembe parametrov po vbrizgu sem pri-

merjala s podatki pred njim. Slednje sem uporabila za referen~ne (normalne) vrednosti

parametrov pri anestezirani podgani.

Merila sem I. standardni odvod EKG. Nerjave~e igelne elektrode sem ̀ ivali zabodla v mi-

{i~je udov. Elektrode sem s 30 cm dolgimi izoliranimi `i~kami priklju~ila na osciloskop

Tetronix 7313/R, ki je slu`il kot analogni oja~evalec (oja~enje × 100). Izhod oscilosko-

pa sem povezala z vhodi AD/DA pretvornika Digidata 1200, Axon Instruments in podat-

ke shranjevala na trdi disk IBM-ra~unalnika.

Arterijski tlak sem merila s krvavo metodo v `ili. S Tyrodejevo raztopino napolnjen me-

hanskoelektri~ni pretvornik Elcomatic EM 751, ki se je zaklju~eval v plasti~no kanulo,

sem vstavila v skupno karotidno aterijo. Signali so se oja~ili na Harvard polygraph pe-

resnem zapisovalniku in oja~evalcu. Izhod oja~evalca sem povezala prek AD/DA-pre-

tvornika z ra~unalnikom. Pred za~etkom celotnega poskusa sem napravo umerila

s pomo~jo vodnega stolpca. Merila sem spremembo arterijskega in pulznega tlaka v od-

visnosti od ~asa. Primerjala sem vrednosti tlakov pred vbrizgom toksina in po njem.

Za natan~no meritev sprememb dihanja je najbolj primerna pletizmografska metoda. Ta

na~in pa se je v predhodnih poskusih izkazal za tehni~no nesprejemljiv, saj je potreb-

no podgano vlo`iti v pletizmografsko komoro, s tem pa si onemogo~imo dostop do vrat-

nih `il. Kot nadomestni metodi uporabljamo izolirano pletizmografijo prsnega ko{a

z balonom in meritve odmikov prsnega ko{a z mehanskoelektri~nim pretvornikom

(angl. strain gauge). Ta dva na~ina, predhodno umerjena z pletizmografsko metodo, sta

se izkazala kot primerna za spremljanje sprememb dihanja.

Na prsni ko{ sem polo`ila vodoravno kontaktno plo{~o mehanskoelektri~nega pretvor-

nika, s katerim sem opazovala premike prsnega ko{a. Po kon~anih poskusih sem po-

datke analizirala. Z umeritveno krivuljo sem izra~unala dihalni volumen in spremembe

rezidualnega volumna. Iz ~asovnega poteka premikov pa sem izrazila spremembe

v frekvenci dihanja, ki so nastopile po vbrizgu toksina.

Prek AD/DA-pretvornika so se okrepljeni in v digitalno obliko pretvorjeni podatki shra-

njevali na trdem disku ra~unalnika. Poleg EKG sem na vhode pretvornika speljala tudi

signala dihanja in arterijskega pritiska. Z ra~unalni{ko programsko opremo AxoScope 1.1®

sem v digitalno obliko spremenjene podatke vseh treh merjenih parametrov sproti
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opazovala na zaslonu in si tako na ra~unalniku oblikovala protokol z vsemi zna~ilnost-

mi posameznega poskusa.

Priprava vzorcev za analizo krvi

Potem ko EKG-zapis ni ve~ kazal elektri~ne aktivnosti, sem podgano z vzdol`nim re-

zom od vratu do medenice odprla in s prerezom spodnje votle vene pri{la do krvi za

pregled krvne slike ter hemogramskih kazalcev. Za biokemi~ne analize odvzeto kri pa

sem centrifugirala pri 3500 obratih/minuto 10 minut. Plazmo sem odpipetirala v poseb-

no epruveto brez dodatkov. Vsebino obeh epruvet so analizirali na In{titutu za klini~no

kemijo in biokemijo Klini~nega centra v Ljubljani.

Poskuse sem izvajala na anesteziranih podganah, zato sem morala ugotoviti spremem-

bo krvnih parametrov kot posledico anestezije. Kot normalne vrednosti sem uporabila

laboratorijske analize krvi 3 kontrolnih poskusov, pri katerih sem uporabila enako ane-

stezijo.

Avtopsijski pregled in priprava vzorcev za histolo{ki pregled

Makroskopskemu pregledu organov (plju~a, srce, ledvice, mehur, ~revo) in situ je sle-

dilo raztele{enje. Vzorce organov sem vlo`ila v 10 % raztopino formalina za fiksacijo (pu-

ferirani nevtralizirani formalin). Po nekajdnevni fiksaciji v formalinu sem preparate

vklopila v parafin (dehidracija z nara{~ajo~imi koncentracijami etanola, bistrenje s ksi-

lenom, vklop v parafinsko smolo). Enakomerno narezane tanke mikroskopske rezine z dr-

snim mikrotomom Zeiss sem barvala s hematoksilinom in eozinom. Preparate sem preu~ila

s svetlobnim mikroskopom Olympus BH-2, nato pa sem izbrane vzorce posnela na dia-

film Agfa 50 ASA s fotoaparatom tipa Olympus C-35AD-4. Enak postopek sem izvedla

tudi pri kontrolni podgani.

Statisti~ne metode

Za oceno statisti~nih zna~ilnosti dveh majhnih (N ≤ 30) neodvisnih vzorcev z normalno

porazdelitvijo sem uporabila metode opisne statistike in Studentovega t-testa (34, 35).

Vrednosti so izra`ene s povpre~no vrednostjo ± S.E.M. (standardna napaka povpre~-

ja). Za statisti~no analizo sem uporabila programske pakete Axon Instruments AxoLab®,

MS Excel®, Jandel SigmaPlot® in Corel QuatroPro®.

Rezultati

Analiza u~inkov EqT I na kardiorespiratorni sistem

U~inki treh LD
50

EqT I, vbrizganega v jugularno veno poskusne `ivali, se poka`ejo `e

v 7 (± 0,355) sekundah. Na sliki 1 vidimo, da najprej upade krvni tlak, merjen v skupni

karotidni arteriji. Pritisk se prehodno dvigne po 6,7 ± 1,8 sekundah, nato pa po

22,4 ±5,9 sekundah dose`e vrednost srednjega cirkulacijskega tlaka.

Po vbrizgu toksina opazimo tudi izrazito tahipnejo. Frekvenca se pove~a od kontrolne

vrednosti 10,78 ±0,06 min–1 na 69,2 ±3,61 min–1 (p < 0,01). Hkrati se zmanj{uje dihalni
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volumen. Analiza hitrosti vdiha in izdiha, izra`ena v ΔV/Δt, ni pokazala nikakr{nih spre-

memb. Tudi rezidualni plju~ni volumen se ni statisti~no zna~ilno spremenil. Po fazi tahip-

noje sledita globok vdih in izdih, nato pa dihanje preneha, obi~ajno po 44±12,4 sekundah

od vbrizga toksina. Poskusna `ival za~ne ponovno dihati po 110,8 ± 31,3 sekunde

s frekvenco 21,3 ±3,3 min–1, ki je statisti~no zna~ilno vi{ja od kontrolne (p < 0,01). Po

naslednjih 38,6 ±8,2 sekundah pa dihanje dokon~no preneha.

Pred vbrizgom EqT I zasledimo kontrolno frekvenco sr~nega ritma 250,8 ±5,7 min–1. Po

vbrizgu nastopi najprej izrazita bradikardija 83,2±3,5min–1 (p<0,05), ki se po 6,7±1,8 se-

kundah vra~a proti normalnemu ritmu, vendar ga ne dose`e (167,2 ±9,6 min–1). Faza

relativne »tahikardije« je trajala povpre~no 18,6±1,6sekunde. V ~asu bradikardije je opa-

ziti zmanj{anje amplitude P-valov in variabilno podalj{anje intervala P-Q. Po naslednjih

5,6 ±8,6 sekundah se za~ne prekatna ekstrasistolija, pojavi se tudi prekatna fibrilacija.

Valovi P dokon~no izginejo.

Slika 1 ka`e tipi~en potek poskusa in vivo. Tak{en potek sprememb je bilo z manj{imi

razlikami opaziti pri vseh poskusih. Spremembe so statisti~no zna~ilne. Na hitrej{i
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Slika 1. In vivo u~inki intravenskega vbrizga 3 LD50 ekvinatoksina I na kardiorespiratorni sistem podgane.
Na preglednem prikazu celotnega poskusa vidimo, da je normalni sistoli~ni pritisk 120 mmHg in normalni
dihalni volumen (RV) pribli`no 1,5 ml. Takoj po aplikaciji toksina so opazne spremembe amplitude EKG-va-
lov, kasneje lahko razlo~imo tudi spremembe sr~ne frekvence. Meritve dihalnega volumna (RV) poka`ejo,
da eno minuto po vbrizgu ekvinatoksina I poskusna ̀ ival preneha dihati. V naslednji minuti je ponovno opa-
ziti globoke respiratorne gibe, ki v 30 sekundah dokon~no prenehajo. Ni opaziti morebitnih sprememb os-
novne linije, ki izra`a vrednosti rezidualnega plju~nega volumna. Takoj po vbrizgu ekvinatoksina I upade
arterijski tlak (AP). Padec arterijskega pritiska je bifazen. Kasneje vidimo, da tlak v karotidni arteriji neko-
liko niha, vendar takrat ni zaznati pulznega tlaka (glej tudi odsek C na sliki 2). Po petih minutah je AP enak
srednjemu cirkulacijskemu tlaku. U~inki EqT I na EKG in spremembe dihalnega volumna ter arterijskega
pritiska so natan~neje predstavljene na slikah 2A–2E, ki ustrezajo odsekom, ozna~enim na sliki 1.
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Slika 2. Spremembe EKG, dihanja in arterijskega tlaka po dodatku EqT I. Na sliki 2A vidimo normalni sr~-
ni ritem, razpoznavni so kompleksi QRS in valovi P. Zapis RV ka`e redne dihalne gibe, dihalni volumen je
1,5 ml. Sistoli~ni arterijski tlak je 120 mmHg. Takoj po vbrizgu ekvinatoksina I (zapis 2B) AP za~ne hitro
upadati. Hkrati se zmanj{uje amplituda dihalnih volumnov. Na zapisu EKG je opaziti razvoj rahle bradi-
kardije, amplituda valov P upada, doba P-QRS pa se podalj{uje. Aritmija se v naslednjih v 20 sekundah {e
stopnjuje (2C), opaziti je tudi posamezne ekstrasistole. Dihanje je plitvo in arterijski tlak nadalje upada. Iz
slike 2D, zabele`ene dve minuti po vbrizgu ekvinatoksina I, je razvidno, da preddvorne elektri~ne aktivno-
sti ni ve~. Opaziti je le prekatno ekstrasistolijo. Dihanje je prenehalo in arterijski pritisk je upadel na 15mmHg.
Pulzni tlak ni ve~ merljiv. Na sliki 2E, posneti po naslednjih petih minutah, vidimo poleg aritmije tudi po-
poln zastoj dihanja in zastoj cirkulacije. Arterijski tlak v skupni karotidni arteriji je 7 mmHg in je enak sred-
njemu cirkulacijskemu tlaku.



~asovni bazi lahko omenjene spremembe EKG, arterijskega pritiska in dihanja analizi-

ramo natan~neje (slika 2). Odseki istega poskusa, ozna~eni na sliki 3 s ~rkami A-E, us-

trezajo slikam 4 od A do E.

Analiza sprememb v krvi po delovanju EqT I in vivo

Hemoliti~no aktivnost EqT I in vivo sem ugotavljala z merjenjem hematokrita in koncen-

tracije eritrocitov. Spremljala sem tudi povpre~ni volumen eritrocitov (MCV), povpre~no

vsebnost hemoglobina v eritrocith (MCH) in povpre~no koncentracijo hemoglobina

v eritrocitu (MCHC). V tabeli 3 so zbrani rezultati meritev, ki ka`ejo, da hematokrit, kon-

centracija eritrocitov in vsebnost hemoglobina v eritrocitih upadejo, medtem ko se vo-

lumen eritrocitov pove~a. Spremembe so statisti~no zna~ilne (p < 0,02).

Tabela 3. Analiza hemoliti~nih u~inkov EqT I in vivo. Vse razlike so statisti~no zna~ilne (p < 0,02). Prikaza-
ne so povpre~ne vrednosti s standardno napako povpre~ja (x±S.E.M.). Ht – hematokrit, Er – eritrociti, Hb – he-
moglobin, MCV – povpre~ni volumen eritrocitov, MCH – povpre~na vsebnost hemoglobina v eritrocith in
MCHC – povpre~na koncentracija hemoglobina v eritrocitu.

Spremenljivke Kontrola EqT I (3 LD
50

)

(x ±S.E.M) (x ±S.E.M.)

Ht (%) 0,44 ±0,03 0,40 ±0,01

{tevilo Er (1012/l) 8,22 ±0,41 7,01 ±0,22

Hb (g/l) 167,33 ±6,12 149,89 ±2,59

MCV (fl) 52,20 ±3,46 57,07 ±0,80

MCH (pg) 21,62 ±0,36 19,43 ±0,35

MCHC (g/dl) 362,00 ±6,15 378,44 ±3,97

Iz analize teh rezultatov je razvidno, da najbolj upade {tevilo eritrocitov, poraste pa nji-

hov volumen. Hematokrit se je zmanj{al za 9,1 %, {tevilo eritrocitov v volumski enoti krvi

pa za 14,7 %. Podobno, za 10,1 %, se je zmanj{ala tudi koncentracija hemoglobina. Nas-

protno pa je za 8,5 % porastel volumen eritrocitov.

Tabela 4. Analize koncentracij trombocitov in levkocitov v krvi po dodatku ekvinatoksina I (EqT I). Razlike
so statisti~no zna~ilne (p < 0,01). Prikazane so povpre~ne vrednosti s standardno napako povpre~ja
(x ± S.E.M). LD50 je odmerek snovi, ki se izka`e kot letalen v polovici poskusov.

Koncentracija celic Kontrola EqT I (3 LD
50

)

(x ±S.E.M.) (x ±S.E.M.)

Trombociti (109/l) 898,67 ±6,49 651,44 ±81,16

Levkociti (109/l) 9,77 ±0,58 22,97 ±4,04

O~itne so tudi spremembe v koncentraciji trombocitov in belih krvni~k v venozni krvi,

kar je razvidno iz tabele 4. [tevilo trombocitov mo~no upade, hkrati pa opazimo izrazi-

to levkocitozo. Granulociti so degranulirani. Izjema so eozinofilni granulociti, ki so vide-

ti neob~utljivi za delovanje ekvinatoksinov.
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Analiza podatkov je prikazana na sliki 3, kjer so vrednosti podane v dele`ih kontrolne

vrednosti. @e iz slike je razvidno, da so razlike zna~ilne, kar je tudi potrdila statisti~na

analiza (p < 0,01). [tevilo trombocitov v krvi upade za 27,5 %, {tevilo belih krvni~k pa

naraste za 133,3 %.
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Slika 3. Spremembe koncentracij trombocitov in levkocitov v krvi po delovanju ekvinatoksina I in vivo. Spre-
membe so prikazane v dele`ih kontrolne vrednosti. O~iten je padec koncentracije trombocitov in nekajkra-
ten porast koncentracije levkocitov.

V razmazu krvi, barvanem po Giemsi, najdemo v primerjavi s kontrolo o~itne spremem-

be v krvi po vbrizgu EqT I. V krvi kontrolne `ivali opazimo normalne eritrocite s posa-

meznimi trombociti in levkociti, medtem ko je v krvi poskusne ̀ ivali, ki je podlegla u~inkom

EqTI, najdemo agregacije trombocitov in skupke eozinofilnih snovi, verjetno fibrina, hemo-

globina in razpadnih produktov celic. Posamezni eritrociti ̀ e ka`ejo znake hemolize, gra-

nulociti pa so degranulirani. Slika 4 ka`e razmaz normalne krvi, slika 5 pa razmaz krvi,

odvzete poskusni `ivali, ki sem ji intravensko aplicirala 3 LD
50

EqT I. Na sliki 5, nasprot-

no od slike 4, vidimo posamezne agregate trombocitov. Na teh mestih je opaziti tudi za-

~etne znake hemolize na posameznih eritrocitih.

Tabela 5. Koncentracije elektrolitov v krvi po dodatku ekvinatoksina I. Razlike so statisti~no zna~ilne za ka-
lijeve ione (p < 0,005), ne pa tudi za kalcijeve (p < 0,8) in natrijeve ione (p < 0,02). Prikazane so povpre~ne
vrednosti s standardno napako povpre~ja (x ± S.E.M). LD50 je odmerek snovi, ki se izka`e kot letalen v po-
lovici poskusov.

Elektroliti Kontrola EqT I (3 LD
50

)

(x ±S.E.M.) (x ±S.E.M.)

K+ (mM) 5,07 ±0,27 19,72 ±1,63

Na+ (mM) 143,33 ±2,33 135,78 ±3,04

Ca++ (mM) 2,5 ±0,08 2,46 ±0,15
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Slika 4. Razmaz krvi kontrolne podgane. Opazimo {tevilne eritrocite in posamezne trombocite.

Slika 5. Razmaz krvi poskusne `ivali po delovanju ekvinatoksina I. @ivali sem odvzela kri iz sublingvalne
vene eno minuto po intravenoznem vbrizgu ekvinatoksina I. Pu{~ica ka`e bledo vijoli~ne agregate trombo-
citov.



Izrazite so spremembe v plazemski koncentraciji kationov. Zna~ilen je skoraj {tirikraten

porast plazemske koncentracije kalijevih ionov (p < 0,005). Nasprotno pa koncentracija

natrijevih ionov v plazmi nekoliko pade, vendar padec ni statisti~no zna~ilen (p < 0,02).

Koncentracija kalcijevih ionov v plazmi se ne spremeni statisti~no zna~ilno (p < 0,8). Re-

zultati so zbrani v tabeli 5.

Analiza podatkov je prikazana na sliki 6, kjer so vse vrednosti plazemskih koncentracij

za posamezne ione prera~unane v dele`e kontrolne vrednosti.
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Slika 6. Analize koncentracij elektrolitov v krvi po dodatku ekvinatoksina I. O~iten je skoraj {tirikraten po-
rast plazemske koncentracije kalijevih ionov, medtem ko so spremembe koncentracij natrijevih in kalijevih
ionov manj opazne.

Vrednosti koncentracij encimov v plazmi se prav tako statisti~no zna~ilno spremenijo.

Koncentracija laktatne dehidrogenaze v plazmi naraste za 24-krat (p < 0,01), plazem-

ska koncentracija kreatinske kinaze pa se zve~a na 22-kratno vrednost (p < 0,02).

Tabela 6. Analiza koncentracij encimov laktatne dehidrogenaze (LDH) in kreatinske kinaze (CK) v krvi po
dodatku ekvinatoksina I. Spremembe so statisti~no zna~ilne (p < 0,01 za laktatno dehidrogenazo, p < 0,02
za kreatinsko kinazo). Prikazane so povpre~ne vrednosti s standardno napako povpre~ja (x ± S.E.M). LD50
je odmerek snovi, ki se izka`e kot letalen v polovici poskusov.

Encimi Kontrola EqT I (3 LD
50

)

(x ±S.E.M.) (x ±S.E.M.)

LDH (mM) 9 ±0,17 218,28 ±18,9

CK (mM) 6,65 ±0,06 203,33 ±24,41

Analiza rezultatov je prikazana na sliki 7, kjer so spremembe izra`ene v dele`ih kon-

trolne vrednosti.



Makro- in mikroskopske patomorfolo{ke spremembe organov

Po vbrizgu treh LD
50

EqT I so opazne makroskopsko vidne spremembe na notranjih or-

ganih. Plju~a so edematozna in kongestirana. Na povr{ini so jasno vidne fokalne krva-

vitve velikosti vsaj 2 ×2 mm, obdajajo pa jih blede ishemi~ne lise. S povr{ine na prerezu

te~e penasta rde~kasta teko~ina. Na povr{ini srca so drobna bleda to~kasta podro~ja,
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Slika 7. Analiza koncentracij encimov v krvi po dodatku ekvinatoksina I. Porast koncentracije laktatne de-
hidrogenaze (LDH) in kreatinske kinaze (CK) v plazmi je o~iten.

Slika 8. Slika prikazuje normalno histolo{ko sliko miokarda podgane, ̀ rtvovane s CO2. Pove~ava je 20-kratna.



ki se lo~ijo od okolne temnej{e barve. Na prerezu opazimo stenske strdke kot posledi-

ca ventrikularne aritmije in prizadetosti endokarda. Ledvici sta na povr{ini drobno ble-

do do temno rde~e lisasti. Teko~ina v mehurju je temno rumena do rde~kasta. ^revo

ka`e znake sr~nega zastoja. Na luminalni strani je edematozno zadebeljeno.

V histolo{kih preparatih vzorcev sr~ne mi{ice sem v vseh petih primerih opazila `ari{-

~a temnej{ih, eozinofilnih miokardialnih vlaken, ki ve~inoma le`ijo v neposredni okolici

hiperemi~ne `ile, polne hemoliziranih eritrocitov. Jedra teh vlaken so piknoti~na in tem-

na. Ta podro~ja le`ijo med svetleje eozinofilnimi, bledimi in nabuhlimi celicami. Jedra

teh celic so svetlej{a in razpadajo~a. @ile po vsem miokardu so hiperemi~ne. V svetli-

ni prekatov je opaziti stagnacijski rde~i tromb kot zna~ilno posledico zastoja krvi v pre-

katih, ki se zaradi aritmije niso ve~ izpraznjevali. Endotelijske celice so na {tevilnih ̀ ilah

odmaknjene ali pa celo povsem manjkajo, vendar ta pojav ni homogen. Na posamez-

nih podro~jih miokarda je intima `il morfolo{ko neprizadeta.
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Slika 9. Mikroskopske po{kodbe mi{i~nih viter podganjega srca po delovanju ekvinatoksina I in vivo. Vid-
no je temnej{e eozinofilno podro~je miokardialnih vlaken s piknoti~nimi jedri okrog hiperemi~ne ̀ ile z okol-
nim bledim podro~jem celic z znotrajceli~nim edemom. Pove~ava je 20-kratna.

V posameznih podro~jih plju~ je edem omejen na intersticij plju~nih pretinov, v okoli-

ci pa se edemska teko~ina lahko razlije v alveolarni prostor. Plju~no `ilje torej ni po-

vsod enako prepustno. Zanimiv je pojav izpraznjenih ve~jih `il z obro~astim razlitjem

krvi v njihovo neposredno okolico. Prepustnost plju~nih `il ve~jega premera je torej

mo~no pove~ana. V posameznih podro~jih najdemo emfizemsko raz{irjene prostore

z raztrganimi alveolarnimi pretini, ki lahko na periferih delih plju~ oblikujejo celo em-

fizemske bule.



Razpravljanje

U~inki aktinoporinov in vivo

Vsi do zdaj raziskani aktinoporini so letalne beljakovine z razmeroma majhnimi letalni-

mi odmerki. Raziskave u~inkov in vivo teh snovi so pokazale, da poskusna `ival pogi-

ne zaradi kardiorespiratornega zastoja. Natan~nih raziskav je bilo narejenih malo,

eksperimentalne metode pa so bile ve~inoma zelo preproste. Kljub temu pa lahko
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Slika 10. Normalna histolo{ka slika plju~ podgane, `rtvovane s CO2. Pove~ava je 10-kratna.

Slika 11. Histopatolo{ka slika podganjih plju~ po delovanju ekvinatoksina I in vivo. Opaziti je obro~asto
razlitje krvi v neposredno okolico `ile ve~jega premera. Vidni so znaki emfizema s potrganimi alveolarnimi
pretini. Pove~ava 20-kratna.



rezultate svoje raziskave primerjam s podatki iz literature, saj so pri ve~ini dosedanjih

{tudij merili enake ali podobne spremenljivke. Metodolo{ko je ta raziskava podobna ra-

ziskavi in vivo u~inkov Eqt II in III (25–27), nekoliko so modificirane le meritve dihalne

aktivnosti.

Ocena primernosti metodolo{kih pristopov k meritvam in vivo

Meritve elektri~ne aktivnosti srca (EKG) sem izvedla z igelnimi elektrodami, zato je bil

signal ustrezne jakosti. [um sem zmanj{ala z ozemljitvijo poskusne `ivali in z diferen-

cialnim merjenjem EKG-signala. Pri tem sem pazila, da sta bili merilni `ici v vseh po-

drobnostih enaki. Tako sem dobila razmerje signal : {um najmanj 1 : 100, v ve~ini

poskusov pa je bilo razmerje vsaj {e za razred velikosti ugodnej{e v korist signala.

Meritve krvnega tlaka so narejene s krvavo metodo v skupni karotidni arteriji. Umeri-

tvene krivulje pred poskusom in po vsakem poskusu so pokazale, da je odgovor meril-

nega instrumenta linearen v obmo~ju mojih meritev. Metoda je torej omogo~ala natan~no

merjenje arterijskega tlaka.

Meritve respiracijske aktivnosti sem opravila z mehanskoelektri~nim pretvornikom. Pri-

merjalni rezultati s pletizmografijo vsega telesa in s pletizmografijo prsnega ko{a (opre-

ma Harvard Instruments) so pokazali, da lahko z natan~no izmerjeno umeritveno

krivuljo dobimo enake rezultate glede dihalnega volumna z vsemi tremi metodami. Ve~-

je razlike pa so nastale pri meritvah rezidualnega volumna, kjer se je pletizmografija vsega

telesa izkazala kot najustreznej{a. Meritev rezidualnega volumna z mehanskoelektri~-

nim pretvornikom je bila bolj variabilna, zato sprememb le-tega nisem natan~no oce-

njevala. Meritve z mehanskoelektri~nim pretvornikom pa lahko poka`ejo tudi mi{i~ne trzaje,

npr. kadar uporabimo snov, ki vpliva na vzdra`nost mi{ic in `iv~evja, ali pa pri snoveh,

ki povzro~ijo konvulzije. Pri teh meritvah tak{nih artefaktov ni bilo, saj toksin ne povzro-

~a mi{i~nih kr~ev. Ocenjujem torej, da so meritve dihalnega volumna z metodo, ki sem

jo uporabila, zanesljive, medtem ko je meritve rezidualnega volumna mo`no ocenjeva-

ti le kvalitativno in predvsem takrat, kadar gre za razmeroma velike odmike od normal-

nih vrednosti.

Meritve elektrolitov in encimov v krvi so opravili v biokemi~nem in hematolo{kem labo-

ratoriju Klini~nega centra. Velikost krvnih celic se sicer razlikuje med podganami in ~lo-

vekom, vendar so predhodne meritve pri raziskavah u~inkov ekvinatoksina II in III

pokazale, da lahko uporabimo iste merilne instrumente, ne da bi pri tem tvegali nena-

tan~nost meritve. Zaradi hemoliti~ne aktivnosti ekvinatoksinov bi lahko hemoliza pote-

kala tudi postmortalno. Zaradi tega sem spremembe v hematokritu ter plazemskih

koncentracijah kationov in encimov ocenila kot najve~je mo`ne po delovanju 3 LD
50

Eqt I.

Da bi bila napaka ~im manj{a, sem kri odvzela takoj po smrti poskusne `ivali in nemu-

doma izmerila hematokrit ter lo~ila plazmo od celi~nih elementov. Poleg tega rezultati

hemolize, izvedeni in vitro (12), ka`ejo na to, da je hitrost procesa hemolize tak{na, da

v na{ih razmerah ni pri~akovati ve~jih odstopanj od realnih vrednosti, ki bi jih dobili, ~e

bi obstajala metodolo{ka mo`nost spremljanja teh sprememb v realnem ~asu med po-

skusom. Te meritve torej lahko ocenim kot zanesljive.
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Spremembe v sestavi krvi po u~inkovanju EqT I

V poskusih sem opazila padec hematokrita in koncentracije eritrocitov s hkratnim po-

ve~anjem plazemske koncentracije kalijevih ionov. Zna~ilen je tudi porast volumna eri-

trocitov. Rezultati so podobni rezultatom, ki so jih dobili drugi avtorji v razli~nih poskusnih

razmerah po delovanju razli~nih aktinoporinov. Porast plazemske koncentracije K+ naj-

verjetneje lahko pripi{emo hemolizi, ~eprav ne moremo izklju~iti mo`nosti, da EqT I pov-

zro~i izstop K+ tudi iz drugih celic, s katerimi pride v stik. To domnevo potrjujejo tudi meritve

sprememb voluma na NG108-15 celicah (31).

Podobno kot so opisali za EqT (15) in EqT II (26), sem tudi pri svojih poskusih opazila

agregacijo trombocitov. Pojav je lahko potencialno zelo pomemben za razlago zmanj-

{anja perfuzije srca in vivo, vendar najverjetneje ni odlo~ujo~. Mo~no zmanj{anje per-

fuzije so namre~ opazili tudi po u~inkovanju EqT II na Langendorffov preparat srca, kjer

v perfuzijski teko~ini ni bilo celi~nih elementov. Teng (15) opisuje tudi spro{~anje vazoak-

tivnih snovi iz trombocitov. Tega v prisotnih poskusnih razmerah ni bilo mogo~e sprem-

ljati. Kljub temu pa nekateri podatki ka`ejo na mo`nost, da tudi v teh poskusnih razmerah

pride do neselektivnega spodbujanja eksocitoze iz krvnih celic. To je opaziti predvsem

na nevtrofilnih granulocitih, ki so po delovanju EqT I popolnoma degranulirani.

U~inki na srce in `ilje

Podobno kot drugi aktinoporini tudi EqT I povzro~i takoj{en padec arterijskega tlaka in

aritmijo. Ve~ina avtorjev meni, da sta za to odgovorna vsaj dva u~inka aktinoporinov, he-

moliza ter vazospazem (15, 24).

Hemoliza s posledi~no hiperkaliemijo je zagotovo pomemben vzro~ni dejavnik za arit-

mijo in odpoved srca. Poskusi, pri katerih so z intravenskim vbrizgavanjem hipertoni~-

ne raztopine KCl dosegli celo vi{jo stopnjo hiperkaliemije, pa so pokazali, da aritmija

sicer nastopi med samim vbrizgavanjem, ko je lokalno koncentracija KCl verjetno {e ne-

kajkrat ve~ja. Po nekaj minutah, ko je KCl porazdeljen po zunajceli~nem prostoru in je

njegova koncentracija povsod enaka in primerljiva s koncentracijo, opa`eno po delova-

nju ekvinatoksinov, pa resnej{ih motenj ritma ni. Tudi arterijski tlak takrat ne odstopa bis-

tveno od normale. O~itno je za letalnost EqT I pomembnej{i kak drug, {e neopredeljen

mehanizem.

Vazokonstrikcija, ki jo omenjajo {tevilni avtorji, je drug mo`en mehanizem delovanja ak-

tinoporinov. V svojih poskusih te mo`nosti nisem neposredno preverjala, saj problem

predstavlja obse`no tematiko, ki terja samostojno raziskavo. @ilje je namre~ razmero-

ma zapleten sistem, ki ga gradijo specializirane strukture (36, 37). Plast endotelijskih

celic (tunica intima) je v neposrednem stiku z vsebino `ilne svetline. Endotelijskih celi-

ce poleg drugih funkcij izlo~ajo tudi vazodilatacijske in vazokonstrikcijske snovi, ki vpli-

vajo na tonus gladkih mi{i~nih celic v tunici medii. Te dve plasti stene sta najbolj

izpostavljeni delovanju aktinoporinov, zato bi lahko pri~akovali spremembe v tonusu ̀ ilja.

Veliko podatkov iz literature govori v prid domnevi, da aktinoporini povzro~ijo vazokon-

strikcijo bodisi neposredno z delovanjem na gladke mi{i~ne celice ali prek spro{~anja

vazokonstrikcijskih snovi. Neposrednih dokazov za to domnevo ni, celo nasprotno,
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ugotovili so namre~, da EqT II ne vpliva na tonus izoliranih arterij in ven celo v koncen-

traciji 5 ×10–7 M (26). Podrobnej{a analiza ~asovnega poteka sprememb arterijskega

tlaka pa poka`e, da po prenehanju delovanja srca kot ~rpalke, torej, ko ni ve~ opaziti

pulznega tlaka, pritisk v arterijah ne pada enosmerno proti vrednosti srednjega venske-

ga tlaka. Vmesni rahli porast tlaka v skupni karotidni arteriji je v teh poskusih mo`no

pripisati kr~enju gladkih mi{i~nih celic predvsem v venah. Za potrditev ali zavrnitev te

mo`nosti bi bilo treba opraviti {e {tudijo vpliva ekvinatoksina na kontraktilnost gladkih

mi{i~nih celic v posameznih odsekih o`ilja.

V literaturi so bili `e opisani u~inki ekvinatoksinov I, II in III na vzdra`ne celice (17, 18),
zato ni mogo~e izklju~iti mo`nosti neposrednega delovanja EqT I na vzdra`nost sr~ne

mi{ice, ki je specializirana pre~no progasta mi{ica iz prevodnega in delovnega mi{i~ja.

Specializirani prevodni sistem sestavljajo (38) sinoatrijski vozel (SA), atrijske interno-

dalne poti, atrioventrikularni vozel (AV), desni in levi atrioventrikularni snop in His-Pur-

kinyeva vlakna. Na medceli~nih stikih posameznih mi{i~nih celic (discus intercalares)

je celi~na membrana razmeroma dobro prepustna za ione, zato sr~na mi{ica deluje kot

sincicij. Elektrofiziolo{ke posebnosti AV-vozla so vzrok za upo~asnitev prevajanja, ki je

odgovorno za normalno zakasnitev v AV-prevajanju. V EKG-zapisu opazujemo to za-

kasnitev kot interval P-R(Q). Prevodni sistem srca lahko prizadenejo aktinoporini nepo-

sredno ali preko u~inkov na `ilje, ki ta sistem oskrbuje s krvjo. V vseh poskusih z EqT I

je opaziti izginotje P-valov `e v prvi minuti, iz ~esar lahko sklepam, da EqT I prizadene

neposredno SA-vozel ali pa celotno mi{i~nino preddvorov. Delovanje EqT I se v tem bis-

tveno razlikuje od delovanja EqT II in EqT III, saj so pri drugih dveh sicer sorodnih akti-

noporinih opazili, da valovi P ostanejo {e dolgo po tem, ko elektri~na aktivnost prekatov

popolnoma zamre (25–27). Tega u~inka EqT I tudi ne gre pripisati vazokonstrikciji ko-

ronarnih arterij, saj bi ga sicer opazili pri vseh toksinih, ki zmanj{ajo perfuzijo skozi ko-

ronarno o`ilje. EqT I prizadene tudi preostali prevodni sistem, saj se podalj{a interval P-Q.

Elektri~na aktivnost prekatov pa ostane {e dolgo v obliki ekstrasistol ali ventrikularne

tahikardije.

Na avtomatizem srca vplivajo tudi zunanji vplivi, predvsem vegetativno `iv~evje in sre-

dica nadledvi~ne ̀ leze (39). Analiza sprememb arterijskega tlaka in zapisa EKG po de-

lovanju EqTI poka`e, da gre verjetno takoj po za~etnem padcu arterijskega tlaka za izrazito

aktivacijo simpati~nega `iv~evja; morda za ishemi~no reakcijo osrednjega `iv~evja. Ko

arterijski tlak pade na 60 mmHg, namre~ opazimo ponoven porast arterijskega tlaka in

frekvenca srca se pove~a, vendar {e obstaja bradikardija. Primerjavo na{ih rezultatov

z rezultati drugih raziskovalcev je v ve~ini primerov te`ko izvesti, saj je opis deskripti-

ven; manjkajo slike, iz katerih bi lahko ponovno izra~unali spremembe frekvence srca.

V primerih, ko je bilo to mogo~e, smo opazili, da raziskovalci omenjajo fazo tahikardije,

vendar gre le za relativno tahikardijo glede na za~etno bradikardijo, ki jo povzro~i apli-

kacija aktinoporinov.

Motnje ritma, ki so jih opazili po delovanju aktinoporinov, se lahko pojavijo zaradi raz-

li~nih patofiziolo{kih stanj. Ob hiperkaliemiji postane srce ohlapno in raz{irjeno, preva-

janje akcijskih potencialov iz preddvorov v prekate skozi AV-snop se upo~asni ali

popolnoma zavre. Vzrok je padec membranske potencialne razlike in s tem amplitude
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akcijskega potenciala. Pri ishemiji sr~ne mi{ice zaradi zmanj{anega pretoka skozi ko-

ronarne ̀ ile pa lahko pro`enje akcijskega potenciala namesto SA-vozla prevzamejo ek-

topi~na ̀ ari{~a kjerkoli v miokardu. S tem si razlagamo tudi ekstrasistolijo, ki jo opazimo

v vseh poskusih.

U~inki na dihala

Aktinoporini, vklju~no z Eqt I, mo~no prizadenejo dihala (23). Poskusna `ival preneha

dihati in plju~a so hemoragi~na in edematozna. Sket (24) je opisal zastoj dihanja `e pri

delu z EqT. Ugotovil je, da razlog ni niti v motenem prevajanju po `ivcu niti v delovanju

mi{ice in ne v `iv~no-mi{i~nem stiku, saj se po elektri~nem dra`enju freni~nega `ivca

diafragma kr~i. Vzrok za zastoj dihanja je torej verjetno v neposrednem delovanju na

dihalni center ali pa v dra`enju perifernih receptorjev, ki bi zavirali dihanje.

Respiracijski `iv~ni center, ki uravnava aktivnost dihalnih mi{ic, le`i v retikularni forma-

ciji podalj{ane hrbtenja~e in ponsa. Nadzoruje ritmi~nost in nastanek dihalnih gibov

(40–42). Pomembno je tudi kemi~no uravnavanje dihalne aktivnosti. Periferni kemore-

ceptorji le`ijo v aortnem loku in v razcepi{~u karotidnih arterij in posredujejo informaci-

je predvsem o parcialnem tlaku O
2
, manj pa tudi CO

2
in pH. Sprednji del podalj{ane

hrbtenja~e na dnu IV. ventrikla je kemosenzitivno podro~je, ob~utljivo predvsem na spre-

membe pCO
2

in pH v likvorju. Ti osrednji kemoreceptorji so bistveni za uravnavanje al-

veolarne ventilacije v normalnih in patolo{kih razmerah. Pomembno vlogo igrajo tudi

refleksni loki iz plju~, obto~il, dihalnih mi{ic in kit ter poplju~nice. Neposrednih dokazov,

da EqT I deluje na dihalne centre, nisem na{la, nekateri podatki pa podpirajo tako dom-

nevo. Opazili so namre~, da EqT II poru{i krvnomo`gansko prepreko (43), torej lahko

pride tudi v stik z nevroni dihalnega centra. Po drugi strani pa podatki poskusov z ne-

vroblastomskimi celicami NG108-15 (31) ka`ejo, da se po delovanju EqT I njihov volu-

men mo~no pove~a. Vkolikor bi se to zgodilo tudi z nevroni v osrednjem `iv~evju, ki je

prostorsko omejen, bi to pomenilo znaten porast intrakranialnega tlaka, s tem pa bi lah-

ko pri{lo tudi do vkle{~enja medule oblongate v foramen magnum. Za potrditev te dom-

neve bi bilo potrebno izvesti {e podrobnej{o {tudijo, da bi ugotovili morebitne neposredne

u~inke na osrednje `iv~evje in vivo.

Sprememb rezidualnega volumna plju~, ki bi lahko nakazovale morebitno bronhokon-

strikcijo (44), nisem opazila. Slednjo bi lahko pri~akovali zato, ker EqT I, II in III povzro-

~ijo vdor kalcijevih ionov v citoplazmo gladkomi{i~nih celic (31). Metoda merjenja

dihalnih gibov z mehanskoelektri~nim pretvornikom je sicer zanesljiva pri merjenju di-

halnega volumna, ni pa najustreznej{a za meritev sprememb rezidualne prostornine.

Patomorfolo{ke preiskave so namre~ pokazale plju~ni edem z emfizemom, ki smo ga

opazili v histolo{kih preparatih, kar govori v prid pove~anja volumna plju~. Najprepro-

stej{a razlaga za te u~inke je pove~anje prepustnosti plju~nih kapilar. Opaziti pa je tudi

razgaljenje intime ve~jih `il in krvavitve, ki segajo preko cele debeline stene.

U~inki aktinoporinov so pestri. Tudi u~inki posameznih izotoksinov iz Actiniae equine se

v podrobnostih razlikujejo. Na splo{no pa lahko ugotovimo, da je za letalne u~inke teh

beljakovin bistvenega pomena neposredno delovanje na celice sr~ne mi{ice in plju~, manj

pa posredno delovanje preko povzro~anja hiperkaliemije.
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Sklep

1. Letalnost vseh aktinoporinov, izoliranih iz Actiniae equinae, je posledica kardiores-

piratornih u~inkov.

2. Eqt I se razlikuje od preostalih dveh izotoksinov v tem, da deluje tudi na vzdra`nost

atrijev, saj po njegovem delovanju valovi P v EKG-zapisu izginejo. Nasprotno pa po

delovanju ekvinatoksina II in III opazimo valove P {e dolgo po tem, ko elektri~ne ak-

tivnosti ventriklov ni ve~ zaznati.

3. Aktinoporini iz Actiniae equinae po vbrizgu v vratno veno povzro~ijo hiperkaliemijo,

ki pa ni zadosti visoka, da bi bila lahko `e sama po sebi vzrok smrti poskusne `ivali.

4. Rezultati raziskave dovoljujejo sklep, da Eqt I povzro~i akutno nekrozo miokarda, ki

je poleg plju~nega edema v veliki meri odgovorna za smrt poskusne `ivali.
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