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ВЛИЯНИЕ ТОКСИНОВ NOSTOC MUSCORUM AG. EX BORN. ET
FLAH. НА ВЕРХНИЕ ДЫХАТЕЛЬНЫЕ ПУТИ МЫШЕЙ

Внутрибрюшное введение 10 мкл сырой вытяжки Nostoc muscorum Ag. ex Born. et Flah.
оказалось достаточной дозой для гибели лабораторного штамма AKR самца мыши через 4 ч. Вес тела,
поведение и гистологические признаки (некроз клеток печени), биохимические тесты (ингибирование
протеин фосфатазы) свидетельствуют о наличии в сырой вытяжке микроцистинов. Так как
цианобактерия была аэрофитного происхождения, ее также вводили мыши интранозально. Введение
дозы 10 мкл сырого экстракта через 6 ч приводило к тяжелым морфологическим деформациям
слизистой носа животного. Присутствие протеин фосфатаз 1 и 2A в тканях трахеи подтвердило
чувствительность тканей верхних дыхательных путей к микроцистинам. Однако благодаря
поступлению незначительных количеств токсинов дыхательные ткани постназальной полости
животного не были поражены. Это свидетельствует о важном значении путей поступления токсинов в
организм.

К л ю ч е в ы е  с л о в а : воздушные водоросли, гепатотоксины, ингаляция, Nostoc muscorum,
протеин фосфатазы.

Введение

Почва и вода – это естественные местообитания водорослей, из которых
они в виде отдельных клеток или спор могут попадать в воздух и распространяться
в атмосфере (Sharma et al., 2006, 2007). Живые клетки водорослей в воздухе могут
стать причиной аллергических реакций у людей и теплокровных животных
(Sharma & Rai, 2006), а также нанести экономический ущерб путем загрязнения
питьевой воды или повреждений архитектурных сооружений и произведений
искусства (Tormo et al., 2001). Многие водоросли, в т.ч. синезеленые, известны как
продуценты опасных токсинов. Отравление подобными токсинами возможно при
употреблении зараженных водорослями воды и продуктов, а также при вдыхании
их в виде аэрозолей. На лабораторных животных было показано, что они более
чувствительны к воздействию токсинов при их вдыхании, чем при внутри-
брюшном введении (Fitzgeorge et al., 1994), и что различные пути поступления
токсинов в организм вызывают различные клинические симптомы (Kirkpatrick et
al., 2004). Нельзя исключать возможность поступления в организм воздуха,
насыщенного частичками водорослей или токсинами, высвободившимися из
клеток в результате их старения либо механического или энзиматического
повреждения клеточной стенки. В первом исследовании, посвященном
содержащимся в воздухе веществам водорослевого происхождения (позднее
названных бревитоксинами), вызывающим раздражение дыхательных путей
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(Woodcock, 1948), было показано, что эти вещества способны выдерживать
высокие температуры и проходить сквозь тонкий бактериальный фильтр. Однако,
несмотря на глобальное распространение явления «цветения» пресных вод,
вызываемого синезелеными водорослями, все еще очень мало известно о
поступлении в воздух токсинов из пресных вод и о связанных с этим медицинских
проблемах (Benson et al., 2005). Большинство публикаций, посвященных
поступающим в воздух водорослевым токсинам, касаются морского вида
динофлагеллят Karenia brevis и выделяемого ею токсина, названного бреветоксин
(Flewelling et al., 2005). Есть также данные (Turner et al., 1990), что в Велико-
британии 10 из 18 призывников после выполнения упражнений на берегу водоема,
в котором было «цветение» воды, вызванное Microcystis aeruginosa Kütz.,
испытывали боль в животе, тошноту, рвоту, диарею, боль в горле, сухой кашель,
горечь во рту и головную боль; двое из них были госпитализированы с
симптомами, напоминающими атипичную пневмонию. Высказывалось пред-
положение, что эти проблемы были вызваны микроцистином, присутствующим в
«цветущем» водоеме.

Род Nostoc широко распространен в водных и наземных местообитаниях и
активно участвует в симбиотических ассоциациях (Dodds et al., 1995). У его
представителей обнаружен широкий спектр вторичных метаболитов, включая
антимикробные вещества и токсины (Vasconcelos et al., 1996). Nostoc flagelliforme,
распространенный в виде макроскопических напочвенных разрастаний в сухих
степях и полупустынях Китая, издавна используется местным населением в
качестве деликатеса и не имеет никаких признаков токсичности (Gao, 1998). Но
есть данные, что “цветение”, вызванное N. rivulare, оказалось токсичным для
диких и домашних животных (Sivonen & Jones, 1999). У ряда штаммов ностока
(Nostoc sp. strain 152; Sivonen et al., 1992; Nostoc sp. strain DUN901; Beattie et al.,
1998; Nostoc sp. strain IO-102-I; Oksanen et al., 2004) выявлена способность синте-
зировать гепатотоксичные микроцистины. Подобным образом и Nostoc muscorum
Ag. ex Born. et Flah. демонстрировал антагонистическое действие против бактерий
и грибов (Cano et al., 1990; Bloor & England, 1991; El-Sheekh et al., 2006).

В нашем предыдущем исследовании (Sharma et al., 2006) было показано,
что N. muscorum является одним из преобладающих видов в городских условиях
субтропиков. По данным Ченга с соавт. (Cheng et al., 2005), частицы размером
менее 9 мкм могут достигать только верхних дыхательных путей, не проникая
дальше.

В данной работе изучена токсичность сырой вытяжки Nostoc muscorum
Ag. для теплокровных животных (на примере лабораторной мыши). Для этого
различные концентрации сырой вытяжки цианобактерии вводили подопытным
животным внутрибрюшинно и через органы дыхания.

Материалы и методы

Тест-организм
В качестве тест-организма использовали штамм Nostoc muscorum

(Nostocales, Nostocaceae), выделенный из природного материала, собранного на
высоте 2,5 м с опытной площадки № 32 в кампусе Университета Банарас Хинду
(Sharma et al., 2006). Культуры выращивали на среде BG-11, экспонируя на
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осветительной установке с лампами дневного света (интенсивность света
70 µ  E  m-2  s-1) в режиме освещенности день/ночь 14:10 при температуре 28 ± 1 oC.
Жидкие культуры дважды в день встряхивали вручную. Аксенические культуры
были получены при помощи стандартных микробиологических методик, их
чистота постоянно проверялась при помощи декстрозопептонной и казинат-
глюкозной агаризованной среды.

Экстракция токсинов
Для экстракции токсинов использовали культуры в возрасте 14 дней и

находящиеся в экспоненциальной фазе роста (т.е. с наименьшим LD50 кг-1 уровнем
массы тела). Токсины извлекали по методу Кришнамурты с соавт. (Krishnamurthy
et al., 1986), используя в качестве растворителя смесь бутанола, метанола и воды в
пропорции 1:4:15. Поверхностную взвесь собирали и ротационно выпаривали при
40 oC. Высушенный материал растворяли в физиологическом растворе соли
(0,85 % NaCl); полученный раствор здесь и далее именуется сырой вытяжкой
токсинов.

Подопытные животные
В качестве подопытных животных использовали самцов лабораторной

мыши, штамм AKR, в возрасте 6-8 недель. Мышей содержали при температуре
25 ± 2 oC, световом режиме 12:12, кормили стандартной мышиной пищей и водой
ad libitum. Протоколы экспери-ментов были утверждены комитетом по биоэтике
ун-та Банарас Хинду.

Способы тестирования
Токсичность сырой вытяжки цианобактерий исследовали двумя

способами введения: внутрибрюшинно (в.б. тест) и через верхние дыхательные
пути (в.д.п. тест), так как исходный материал имел аэрофитное происхождение. В
опытах использовали 36 мышей, из которых 18 служили контролем, а остальные
18 были поделены на две группы: девять использовали для в.б. теста, и девять –
для в.д.п. теста.

Внутрибрюшинное введение (в.б. тест)
Мыши были поделены на три группы. Каждая группа внутрибрюшинно

получала одну из трех доз (10, 20 и 30 мкл) сырой вытяжки, растворенной  в
нормальном соляном растворе (0,85 % NaCl). Концентрация вытяжек фикси-
ровалась до 1 мкг протеина-μL (w/v). Эксперименты проводили в 3-кратной пов-
торности. В качестве контроля использовали идентичные количества раствора соли.

Интранозальное введение(в.д.п. тест)
Одновременно проводилось интранозальное (через нос) введение сырого

экстракта цианобактерии для изучения реакции тканей верхних дыхательных
путей. Три дозы (10, 20 и 30 мкл), разделенные на три равных объема (5, 10 и
15 мкл), вводили в каждую ноздрю. Эксперименты проводили в троекратной
повторности.
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Вскрытие и гистопатология
Во избежание автолизиса тканей, посмертный период до вскрытия был

минимальным. В случае гибели животного, вскрытие проводили не позже, чем
через 20 мин. Животные, выжившие после введения токсина, умерщвлялись через
6 ч после процедуры. Это время было выбрано с учетом данных о том, что
минимальное время наступления смерти под воздействием чистого микроцистина
составляет 6 ч (Benson et al., 2005). Для контроля и выживших особей посмертное
время было <20 мин + время смерти. Печень и ткани верхних дыхательных путей
отмывали в нормальном растворе соли для удаления крови и фиксировали
раствором Буна для гистологического изучения. Зафиксированные ткани
обезвоживали этиловым спиртом в увеличивающихся концентрациях, очищали
ксиленом и затем заливали в парафин. Парафиновые пластинки резали на
препараты 5 мкм толщиной и подкрашивали гематоксилином/эозином.

Выявление протеин фосфатаз (ПФ) в тканях верхних дыхательных
путей

Небольшие части свежеотобранных тканей печени и верхних
дыхательных путей отмывали в буфере (50 мМ имидазола, pH 7,4, 150 мМ NaCl).
Затем ткани пропускали через гомогенизирующий буфер (50 мМ имидазола, pH
7,4, 5 мМ EDTA; 5 мМ EGTA; 250 mM сахарозы; 50 мМ 2-меркаптоэтанола, с
добавлением к каждому 5 мМ фенил-метил-сульфонил-фторида и бензамида) и
измельчали 8 мин. Для отделения партикулятной и цистозольной фракций протеин
фосфатазы (ПФ; EC 3.1.3.16) использовали последовательное центрифугирование
(1 000 x г в течение 10 мин) для осаждения нуклеарных и цитоскелетных фракций.
Фракции органелл осаждали при 10 000 x г в течение 30 мин, а фракции микросом
и плазменных мембран при 100 000 x г в течение 60 мин. Фракции частиц,
отобранных на всех трех этапах, растворяли в гомогенизирующем буфере и
относили к партикулятной фракции, а финальный супернатант считали
цитозольной фракцией. Обе фракции использовали для изучения протеин
фосфотазы (Toivola et al., 1994). Активность ферментов определяли по
высвобождению P-нитрофенола из субстрата P-нитрофенол фосфата. Абсорбция
записывалась при 405 нм (An, Carmichael, 1994). Отмечено полное ингибирование
протеин фосфатазы обеих фракций при действии 10 мкл сырой вытяжки.

Результаты и обсуждение

В тропических регионах синезеленые водоросли являются основным
альгокомпонентом воздушной биоты (Sharma et al., 2006). В то же время, по
сравнению с другими биологическими компонентами, находящимися в воздухе
(бактериями, грибами и пыльцой высших растений), водоросли не столь обильны
(Tormo et al., 2001). Однако во время штормов и других турбулентных природных
явлений содержание водорослей в воздухе резко возрастает, что может создавать
реальную угрозу здоровью. В нашем предыдущем исследовании (Sharma, Rai,
2006) была показана аллергенная природа воздушного N. muscorum. Внутри-
брюшинное введение сырой вытяжки этой водоросли приводило к появлению
клинических симптомов отравления: беспокойства, потери координации,
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замедленных движений, спазматических скачков, судорог задних конечностей и
быстрого дыхания, что свидетельствует о ее токсичной природе. Доза 10 мкл
сырой вытяжки была достаточной для гибели мышей через 4 ч после введения.
Дальнейшее увеличение дозы не приводило к большему эффекту, возможно,
потому что микроцистины – это сильнодействующие токсины, способные вызвать
смерть в самых малых концентрациях (Gupta et al., 2003). Из-за кровоизлияний и
накопления крови внутри печени она приобретает темно-красный цвет с
одновременным увеличением веса в полтора два раза. Наблюдаемые морфо-
логические и гистологические изменения в тканях печени похожи на действие
чистых микроцистинов (см. рисунок, A).

Рисунок. A – ткани печени мыши через 4 ч после внутрибрюшного введения 10 мкл сырой вытяжки;
стрелкой отмечено нейтрофильное воспаление, кружком обведена некротическая область
(600х); B – реакция тканей носовой полости через 6 ч после впрыскивания 10 мкл сырой
вытяжки; стрелкой отмечено нейтрофильное воспаление (600х).

Присутствие N. muscorum в атмосфере и его размеры (ширина трихома
около 5 мкм и длина клеток 5-8 мкм) позволяет нам допустить вероятность
попадания нитей или клеток этой цианобактерии в дыхательные органы
животного. Существует возможность того, что, попав в дыхательную систему,
накопленные клеткой токсины могут высвободиться в результате ферментной
деградации клеток. Однако анализ размерного распределения показывает, что
частицы менее 9 мкм с меньшей вероятностью могут накапливаться в верхних
дыхательных путях (до тканей трахеи) (Cheng et al., 2005). Фитцджордж с соавт.
(Fitzgeorge et al., 1994) сообщали о сходном действии LD50 при внутрибрюшном и
носовом введении. Через 6 ч после введения через нос в носовом эпителии
наблюдались морфологические изменения, такие как микроскопические
поражения, дегенерация, некроз и нейтрофильные воспаления (рисунок, B).

A B
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Носовое введение микроцистина LR мыши вызывало обширный некроз эпителия
носовой полости, как в обонятельной, так и в респираторной ее частях. Более того,
повреждения затрагивали большие области, проникая вниз до уровня глубоких
кровеносных сосудов. Мы наблюдали такие явления при носовом введении,
повышенные дозы влияли только на поведенческие реакции, вызывая такие
симптомы, как беспокойство и т. д.. Эти симптомы начинали снижаться через 16 ч
после воздействия.

Признаки отравления вне носовой полости, на или внутри трахеального
эпителия, не были обнаружены. Бенсон и др. (Benson et al., 2005) сообщали, что
вдыхание чистых микроцистинов может вызывать дозо-зависимые тяжелые
повреждения, но только в полости носа. В нашем исследовании мы использовали
жидкую суспензию токсинов, а не аэрозоль, что повышало возможность
проникновения токсинов в нижние отделы органов дыхания. При попадании
порции интранозально введенных токсинов в легкие подопытного животного
возможно возникновение пульмонарного тромбоза (Slatkin et al., 1983).

Неспособность тканей трахеи вырабатывать реакцию на введение
токсической вытяжки может быть связана с отсутствием ферментов протеин
фосфатазы 1 и 2A, так как микроцистины известны как ингибиторы ферментов.
Однако мы выявили протеин фосфатазы (PP1 и PP2) в обеих (цитозольной и
партикулятной) фракциях тканей трахеи; в дальнейшем подтверждено
ингибированием ферментов сырой вытяжкой. Это отрицает первое пред-
положение. С другой стороны, отсутствие реакции может быть и результатом
незначительного накопления токсина в тканях трахеи и, особенно, использования
сырой вытяжки с неизвестной концентрацией микроцистинов. Более того,
уменьшение количества накопленного сырого экстракта уменьшит концентрацию
микроцистинов, что приведет к отсутствию реакции вне носовой полости.

Наше исследование не только подтвердило токсичность водорослевой
вытяжки, но и показало, что различные способы поступления токсинов в организм
имеют разные последствия для здоровья.
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EFFECT OF NOSTOC MUSCORUM AG. EX BORN. ET FLAH. TOXINS ON UPPER

RESPIRATORY TRACT OF MICE

Intraperitonial administration of 10 µL of Nostoc muscorum Ag. ex Born. et Flah. crude extract was
sufficient enough for the death of male AKR strain mice at 4h of exposure. Body weight, behavioral and
histological observations (necrosis of hepatic cells), and biochemical tests (protein phosphatase inhibition)
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indicated for the presence of microcystines in the crude extract. Since, the cyanobacterium was airborne, the
very doses were also administered intranasally into mice. A dose of 10 µL of the crude extract resulted in
severe morphological alterations of nasal mucosa at 6h of exposures, but not beyond nasal cavity. Though,
presence of protein phosphatases 1 and 2A in the tracheal tissues confirmed the susceptibility of the upper
respiratory tissues against microcystins. However, due to the deposition of insufficient amount of toxins post–
nasal cavity respiratory tissues exhibited no response. This indicated that the route of exposure plays an
important role in conferring toxicity.

K e y w o r d s : airborne algae, hepatotoxic, inhalation, intraperitoneal, intranasal, Nostoc
muscorum, protein phosphatases.
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