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Riskvarderingsunderlag angaende mikrocystiner och nodulariner
Bakgrund: Toxinerna har identifierats i vatten som anvands vid dricksvattenberedning i Sverige.

Overgripande fragestillning: Begdran om utredning av riskerna med olika cyanotoxiner i svenskt
dricksvatten. Behovs det specifika rekommendationer om riskhanteringsatgarder for olika
cyanotoxiner i svenskt dricksvatten. Detta underlag ror mikrocystiner och nodularier.

Underlaget ska anvindas till/malgrupp: Underlaget ska anviandas av Livsmedelsverket som
riskvarderingsunderlag for stallningstagande och inriktningsbeslut for myndighetsutdvning (i.e.
riskhanteringsatgard), i praktiken for vigledning/radgivning. Dokumentet ska vara av sadan kvalitet
att det kan vidarebefordras till kommuner och vid behov publiceras pa hemsidan.

Underlaget rapporteras som: Skriftligt dokument.

Inledning

Mikrocystiner och nodulariner ar toxiner som kan bildas av flera olika arter av cyanobakterier (bla-
grona alger). Toxinerna ar ringformiga peptider som kan variera strukturellt genom variation av
ingdende aminosyror, eller till exempel genom metylering eller demetylering. Mikrocystiner och
nodulariner ar strukturlika, de skiljer sig genom att nodulariner innehaller fem aminosyror och
mikrocystiner sju, och deras toxicitet bygger till stor del pa samma strukturelement och gemensam
verkningsmekanism. Av det skalet behandlas mikrocystiner och nodulariner i ett gemensamt
dokument.

Cyanobakterier ar encelliga organismer som inte sallan lever i kolonier. Olika slakten och arter av
cyanobakterier férekommer over hela vérlden, i alla klimat fran polerna till tropikerna.
Cyanobakterier finns i jord och mark och lever ibland i symbios med véaxter, de arter som ar mest
markbara dr dock de som finns i vattendrag, sjoar och hav. Vid blomningar (massférekomst i vatten)
kan cyanobakterier vara synliga for blotta 6gat, som en massa i vattnet.

Manga arter av cyanobakterier har férmaga att bilda toxiner. Toxinerna ar sekundara metaboliter,
vilket innebar att de inte produceras under cyanobakteriecellens hela livscykel, utan produktionen av
toxiner kan slas pa beroende pa faktorer som annu till stor del &r okdnda.Toxinerna bildas och finns
inom cellen, men kan frisattas och I6sas ut i omgivande vatten. Cirka en tredjedel till halften av
blomningar av cyanobakterier berdknas vara toxiska (WHO, 1999). Nar en toxinbildande art blommar
kan det bli hoga toxinnivaer i vattnet. Toxinfrisdttning fran en blomning 6kar under slutfasen av
tillvaxten, for att 6ka ytterligare under den stationara fasen av blomningen (WHO, 1999). Nar en
blomning kollapsar och cellerna dor sker en stor frisdttning av toxiner som funnits inneslutna i
cellerna ut i omgivande vatten (Jones&Orr, 1994; WHO, 1999). Arter som kan producera
mikrocystiner férekommer i s6t- och brackvatten liksom i marina vatten. Nodulariner férekommer
framforallt i brackvatten, men har dven aterfunnits i sGtvatten.



Cyanobakterier innehaller fargpigment, fykobiliproteiner, som absorberar ljusenergi som utnyttjas
vid fotosyntes. Alla cyanobakterier innehaller blatt fykocyanin och gront klorofyll, som ger de flesta
cyanobakterier en karakteristisk blad-gron farg. Vissa cyanobakterier innehaller dven rott fykoerytrin,
och fargen kan da bli réd, brun, violett eller svart. Fykoerytrin har effektiv absorption av gront ljus
som tranger langt ner i en vattenmassa. Cyanobakterier som innehaller alla tre pigmenten kan dndra
forhallandet mellan dessa, beroende pa vilka ljusforhallanden som rader (Gjolme et al, 2010). Med
sin fotosyntes svarar cyanobakterier for en stor del av produktionen av syre i varldshaven. | och med
fotosyntesen binder de ocksa kol fran koldioxid i organiskt kol.

De flesta cyanobakterier innehaller gasvakuloer, som kan fungera som flyttankar, och som kan hjalpa
organismerna att samlas i djup dar levnadsforhallandena ar gynnsamma. Mangden gasvakuoler i
cellerna regleras av ljusintensiteten och tillgangen pa naringsédmnen (Gjolme et al, 2010). Att
cyanobakterier kan rora sig uppat och nedat i vattenmassan innebér att en blomning inte alltid &r
synlig vid ytan av ett vatten, utan kan ligga flera meter ner.

Vissa arter av cyanobakterier kan fixera kvave, alltsd utnyttja kvdvgas som ar l6st i vattnet och
inlemma i sin dmnesomsattning. Cyanobakterier kan vid god tillgang pa fosfor lagra tillrackligt med
fosfor, sa att det racker for att 6ka biomassan 4-8 ganger, om forhallandena blir mindre gynnsamma.
Blomningar av cyanobakterier gynnas av god tillgang pa kvave och fosfor.

Cyanobakterier behover inte lika hog ljusintensitet som exempelvis gronalger och pa vara
breddgrader dar sensommaren och hdsten den tid ndr blomningar av cyanobakterier dr vanligast
forekommande, men blomningar kan forekomma alla arstider, beroende pa art och férhallanden i
omgivningen.

Metodik och litteratursékning

Litteratursokning har utforts i PubMed och FSTA. Sékord har varit “nodularin*” kombinerat med
"toxic*”, samt “microcyst*” kombinerat med “toxic*” och “"human*”. Sékorden har trunkerats med
*, for att fanga alla former av orden. Fér mikrocystiner kombinerades skorden dven med “human*”
i och med att enbart "microcyst*” och “toxic*” gav for manga irrelevanta soktraffar. For nodularin
gjordes dven en sokning med sdkorden "nodularin*” kombinerat med "genotox*”, utan begransning i
tiden.

Soékningarna gjordes annars med startdatum januari 2015 och slutdatum april 2018 (nar denna
rapport ar skriven). Skal for valet av startdatum for sdkningen var att EFSA 2016 publicerade en
"External Scientific Report. Supporting publication” 2016:EN-998N, Review and analysis of
occurrence, exposure and toxicity of cyanobacteria toxins in food. Relevant litteratur fore 2015 finns
refererad i denna publikation.

Detta underlag bygger till stor del pa EFSAs Supporting publication 2016:EN-998 samt pa nyare
reviewartiklar, framférallt Buratti et al (2017).

Slakten och arter med férmaga att producera mikrocystin eller nodularin

Alla arter av cyanobakterier ar inte toxinproducerande. Bland slakten som visat sig kunna producera
mikrocystiner finns framst: Microcystis, Plankthotrix, Oscillatoria, Anabaenopsis och
Dolichosporum/Anabaena/Aphanizomenon. (Notera att nagra arter blivit omklassificerade under
senaste ar, i och med att genbaserade molekylara tekniker anvants for att studera fylogenetiska
samband.) En valkand art som har férmaga att producera mikrocystin ar Microcystis aeruginosa, efter
vilken toxinet fatt sitt namn. Nodularin bildas framst av slaktet Nodularia, framfor allt
brackvattenarten Nodularia spumigena (WHO, 1999; Liyanage et al 2016).



Potentiellt kan mikrocystiner kontaminera ytvattentakter, framst sotvatten men dven brack- och
saltvatten som anvands som vattentakter. Nodulariner férekommer framforallt i brackvatten.

| Sverige kommer cirka hélften av dricksvatten fran ytvatten, framst fran sjoar eller &lvar, och den
andra hélften fran grundvatten. | Sverige blir det allt vanligare att brackvatten fran Ostersjén anvédnds
som dricksvatten efter avsaltning (SLV, 2007).

Toxinernas struktur

Mikrocystiner ar ringformiga peptider bestaende av sju aminosyror. Den generella strukturen for
mikrocystiner ar: cyklo-[D-alanin (1) — X (2) — D-meAsp (3) - Y (4) — ADDA (5) — D-glutamat (6) — N-
metyldehydroalanin (7)]. De kan variera i struktur speciellt med utbyte av aminosyrorna i position 2
och 4 (X och Y i den generella formeln) och med demetylering i positionerna 3 och 7. Det finns en
stor mangd analoger, idag ar cirka 100 varianter av mikrocystiner kanda.

Aminosyran ADDA [(2S5,35,8S5,95)-3-amino-9-metoxy-2,6,8-trimetyl-10-fenyldeca-4,6-diensyra] ar en
del av molekylen som har stor betydelse for toxiciteten.

Foljande figur visar mikrocystin-LR. Hos mikrocystin-LR star epitetet —LR for leucin i position 2 och
arginin i position 4.
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Fig. Mikrocystin-LR

Av andra mikrocystinvarianter har exmpelvis mikrocystin-RR arginin i positionerna 2 och 4, medan
mikrocystin-YR har tyrosin i position 2 och arginin i position 4. Mikrocystin-WR har tryptofan i
position 2 och arginin i position 4.

Nodulariner ar ringformiga peptider som bestar av 5 aminosyror. De har den generella formeln
cyklo-[D-MeAsp (1) — Z (2) — ADDA (3) — D-Glu (4) — N-metyldehydrobutyrin]. Liksom mikrocystiner
kan nodulariner variera i struktur, det finns idag 8 kdnda analoger (Buratti et al, 2017). Liksom for
mikrocystiner ar aminosyran ADDA i nodulariner av stor betydelse for toxiciteten.
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Produktion av mikrocystiner och nodulariner

Toxinerna ar sekundara metaboliter. Detta innebar att deras funktion inte beror normal tillvaxt,
utveckling och reproduktion. Toxinerna produceras inte under den cellens hela livscykel, utan
produktionen kan slas av eller pa beroende pa cellens behov. Det ar fortfarande till stor del oklart
vilka faktorer som paverkar toxinproduktion hos cyanobakterier.

Ett peptidsyntetas som syntetiserar mikrocystiner har identifierats, detta kodas av ett genkluster
(mcy) som ar aterfunnet hos flera arter av cyanobakterier inklusive Microcystis, Planktothrix och
Anabaena (Buratti et al, 2017). mcy-gener indikerar att cyanobakterien ar potentiellt toxisk, dock
tycks det finnas en hog grad av polymorfism hos dessa gener, vilket medfor att toxiska och icke-
toxiska subpopulationer, som morfologiskt inte gar att sarskilja, kan finnas i varierande grad i en
blomning (Vichi et al, 2016; Buratti et al, 2017).

Toxinerna aterfinns framfor allt intracellulart, tills cellen lyserar varvid toxinerna kan finnas fritt 16sta
i vattenmassan eller bundna till andra material. Intracellulart kan koncentrationen av mikrocystin
variera med en faktor 40 inom samma blomning. Koncentrationer mellan 10 och 420 fg/cell har
uppmatts i arten Planktothrix rubescens och mellan 100 och 4000 fg/cell hos Microcystis aeruginosa
(Manganelli et al, 2016; Sabart et al, 2013; Buratti et al, 2017).

Biodegradation
Mikrocystiner och nodulariner ar mycket stabila. | steril vattenlosning i mérker kan toxinerna forvaras
i dratal utan att forandras.

Ute i naturen bryts toxiner som ar |6sta i vattenmassan framforallt ned genom mikrobiell
nedbrytning. Det dréjer vanligtvis ndgra dagar innan nedbrytningen tar sin bérjan, men denna period
kan ocksa vara nagra veckor beroende pa férhallanden i vattenmassan, klimatférhallanden och
koncentration av |6sta toxiner. Nar nedbrytningen borjat kan fritt |0sta toxiner brytas ned pa nagra
timmar, dagar eller veckor (Corbel et al, 2014). Det finns dock exempel pa att toxiner funnits kvar i
tre manader, vilket 4r dokumenterat fran en sj6 i Finland vintertid (Kiviranta et al, 1991; WHO, 1999).
En akvatisk bakterieart av sldaktet Sphingomonas initierade ringdppning av mikrocystin-LR och linjart
mikrocystin bildades som en intermediar i den bakteriella nedbrytningen av toxinet (Bourne et al,
1996). Samma bakterie hade ingen paverkan pa nodularin. Andra Sphingomonas-arter med formaga
att bryta ned nodularin har dock isolerats (Lahti et al, 1997; WHO, 1999).

| solljus kan toxinerna brytas ned genom langsam fotokemisk paverkan. Reaktionen paskyndas vid
narvaro av vattenldsliga cellpigment, fykobiliproteiner. | laboratorieférsok har mer an 90% av



mikrocystin brutits ned pa mindre dn 2 veckor nar toxinet utsatts for fullt solljus i narvaro av
pigment. | andra férsok har det tagit mer an 6 veckor (WHO, 1999).

Mikrocystiner kan oxideras av ozon och andra starka oxidationsmedel, och de kan degraderas av
intensiv UV-stralning.

Studier pa cellkulturer indikerar att mikrocystiner och nodulariner bryts ned mycket langsamt sa
lange de aterfinns intracellulart i levande cyanobakterieceller. llandflutna kolonier av Microcystis
aeruginosa i form av skum langs strander kan innehalla hoga koncentrationer mikrocystin i manader,
och toxinerna kan 16sas ut om skummet flyter ut i vattenmassan igen. Det innebar att toxiner kan
aterfinnas i vatten dven utan att det férekommer levande cyanobakterieceller, eller att en blomning
forekommit nyligen (WHO, 1999).

Vid hog temperatur och hoga eller [aga pH har langsam hydrolys observerats. Vid pH 1 tar det
ungefar 10 veckor att fa mer dn 90% nedbrytning av mikrocystin, och vid pH 9 langre tid an 12 veckor
(Harada, 1996).

Toxinerna tal kokning utan att paverkas (WHO, 1999).

Mekanism for toxicitet
Toxiciteten av mikrocystiner och nodulariner medieras via en stark bindning till, och inhibering av
proteinfosfataser, framst PP2A men aven PP1.

Proteinfosforylering

| kroppen sker i varje 6gonblick en mycket stor mangd olika biologiska reaktioner som ar nédvandiga
for att samspelet mellan celler och organ ska fungera. Proteiner ar de amnen som styr och reglerar
fléden av energi och substanser i och mellan celler och i organismer.

Enzymer ar proteiner som katalyserar biokemiska reaktioner och den tredimensionella strukturen
bestammer hur aktivt och specifikt ett enzym &r. Reversibel proteinfosforylering ar ett av de
viktigaste satten for organismer att forandra struktur och aktivitet av proteiner efter translation.
(Cohen, 2001; Klumpp&Kriegelstein, 2002).

Proteiner fosforyleras via kinaser, och defosforyleras via fosfataser. Denna process ar standigt
pagaende i ett komplext och hierarkiskt samspel. Pa enskilda proteiner finns flera positioner dar
kinaser och fosfataser kan katalysera fosforylering och defosforylering.

Nér ett protein fosforyleras tillfors en fosforyl-grupp fran ATP eller GTP till en sidokedja av en
aminosyra i proteinet. Detta medfor att en negativt laddad fosfatgrupp tillférs molekylen vilket
paverkar dess storlek och laddning, vilket i sin tur kan paverka konfigurationen, till exempel genom
att attrahera positivt laddade sidokedjor hos andra aminosyror som ingar i proteinet. Resultatet kan
bli att nya bindningstéllen exponeras pa ytan av proteinet, vilka i sin tur kan reagera med andra
proteiner eller ligander (Cohen, 2001).

Proteinfosforylering kan aktivera eller deaktivera ett protein, och eftersom proteinfosforylering ar
reversibel kan denna reaktion fungera som en strombrytare som startar eller 6kar, alternativt
minskar eller hejdar fysiologiska processer (Dombradi et al, 2002).

Mikrocystiner och nodulariner och paverkan pa proteinfosforylering

Mikrocystiner och nodulariner binder starkt till och inhiberar serin/treonin-fosfataserna PP1 och
PP2A. Konfigurationen vid ADDA-delen av molekylen ar av vikt for den starka bindningen till
proteinfosfataser. Inhibition av fosfataser innebér att balansen mellan fosforylering och



defosforylering rubbas, och ger som resultat en hyperfosforylering av proteiner, vilket paverkar
grundlaggande funktioner i cellen.

e Mikrocystiner och nodulariner har lever som forsta malorgan, och en valkand effekt av toxinerna ar
paverkan pa och nedbrytning av levercellers morfologi genom 6kad fosforylering av proteiner i
cellskelettet. Nar levercellerna forlorar sin struktur medfér det att de celler som bildar
kapillarvaggarna i leverns finaste blodkarl forlorar stdd fran angransande leverceller, och kapilldrerna
kan borja lacka och ge en inre blodning i levern. Vid en svar akut forgiftning av mikrocystiner eller
nodulariner kan det bli en sa stor inre blédning i levern att individen avlider av hypovolemisk chock.
En mindre allvarlig forgiftning kan ge mindre allvarliga, och reversibla skador pa leverceller.

e Mikrocystiner kan ge celldod, apoptos, via 6kad fosforylering av vissa intracelluldra proteiner.
Apoptos kan ocksa uppsta genom att mikrocystiner bidrar till en 6kad bildning av reaktiva
syreradikaler (ROS, “reactive oxygen species”) vilket ger 6kad oxidativ stress och/eller genom att
detoxifiering av mikrocystiner via glutationkonjugering (GSH-konjugering) kan bidra till minskad
tillgang pa glutation (GSH). Glutation skyddar mot cellskador orsakade av oxidativ stress dels genom
att direkt neutralisera fria radikaler och dels genom att fungera som kofaktor i
glutationperoxidasreaktionen, en viktig peroxidreducerande reaktion.

e Mikrocystiner har foreslagits vara tumorpromotorer, som kan bidra till tillvaxt av en cancer som
initierats av nagon annan substans eller hdndelse. PP2A anses vara en tumaorsuppressor genom
reglering av cellsignalering vid cancerutveckling i daggdjursceller. Djurforsok liksom in vitro-forsék
stodjer teorin att en blockering av PP2A bidrar till mikrocystiners effekt som tumérpromotorer.

e Det har dven foreslagits att en mikrocystiner, via stérd reglering av fosforylering, ger en minskning
av aktivitet av DNA-beroende proteinkinas vilket leder till minskad férmaga for celler att reparera
DNA-skador. (Campos&Vasconcelos, 2010; Buratti et al, 2017)

Strukturens betydelse for toxiciteten

| en studie dar 8 varieteter av mikrocystin jamférdes med avseende pa proteinfosfatasinhibering och
akut toxicitet hos moss, visades att mikrocystin-LR var den mest potenta substansen bade vad géller
toxicitet hos moss in vivo och inhibering av proteinfosfatas in vitro (Chen et al, 2006).

Linjara mikrocystiner och nodulariner, vilka kan vara antingen prekursorer eller
nedbrytningsprodukter av toxinerna, ar avsevart (mer an hundra ganger) mindre toxiska dn
motsvarande cirkuldra peptider (WHO, 1999).

Absorption, biotransformation och eliminering
Mikrocystiner och nodulariner ar i forsta hand levertoxiner, men dven andra organsystem kan
drabbas av skador.

Anledning till att levern ar det organ som i férsta hand drabbas av toxicitet av mikrocystiner och
nodulariner ar inte att leverceller ar specifikt kdnsliga, utan att toxinerna tranporteras in till
leverceller via ett transportsystem, “organic anion transporter system”, OATP (Fischer et al, 2005).
OATP-systemet ar dven av vikt for upptag i mag-tarmkanalen. Mdss som saknade OATP-systemet var
helt resistenta mot levertoxicitet av mikrocystin-LR i ett in vivo-forsok dar méssen injicerades i.p.
med mikrocystin, medan moss av vild-typ som behandlades med lika hog dos mikrocystin-LR
uppvisade svara leverskador (Lu et al, 2008). OATP-systemet finns dven i andra organ an enterocyter
och hepatocyter, det finns dven i njurceller och i blod-hjarn-barridaren. Detta kan forklara att toxiska
effekter uppmarksammats i exempelvis njure, samt neurotoxicitet av kongenerna mic-LF, mic-LW och
mic-LR (Fischer et al, 2010; Buratti et al, 2017).



Upptag och distribution i organ och vavnader tycks kunna variera mellan olika mikrocystinvarianter.
Meriluoto et al (1990) uppmatte skillnader i upptag in i celler mellan tva olika tritium-inmarkta
epimerer av dihydromikrocystin-LR, upptaget varierade med en faktor 3.

Fischer et al (2010) demonstrerade att olika affinitet for OATP transportorer kan ha stor paverkan pa
toxiciteten av olika varianter av mikrocystiner. Medan mikrocystin-LW och —LF i in vitro-forsok
uppvisade lika hog formaga att inhibera proteinfosfatas som mikrocystin-LR och —RR, sa uppvisade
varianterna —LW och -LF hogre grad av celltoxicitet i humana hepatocyter. Detta tolkades som en
effekt av hogre affinitet till OATP-transportorer for varianterna —LW och —LF jamfoért med —LR och -RR
(Fischer et al, 2010).

Konjugering av kroppsfraimmande damnen (xenobiotika) med glutation eller vissa andra kroppsegna
foreningar ar ett metabolismled som leder till 6kad vattenldslighet for konjugatet och i och med
detta 6kad utséndringshastighet i urin och galla. | allmanhet minskar ocksa den biologiska
aktiviteten.

Konjugering med glutation (GSH) anses vara ett viktigt steg i detoxifiering av mikrocystiner hos
daggdijur, och dven hos manga andra organismer (Campos&Vasconcelos, 2010). Kondo et al (1992)
visade att mikrocystiner kan konjugeras med glutation och cystein, och bildar konjugat med minskad
toxicitet. . Konjugering med glutation kan ske spontant eller katalyserat av glutationtransferas (GST).
Efter konjugering aterstar endast en brakdel av toxiciteten i form av férmaga att inhibera
proteinfosfatas (Buratti et al, 2017).

Buratti&Testai angav att mikrocystin-RR ar mindre toxisk och konjugeras lattare an mikrocystin-LR,
speciellt vid I3ga koncentrationer. Skillnaden var mer markbar i cytosol fran gnagare jamfort med
manniska (Buratti&Testai, 2015).

Det har inte gatt att finna data 6ver absorption, biotransformation och eliminering av nodulariner.

Toxikologiska studier

Nar det handlar om naturligt forekommande substanser ar ofta bristen pa ren substans ett problem
vad géller mojligheten att utféra toxikologiska studier.Detta ar en viktig anledning till att det ofta
saknas bade subkroniska och kroniska studier 6ver toxicitet av naturligt forekommande substanser,
liksom aven studier 6ver reproduktionstoxicitet, teratogenicitet och cancerogenicitet.

For att studera toxicitet av cyanobakterietoxiner har ibland orenade eller delvis renade celler
anvants, vilka kan ha skordats fran blomningar eller tagits fran cellkulturer. | samtliga sadana fall gar
det inte att hanvisa resultatet av studien till ndgon enskild substans, eller substansgrupp, och det gar
inte att kvantifiera risken for hilsoskador, eller ta fram ett "no observed adverse effect level”
(NOAEL) for nagot enskilt @mne eller nagon substansgrupp utifran sadana studier.

Akut toxicitet

LD50-studier och liknande ar av mindre varde vad géaller bedémningar av ett dmnes toxicitet. Vardet
for LD50 kan variera mellan olika laboratorier pa grund av variationer i djurmaterial och djurhallning.
Vardet varierar dven beroende pa administrationssatt. Vid LD50-test observeras djuren efter en
engangsdos av testsubstansen vanligen under 24 timmar, men det férekommer att de observeras
under flera dagar. Vanligtvis gors ingen obduktion, och testet ger alltsa mycket lite information om
vilka skador testsubstansen kan ge vid en akut engangsdos. Testet ger naturligtvis ingen information
om effekter vid flergangsdoser, eller vid langre tids exponering for subsstansen i fraga. For manga
naturliga toxiner dr LD50 dock ofta den typ av studie som finns att tillga. Nedan (tabell 1) redovisas
LD50 (mikrog/kg kroppsvikt) for nagra olika mikrocystinvarianter. Vardena ar hamtade fran Buratti el
al (2017).



Tabell 1 LD50-vdrden fér mikrocystiner (fran Buratti et al, 2017)

Microcystinvariant Adm- LD50 Djurslag Referens
vig | (mikrog/kg kv)

Mic-LR Oralt >5 000 ratta Fawell et al 1999

Mic-LR Oralt 5000-11 000 | mus Fawell et al 1999; Yoshida et al
1997; Rao et al 2005

Mic-LR i.p. 72-122 ratta Moreno et al 2005; Miura et al
1991; Li et al 2015

Mic-LR i.p. 33-158 mus Lovell et al 1989; Stotts et al 1993;

Stoner et al 1989; Robinson et al
1989; Gupta et al 2003; Fawell et al
1999; Chen et al 2006; Yoshida et al
1997; Rao et al 2005; Wang et al
2012; Chernoff et al 2002

Mic-RR i.p. 111-650 mus Stotts et sl 1993; Stoner et al 1989;
Gupta et al 2003; Chen et al 2006

Mic-WR i.p. 140, 171 mus Chen et al 2006; Stotts et al 1993
Mic-FR i.p. 100, 249 mus Chen et al 2006; Stotts et al 1993
Mic-AR i.p. c:a 249 mus Stotts et al 1993
Mic-LA i.p. 39 mus Stoner et al 1989
Mic-LY i.p. 91 mus Stoner et al 1989
[O-demetyl-ADDA®]Mic-
LR i.p. c:a 97 mus Stotts et al 1993
[desmetyl7]Mic-RR i.p. 180, 420 mus Kiviranta et al 1002; Chen et al 2006
([Dha’]Mic-RR)
[desmetyla]Mic-RR i.p. 250, 350 mus Meriluoto et al 1989; Chen et al
([D-Asp®IMic-RR 2006
Mic-metionin-S-oxid-R i.p. c:a 750 mus Stotts et al 1993
[desmetyl’]Mic-FR i.p. 90 mus Chen et al 2006
([D-Asp®]Mic-FR
[desmetyl’]Mic-WR i.p. 95 mus Chen et al 2006
([D-Asp®*Mic-WR
[3H]dihydroMic-LR i.p. 120 mus Meriluoto et al 1990
(epimer 1)
[3H]dihydroMic-LR i.p. 135 mus Meriluoto et al 1990
(epimer 2)
Mic-LR-ekvivalenter

iv. 80 ratta Wang et al 2008
Mic-RR-ekvivalenter i.v. 80 ratta Wang et al 2008
Mic-LR- i.v. 28 mus Kondo et al 1992
Mic-YR i.v. 91 mus Kondo et al 1992
GSH-Mic-LR-konjugat i.v. 630 mus Kondo et al 1992
Cys-Mic-LR-konjugat i.v. 267 mus Kondo et al 1992
GSH-Mic-YR-konjugat i.v. 304 mus Kondo et al 1992
Cys-Mic-YR-konjugat i.v. 217 mus Kondo et al 1992

Tabellen antyder att akut toxicitet av mikrocystiner i form av LD50 kan variera med
administreringssatt, liksom med struktur. Notera att det inte gar att jamfoéra olika studier med
varandra.
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En skillnad som tycks tydlig i tabellen ar den minskade toxiciteten av mikrocystiner konjugerade med
GSH eller cystein (Cys) jamfort med samma icke-konjugerade strukturvariant (Kondo et al, 1992).

Framsta malorganet for akut toxicitet ar, som namnts tidigare, levern. For vissa mikrocystiner har
dven neurotoxicitet rapporterats, till exempel fér mikrocystin-LF, mikrocystin-LW och mikrocystin-LR
pa neuron in vitro (Feurstein et al, 2011) och for mikrocystin-LR efter intraperitoneal injektion hos
ratta (Li et al, 2012).

Subakuta/subkroniska toxicitetsstudier
For att bestimma ett NOAEL for toxiner som intas oralt (via munnen), ar toxicitetsstudier dar andra
intagsvagar anvants av mindre relevans dn orala studier.

13-veckors studie, mikrocystin-LR, dosering varje dag via sond

Den studie som fortfarande, efter nara tjugo ar, fortfarande ar av hogst relevans for att faststalla ett
NOAEL ar en 13-veckors studie pa moss av Fawell et al (1999). Mikrocystin-LR koptes fran Calbiochem
Novabiochem. | studien gavs mikrocystin-LR |6st i vatten till moss via sondmatning en gang om dagen
varje dag i 13 veckor. Varje dosgrupp innehdll 15 hanar och 15 honor. Dosnivaer valdes utgaende
fran en 'dose-ranging’ study som varade 14 dagar dar NOAEL var 200 mikrogram mikrocystin-LR/kg
kroppsvikt och dag. Samma doser som i 14-dagarsstudien valdes for 13-veckorsstudien; 0, 40, 200
och 1000 mikrogram mikrocystin-LR/kg kroppsvikt och dag. Koncentrationen i testlésningar
konfirmerades via HPLC-UV. Under studiens gang observerades djurens beteende, och kliniska
observationer gjordes. Kroppsvikt och fodointag mattes. Under den sista veckan av studien togs
blodprover, proverna fran 7 djur per grupp anvdndes for undersékning av hematologiska parametrar
respektive for biokemisk analys. Alla vavnader fran kontroll och hégdosdjur undersoktes
histopatologiskt, for ovriga djur undersoktes lungor, lever och njurar.

| hégdosgruppen dog en hona under forsta forséksveckan och en hane avlivades under den sista
forsoksveckan pa grund av sjukdomssymtom.

Ingen dos-respons observerades vad géller fodointag och kroppsviktsékning.

Den enda hematologiska forandringen som observerades var en statistiskt signifikant 6kning av
hemoglobinkoncentration, mangd réda blodkroppar, samt hematokrit hos honor i hégdosgruppen.

Biokemiska férandringar i serum var extremt forhdjda varden av transaminaser (ASAT och ALAT)
samt alkaliskt fosfatas (ALP) hos samtliga djur i hégdosgruppen (1000 ug/kg kv dag). Hos djuren i
mellandosgruppen (200 mikrogram mikrocystin-LR/kg kroppsvikt och dag) noterades en forhojning
av transaminaser hos hanar.

Histopatologiskt méarktes en dosberoende 6kning av kronisk leverinflammation. Hos hogdosdjuren
noterades hemosiderindeponering hos samtliga djur och hepatocytdegeneration hos 23 av 29 djur.
NOAEL i studien bestamdes till 40 mikrogram mikrocystin-LR/kg kroppsvikt och dag, den ldgsta dosen
som gavs i studien.

1-mdnads studie, mikrocystin-LR, dosering varannan dag via sond

| en studie av Sedan et al (2015) exponerades hanmadss varannan dag under en manad for
mikrocystin-LR i vattenldsning via sond. Mikrocystin var frampreparerat fran en blomning av
Mikrocystis aeruginosa, struktur och renhet kontrollerades via HPLC-MS och jamfordes med en
standard fran Sigma Chemical Inc. Totalt 12 mdss, 4 per grupp, gavs 0 (grupp 1), 50 (grupp 2) eller
100 (grupp 3) mikrogram mikrocystin-LR/kg kroppsvikt varannan dag. Dosen till lagdosgruppen
(grupp 2), 50 mikrogram/kg kroppsvikt, valdes for att den ar nara det varde fér NOAEL som
framkommit i studien av Fawell et al (1999).
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Inga dodsfall forekom bland méssen, och inga kliniska symtom observerades.

Histopatologiskt férekom vakuoler i cytoplasma centrilobulart i lever hos grupp 2, vilket tyder pa
ackumulering av lipider. | den hogre dosgruppen, grupp 3 var utbredningen och férekomsten
avsevart mer markerad. Forandringarna tyder pa leversteatos, utbredningen var 3,6+0,6% hos grupp
2 och 15,3+1,6% hos grupp 3. Biokemiska analyser av levertransaminaser (ASAT, ALAT) och alkaliska
fosfataser (ALP) i serum visade inga skillnader mellan grupperna.

Histopatologiska forandringar observerades ocksa i tunntarm i form av en dosberoende minskning av
antal intraepiteliala lymfocyter i villi.

Mangden mikrocystin-LR mattes i lever hos férsoksdjuren efter studiens slut. | genomsnitt aterfanns
1,4% av den totala givna dosen i lever hos mdssen i hégdosgruppen (grupp 3) och 0,2% av den totala
dosen hos djuren i grupp 2.

Forfattarna drog slutsatsen att laga doser, doser som ligger nara det NOAEL som bestdmdes i studien
av Fawell et al (1999), kan ge skador i lever och dven i tunntarm utan att ge kliniska symtom. Enligt
studien kan dven immunsystemet paverkas av kontinuerlig ldagdosexponering for mikrocystin-LR, den
slutsatsen drogs pa grundval av en minskning av intraepiteliala lymfocyter i tunntarm, vilket ansags
kunna ge en paverkan pa immunsystemet.

6-mdnaders studie, mikrocystin-LR, exponering via dricksvatten

En annan studie har undersokt paverkan pa lungor och alveoler efter lagdosexponering for
mikrocystin-LR via dricksvatten (Wang et al, 2016). Tio honmass ingick i varje dosgrupp, mangden
mikrocystin-LR i dricksvattnet var 0, 1, 10 respektive 40 mikrogram mikrocystin-LR/L dricksvatten.
Forsokets langd var 6 manader. | studien har méssens konsumtion av dricksvatten ej matts, vilket gér
att det inte gar att bestdmma de faktiska doserna som méssen exponerats for, doserna kan endast
uppskattas utgaende fran normal vattenkonsumtion hos mdss. Lungvavnad var det enda organ som
undersoktes i studien.

Resultatet visade att med 6kande dos mikrocystin-LR i dricksvattnet 6kade incidensen av alveolar
kollaps i lungorna hos de behandlade méssen samt apoptos hos celler i lungvavnaden och skadade
intracelluldra férbindelser. Ingen inflammatorisk respons kunde observeras.

Forfattarna drog slutsatsen att kronisk oral ldgdosexponering av mikrocystin-LR kan ge skador pa
lungorna genom paverkan pa cellkommunikationen.

Intraperitoneal dosering med mikrocystin-LR och mikrocystin-YR

| en studie som fokuserar pa njurskador har mikrocystin-LR och mikrocystin-YR administrerats
intraperitonealt varannan dag i 8 manader i en dos motsvarande mikrogram/kg kroppsvikt.
Forfattarna angav att exponering for mikrocystin-LR gav allvarligare skadorna an exponering for
mikrocystin-YR (Milutinovic et al, 2003).

Nodulariner
Det har inte gatt att finna data 6ver subakut och subkronisk toxicitet for nodulariner.

Kronisk toxicitet och cancerogenicitet
Det saknas studier 6ver kronisk toxicitet och cancerogenicitet for bade mikrocystiner och
nodulariner.

Reproduktionstoxicitet, teratogenicitet (studier av fosterskador)
Mikrocystin-LR till dréiktiga mdss
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| en studie gavs draktiga moéss 0, 200, 600 eller 2000 mikrogram mikrocystin-LR i vattenldsning via
sond en gang dagligen under draktighetsdagar 6 till och med 15. Tjugosex djur ingick i varje
dosgrupp. Moderdjuren avlivades dag 18, och undersdktes makroskopiskt, fostren underséktes vad
géller yttre, inre och skelettmissbildningar.

| den hogsta dosgruppen dog 7 av 26 djur och ytterligare 2 avlivades pa grund av att de madde
mycket daligt. For de kvarvarande djuren i dosgruppen sags ingen letalitet eller teratogenicitet hos
embryon och inte heller nagon paverkan pa implantation eller fosteréverlevnad. Vid den hogsta
dosen fanns uttryck for embryotoxicitet i form av avsevart lagre fostervikt jamfort med kontroll och
forsenad forbening av skelettet. Embryotoxicitet var férvantad i denna dosgrupp, i och med att
moderdjuren var paverkade och madde mycket daligt. | denna studie angav forfattarna 600
mikrogram som NOAEL (Fawell et al, 1999).

Nodulariner
Det har inte gatt att finna data 6ver reproduktionstoxicitet och teratogenicitet for nodulariner.

Mutagenicitet och gentoxicitet

EFSAs genomgang (2016) och reviewartikeln av Buratti et al (2017) sammanfattar bada kunskapen
om genotoxicitet for mikrocystin-LR, och vad som ar kant for évriga mikrocystinvarianter liksom for
nodularin. En reviewartikel som &r nagot aldre av Zegura et al (2011) ger dven den en god
genomgang av kunskapslaget.

Enligt de studier och litteraturgenomgangar som behandlar genotoxicitet av mikrocystiner och
nodulariner, och som finns refererade i de ovan namnda sammanstallningarna, ar det inte visat att
substanserna skulle vara genotoxiska. Underlaget ar dock till delar bristfalligt. Det finns ett antal
studier som behandlar mikrocystin-LR, men vad galler andra mikrocystiner an mikrocystin-LR ar
underlaget mycket knapphandigt och for nodulariner finns mycket fa studier. Vidare har vissa studier
har forsoksuppldagg som gor dem svartolkade, till exempel kan orenade extrakt av cyanobakterier ha
anvants i forsoken.

Nar det géller den rena substansen mikrocystin-LR finns dock resultat fran tillgangliga studier som ar
overtygande. | samtliga av foljande testsystem; Ames test, mikrokarntest i humana lymfocyter och
mikrokarntest in vivo i mus, visas inte nagon genotoxisk effekt i studier av god relevans (Ding et al,
1999; Sieroslawska 2013; Abramsson-Zetterberg et al, 2010).

Det finns dock mojlighet att substanserna kan vara carcinogena via andra mekanismer an
genotoxicitet. Som namnt i avsnittet “Mekanismer for toxicitet” ger mikrocystiner en inhibering av
PP2A, som anses vara en tumorsupressor och skulle genom detta kunna bidra till tumoérpromotion.

| en mycket citerad studie av Nishiwaki-Matsushima et al (1992) gavs den cancerinitierande
substansen dietylnitrosamin (DEN) till rattor som hade blivit partiellt hepatektomiserade (delar av
levern hade opererats bort, for att 6ka celldelningstakten och paskynda effekten av DEN). Med
okande doser av mikrocystin-LR i.p. foljde 6kande antal, och 6kad area av, glutation-S-transferas-
positiva foci i rattlevrarna, vilket tolkades som en indikation pa tumorpromotion. Det bér dock
noteras att glutation-S-transferas positiva foci inte per se ar ett uttryck for tumérpromotion.

Likartade studier av Ohta et al (1994) och Sekijima et al (1999) gav likartade resultat med 6kat antal
leverfoci, samt 6kad area och volym av leverfoci hos rattor som férst initierats med DEN och sedan
injicerats i.p. med mikrocystin-LR. | studien av Ohta et al (1994) anvandes dven nodularin, vilket dven
detta resulterade i 6kat antal, 6kad area av och 6kad volym av leverfoci. Vid samma dos, 25
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mikrog/kg kroppsvikt, gav nodularin upphov till nagot fler leverfoci jamfort med mikrocystin-LR, och
arean och volymen av leverfoci var storre for nodularin jamfért med mikrocystin-LR.

En studie av Song et al (1999) bekraftar uppkomst av glutation-S-transferas positiva leverfoci hos
rattor som initerats med DEN och sedan injicerats i.p. tva ganger i veckan i 10 veckor med nodularin
(25 mikrog/kg kroppsvikt). Djuren avlivades i omgangar fram till vecka 22 efter det att forsoket
inletts. Efter det att injektionerna av nodularin upphort minskade liverfoci. Hos de djur som fatt DEN
plus nodularin noterades neoplastiska levernoduler, detta togs som tecken pa att nodularin ar en
promotor som inducerar hepatocytproliferation.

En studie av Ito et al (1997) visade uppkomst av neoplastiska levernoduler efter att moss blivit
injicerade i.p. med 20 mikrog mikrocystin-LR/kg kroppsvikt mikrocystin-LR under 28 veckor, totalt
100 ggr. Denna studie inneholl dock mycket fa djur, 13 djur i forsoksgrupp och 3 i obehandlad
kontollgrupp, studien saknade en positiv kontrollgrupp och mikrocystin-LR gavs endast i en dos.

| samma studie undersdktes dven peroral administrering. Nar 80 mikrog/kg kroppsvikt gavs p.o.
under 28 veckor, totalt 100 ganger via sond, gjordes inga fynd av levernoduler (Ito et al, 1997).

| en studie av Labine&Minuk (2014) ingick 4 grupper om 20 mdss vardera. Grupperna doserades
dagligen via sond i 28 veckor. En grupp var kontroll och fick enbart vatten, en grupp fick mikrocystin-
LR (1 mikrog mikrocystin-LR/L vatten), en grupp fick tiocetamid i vatten och en grupp fick bédde
mikrocystin-LR och tiocetamid. Inga tumorer hittades hos grupperna som fatt enbart vatten eller
vatten med enbart mikrocystin-LR, medan levertumdérer noterades hos 4-5 mdss i grupperna som fatt
tiocetamid eller tiocetamid plus mikrocystin-LR. Resultatet indikerat att mikrocystin-LR peroralt inte
initierar cancer.

International Agency for Research on Cancer (IARC)

International Agency for Research on Cancer (IARC) klassificerade mikrocystin-LR som “possibly
carcinogenic to humans”, grupp 2 B (IARC, 2010). Skalet till klassificeringen var att det da inte fanns
tillrackligt underlag, for manniska och djur, for att visa carcinogenicitet av mikrocystin-LR.

Nodularin har av IARC klassificerats som ”suspected to be a human carcinogen”, grupp 3 (IARC,
2010).

Toxicitet, ssmmanfattning

Mikrocystiner och nodulariner ar i forsta hand levertoxiner, detta ar pa grund av att toxinerna
transporteras in i celler via OATP-systemet. Aven andra organ &n lever kan drabbas av skador.
Konfigurationen kring ADDA-delen av toxinmolekylen ar av vikt for toxiciteten. Linjara mikrocystiner
och nodulariner, dar ringstrukturen han brutits upp dr mindre toxiska an de cirkuldra peptiderna.

| subkroniska djurforsok dar djur givits mikrocystin-LR peroralt har detta framférallt givit effekter pa
lever; biokemiskt i form av forhojda varden for levertransaminaser och histopatologiskt i form av
skador pa leverceller och pa organisationen av celler.

Underlaget ar ytterst magert vad giller teratogenicitet/reproduktionstoxicitet. Det underlag som
finns visar inte att mikrocystin-LR skulle vara fosterskadande, doser som inte gav toxicitet hos
moderdjuren gav inga pavisbara effekter pa fostren. Doser som gav toxicitet hos moderdjuren
medforde effekter dven hos foster.
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De studier som finns publicerade ger inte anledning att tro att mikrocystiner ar genotoxiska eller att
de kan initiera cancer vid peroral administrering. Det finns studier som anger att mikrocystiner kan
verka som tumoérpromotorer.

Nodulariner kan pa motsvarande satt som mikrocystiner bidra till tumérpromotion. Det finns en
studie som antyder att nodularin kan ha en storre potential som tumérpromotor dn mikrocystin-LR,
men detta skulle beh6va bekraftas genom ytterligare underlag for att kunna ligga till grund for nagon
generell slutsats.

Det har inte gatt att finna studier 6ver kronisk toxicitet eller carcinogenicitetsstudier for
mikrocystiner eller nodulariner.

NOAEL fér mikrocystin-LR

Underlaget dr magert vad galler toxicitetsstudier. Den studie som (fortfarande) ar mest ldmpad for
att bestamma ett NOAEL &r den studie som publicerades 1999 av Fawell et al., NOAEL i studien
bestamdes till 40 mikrogram mikrocystin-LR/kg kroppsvikt (Fawell et al, 1999).

Andra mikrocystiner én mikrocystin-LR

For andra mikrocystiner an mikrocystin-LR saknas studier 6ver oral toxicitet (EFSA, 2016; Buratti et al,
2017).

Jamférelse av toxicitet mellan mikrocystin-LR och andra mikrocystiner

Det anges ofta att mikrocystin-LR dar den mest toxiska, eller en av de mer toxiska, av mikrocystinerna.
Det finns data, in vitro eller via andra administreringssatt an peroralt, som indikerar att hogre
toxicitet for mikrocystin-LR jamfoért med vissa andra mikrocystinvarianter (Kondo et al, 1992; Stoner,
1989; Milutinovix ea, 2003), men det finns ocksa forsok som indikerar att andra varianter av
mikrocystiner kan ha hogre toxicitet an mikrocystin-LR (Stoner, 1989; Fischer et al, 2010).
Sammantaget finns det for lite data for att dra nagon generell slutsats.

Avsaknad av toxicitetsdata fér nodulariner

Det saknas underlag for nodulariner i annu hogre grad an for mikrocystiner.

Flera faktorer kan paverka toxiciteten av olika varianter av mikrocystiner liksom fér nodulariner;
affinitet fér OATP-transportorer som kan transportera toxinerna ar av vikt for i vilken man toxinerna
ska kunna na organ och celler och ge skador; graden av affinitet till proteinfosfatas ar av vikt for hur
allvarliga effekterna kan bli; tillgang pa glutationtransferas och glutation som kan detoxifiera
toxinerna kan ha betydelse for hur allvarliga effekterna av toxinerna kan blir.

Mikrocystin-LR ar den enda mikrocystinvariant for vilken det finns ett NOAEL. | avsaknad av data vad
géller toxiciteten av andra mikrocystinvarianter liksom for nodulariner kan maojligheten beaktas att
utnyttja NOAEL for mikrocystin-LR for bedomningar av toxicitet dven av andra mikrocystiner liksom
nodulariner. Detta skulle da ske utgaende fran toxinernas strukturlikhet och kunskapen om att de har
en gemensam verkningsmekanism i form av inhibering av proteinfosfataser.

Fallbeskrivningar, forgiftning av manniskor eller djur av mikrocystin eller

nodularin

Haromaret fann Dr John Hutson vid Flinders University en tidig beskrivning av dodsfall hos husdjur
som kan ha orsakats av cyanobakterier. Beskrivningen gjordes 1672 av Christofer Kirkby, en
handelsresande och sjalvlard forskare. Han beskrev i Philosophical Transactions of the Royal Society
en sjo nara Danzig som nagra manader varje sommar blev grén imitten med en ”hairy efflorescence”,
vilken kunde na stranden om vinden férde den dit. Dodsfall forekom hos boskap, hundar och héns
efter det att djuren druckit vatten fran den del av sjon dar den grona massan fanns (Kirby, 1672).
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En annan tidig publikation i vetenskaplig litteratur som berér boskapsddd som sannolikt orsakats av
cyanobakterietoxiner ar fran Australien 1878, och ar publicerad i tidskriften Nature, “Poisonous
Australian lake” (Francis, 1878). Den beskriver forgiftning av kor, hastar, hundar, grisar och far i
samband med en blomning av Nodularia spumigena i Lake Alexandrina i Australien.

De effekter och symtom som i férsta hand kan forvantas efter exponering for mikrocystiner och
nodulariner i nivaer som ger akut paverkan ar forhojning av laboratorievarden for levertransaminaser
(ASAT, ALAT) och alkaliskt fosfatas (ALP), som kan tyda pa paverkan och skada pa leverceller eller
inflammation i levern. Personer som forgiftas akut kan drabbas av sjukdomskénsla, illamaende och
krakning. Vid allvarlig paverkan kan gulsot och andra allvarligare symtom pa leverskada upptrada.

Bland manniskor finns de som I6per storre risk an andra for skador efter exponering for levertoxiner
fran cyanobakterier. Till dessa hor personer som redan har skador pa organ som paverkas av
toxinerna, till exempel personer med hepatit, levercirrhos, toxisk leverskada av annat ursprung eller
njurskada. Dialyspatienter kan vara en utsatt grupp darfor att de vid dialys exponeras for stora
maéangder vatten i bukhalan (intraperitonealt) eller intravenost (hemodialys).

Det har férekommit fall dar manniskor misstanks ha fatt hdlsoproblem pa grund av att de utsatts for
toxiner fran cyanobakterier, men det ar i fa fall som orsaksambandet kunnat bevisas i form av
analyser.

Ar 1981 hade en dricksvattenreservoar, Malpas, i New South Wales, Australien, en massiv blomning
av Microcystis aeruginosa, vilken behandlades med kopparsulfat, vilket leder till att cellerna dér (och
eventuella inneslutna toxiner kan lacka ut i vattenmassan). Medan blomningen pagick férekom
klagomal pa dalig smak och lukt pa dricksvattnet som hade ursprung i reservoaren. Det gjordes en
retrospektiv epidemiologisk studie dver leverfunktion i samband med blomningen, dar personer som
fick sitt vatten fran reservoaren med blomningen jamfordes med personer som fick sitt dricksvatten
fran annat hall. Blodprover 6 veckor fore blomningen, under blomningen och 6 veckor efter
blomningen jamfdérdes i de olika populationerna. Resultatet visade en 6kning av
gammaglutamyltransferas (GTP, ett leverenzym) hos gruppen som hade Malpas som
dricksvattenkalla under blomningen samt efter det den lyserats med kopparsulfat, jamfort med
samma grupp fore och efter blomningen samt jamfort med grupper som hade annan
dricksvattenkalla. Medan férhojningen av GTP var mattlig i medeltal, sa var den hos enstaka individer
sa hog att den indikerade genomgripande leverskada. Toxinet i reservoaren karakteriserades senare
som mikrocystin-YM (WHO, 1999).

En allvarlig forgiftning skedde vid en dialysklinik i Brasilien i februari 1996. Vid kliniken upplevde 117
av 136 patienter symtom som synrubbning, illamaende, krakning, muskelsvaghet och smartsam
leverforstoring efter rutinmassig hemodialys. Hundra av patienterna utvecklade leversvikt efter
hand, och 50 av dem avled av detta (Jochimsen et al, 1998; Azevedo et al, 2002). Symtombilden
gjorde att cyanobakterietoxiner misstanktes som orsak till sjukdomsfallen. Analys av kol fran
dialyscentrets vattenreningssystem visade resultat som dverensstamde med mikrocystin. Blodserum
fran insjuknade och kontrollpatienter analyserades, liksom levervavnad fran avlidna patienter. |
serum hittades mikrocystin i nivaer upp till 10 nanog/ml och i levervivnad fann man mikrocystin i
nivder mellan 0,1 och 0,5 nanog/millig. Slutsatsen drogs att mikrocystin fororenat det vatten som
anvandes till dialys. Vid tillfallet var dialyscentrets vattenreningssystem defekt, och det hade dven
skett en felaktig hantering av vatten som forslades via tankbil fran stadens vattenverk till
dialyscentret. Syndromet har sedan blivit kallat Caruaru-syndromet. Overensstimmelser kan ses med
skador som uppkommit hos djur som utsatts for mikrocystiner i laboratorieférsok.
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Farokaraktarisering

WHO (2003) har beradknat ett interimistiskt tolerabelt dagligt intag, ett interimistiskt TDI (provisional
TDI) for mikrocystin-LR utgaende fran Fawell et al (1999). | studien var NOAEL angivet till 40
mikrogram mikrocystin-LR/kg kroppsvikt. For att berdkna TDI har WHO tillampat en osakerhetsfaktor
1000 (10 for att kompensera for artskillnader, 10 for att kompensera for skillnader mellan individer
och 10 for att kompensera for de osdkerheter det innebar att det endast ar en studie 6ver subkronisk
toxicitet och det saknas data for kronisk toxicitet och carcenogenicitet). “Provisional TDI” blir da 0,04
mikrog mikrocystin-LR/kg kroppsvikt och dag.

Riskkaraktarisering for mikrocystin i dricksvatten

WHO har angett ett "provisional guidance value” for mikrocystin-LR, 1 mikrog/L dricksvatten. Detta
ar beraknat for en vuxen person som vager 60 kg och som intar 2 L vatten/dag. | berakningen har
80% av intaget av mikrocystin-LR allokerats till dricksvatten.

Enligt WHO ska vdrdet ge en sékerhet vid en livsldng daglig konsumtion av dricksvatten som
innehdller toxinet. Virdet kan éverskridas under kortare perioder utan en 6kad risk.

Det ”provisional TDI” som WHO anvant for att berdkna ”provisional guidance value” for mikrocystin-
LR i dricksvatten kan anvandas for att berdkna ungefarlig storleksordning pa riktviarden/nivagranser
vid vilka eventuella atgarder kan behova vidtas for att sdkerstélla en sdker dricksvattenforsorjning for
olika aldersgrupper i befolkningen.

Nedanstdende ar en berdkning av storleksordning pa Hogsta hdlsomdssigt acceptabla Halter (HhaH)
av mikrocystin-LR (eller mikrocystin-LR-ekvivalenter) i dricksvatten, foér olika aldersgrupper, baserat
pa ”“provisional TDI” 0,04 mikrogram/kg kroppsvikt fran WHO.

| berdkningarna nedan har 100% av intaget allokerats till dricksvatten, da det inte finns nagon annan
uppenbar intagsvag. Kroppsvikt for en vuxen antas vara 70 kg, den vuxenvikt som anvands inom EU.
For den yngsta aldersgruppen (spadbarn) har antagandet gjorts att barnen endast konsumerar
modersmjolksersattning beredd med toxininnehallande dricksvatten.

Tabell 2. Berdkning av vdrden som kan ange storleksordning pG en hégsta hdlsomdssigt acceptabel
halt (HhaH). Berdkningen bygger pad interimistiskt TDI (WHOQ) pd 0,04 mikrog mikrocystin-LR/kg
kroppsvikt och dag.

Befolkningsgrupp Personens vikt Vatten- Berdknad HhaH baserad pa att

(kg) konsumtion 100% av intaget kommer fran
(mL/dag) dricksvatten*
(mikrog/L)

spadbarn 3 veckor 4,2 700 0,24

spadbarn > 4 manader 6,6 800 0,33

4-aringar 18 1600 0,45

8-aringar 31 1600 0,78

12-aringar 42 2100 0,80

Vuxna 70%** 2000 1,4

Vikten vid olika Gldrar baseras pa Livsmedelsverket (2012;2006)

Vattenkonsumtion vid olika dldrar baseras pd EFSA (2010)
* WHO har allokerat 80% av intag av mikrocystin till dricksvatten vid berdkning av guidance value
** WHO har angett 60kg som kroppsvikt for vuxen

Osdikerheter

Det finns stora osdkerheter i de berdkningar av mojliga hogsta halsomassigt acceptabla halter som
presenteras i tabell 2.
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Eftersom dataunderlaget ar begransat har berakningen av mojliga hogsta halsomassigt acceptabla
halter av mikrocystin-LR i dricksvatten baserats pa ett “provisional TDI” som bygger pa en djurstudie
over subkronisk toxicitet. Detta ger en grundlaggande osakerhet.

Vidare ska “provisional TDI” ge en sdkerhet vid en livslang daglig konsumtion av dricksvatten som
innehaller toxinet, och vardet ska kunna dverskridas under kortare perioder utan en okad risk. Det
finns idag inte underlag som kan ligga till grund for nivagranser vid kortare éverskridanden av TDI.
Det saknas underlag som kan ange hur hogt 6ver TDI det gar att ga under en kortare tidsperiod,
liksom det saknas underlag som kan ange under hur lang tid TDI kan 6verskridas vid olika toxinhalter.

Det saknas data som kan ligga till grund fér berdkning av TDI for andra varianter av mikrocystiner an
mikrocystin-LR, dven fér nodulariner saknas data som kan ligga till grund for berakning av TDI eller
motsvarande.

Gransvarden och motsvarande i olika lander

WHOs ”provisional guidance value” 1 mikrog mikrocystin-LR/L dricksvatten tillampas i manga lander.
(Riktvarden som ligger mellan 1 och 1,5 mikrog mikrocystin-LR (eller mikrocystiner) tillimpas i
Australien, Brasilien, Kanada, Tjeckien, Danmark, Frankrike, Nya Zeeland, Singapor, Spanien, Turkiet,
Uruguay och Sydafrika. Se dven tabell 3.)

| tabell 3 anges gransvarden eller motsvarande for mikrocystiner och nodulariner i dricksvatten
(EFSA, 2016). De flesta regleringar behandlar mikrocystin-LR, mikrocystin-LR-ekvivalenter eller
summan av mikrocystiner. Endast ett land, Nya Zeeland har nagon form av reglering av nodularin,
anledning till detta ar troligen att nodularin framforallt férekommer i brackvatten och att de flesta
lander inte ser nagon anledning att toxinet ska férekomma i deras ytvattentdkter som bestar av
sOtvatten.

| de fall lander helt saknar gransvarden eller motsvarande for mikrocystiner och nodulariner ar

forklaringen ofta att landet enbart eller till stérsta delen anvander sig av grundvatten for sin
dricksvattenforsorjning, och inte av ytvatten.
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Tabell 3. Grdnsvdrden eller motsvarande fér mikrocystiner och nodulariner i dricksvatten enligt EFSA

(2016)

Land/organisation

Toxin, samt eventuell
kommentar/beskrivning

Halt toxin

Typ av virde*

WHO Mikrocystin-LR 1,0 mikrog/L | ”Provisional guidance
value”
Australien Mikrocystiner, 1,3 mikrog/L | ”Guidance value”
toxicitetsekvivalenter av MC-LR
Brasilien Mikrocystiner 1 mikrog/L Gransvarde
Finland Summa av alla mikrocystiner. >1 mikrog/L | "Guidance value”
Grans for inférande av vissa
atgarder. Vid enstaka
overskridanden fall-fall-
bedémning.
Summa av alla mikrocystiner. >10 mikrog/L | "Guidance value”
Vatten far endast anvandas for
toaletter i hushallen.
Frankrike Summa av alla mikrocystiner. 1 mikrog/L Gransvarde
Italien Summa av alla mikrocystiner 1 mikrog/L Gransvarde

som mic-LR-ekvivalenter

Kanada (olika

Mikrocystin-LR, alternativt

1,5 mikrog/L

Maximalt acceptabel halt

provinser) summa av alla mikrocystiner
Nya Zeeland Mikrocystiner, som 1 mikrog/L (Interimistisk) maximalt
mikrocystin-LR ekvivalenter tillaten halt
Nodularin 1 mikrog/L (Interimistisk) maximalt
tillaten halt
Portugal Mikrocystin-LR 1 mikrog/L Indikator parameter
Singapor Mikrocystin-LR, fritt och 1 mikrog/L Gransvarde
cellbundet
Spanien Mikrocystiner 1 mikrog/L Gransvarde
Sydafrika Mikrocystin-LR 1 mikrog/L "Guidance value”
Uruguay Mikrocystin-LR 1 mikrog/L Gransvarde
USA, EPA Mikrocystiner, barn under 6 ar 0,3 mikrog/L | "Health advisory”
Mikrocystiner, barn éver 6 ar 1,6 mikrog/L | ”"Health advisory”
och vuxna
USA, Florida Mikrocystiner, kroniskt 1 mikrog/L "Health advisory level”
Mikrocystiner, 90 dagar 10 mikrog/L | "Health advisory level”

USA, Minnesota

Mikrocystiner

0,04 mikrog/L

”Guidance value/alert
level”

USA, Ohio Mikrocystiner 1 mikrog/L Maximalt acceptabel
koncentration
USA, Oregon Mikrocystiner 1 mikrog/L "Guidance value”

* De uttryck som forekommer i kolumnen ar de som anvands i respektive lands rad, regler eller motsvarande. Vad uttrycken
innebar i praktiken ar inte beskrivet i de publikationer som &r tillgangliga.
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Slutsatser och sammanfattning

Arter som bildar mikrocystiner finns i svenska sjoar och i Ostersjén, och toxinerna har dterfunnits i
sjoar i Sverige liksom i Ostersjén (SLV-rapport 19/1997, SLV-rapport 4/2000). Arter som bildar
nodulariner finns i Ostersjon. Sjvatten anvands som ytvattentikter i Sverige, och brackvatten fran
Ostersjon anvidnds som dricksvatten efter avsaltning, se dven Rapport 1-2007 i Livsmedelsverkets
rapportserie (SLV, 2007). Det finns dock inte underlag som kan ge en uppfattning om ifall manniskor
har exponerats for mikrocystiner eller nodulariner via dricksvatten i Sverige.

Framsta malorgan for toxicitet av mikrocystiner liksom fér nodulariner ar lever. Det finns inte
indikation pa att mikrocystiner skulle kunna inducera cancer, dock finns indikationer pa att
substanserna kan bidra till tumorpromotion.

Det finns endast en studie av tillracklig kvalitet for att bestamma ett NOAEL fér en
mikrocystinvariant, mikrocystin-LR, NOAEL &r i studien bestamt till 40 mikrog/kg kroppsvikt. Utifran
detta NOAEL har WHO berdknat ett interimistiskt TDI (provisional TDI) till 0,04 mikrogram
mikrocystin-LR/kg kroppsvikt. Ett TDI ska ge en sdkerhet vid en daglig konsumtion under en livstid,
och kortare 6verskridanden av TDI bér kunna ske utan negativa effekter. Utifran TDI har WHO ocksa
berdknat ett ”provisional guidance value” for mikrocystin-LR i dricksvatten pa 1 mikrogram/liter.

Aven om mikrocystin-LR ofta bendamns vara en av de mest, eller den mest toxiska mikrocystin-
varianten, sa finns det ett begransat underlag som kan ge substans at pastaendet, eller ge tydliga
indikationer pa i vilken grad toxiciteten kan variera mellan olika mikrocystinvarianter. Inte heller finns
det tillforlitligt underlag som kan ange hur toxiciteten av nodulariner férhaller sig till mikrocystin-LR.
Flera faktorer kan paverka toxiciteten av olika varianter av mikrocystiner liksom for nodulariner;
affinitet fér OATP-transportorer; graden av affinitet till proteinfosfatas; liksom tillgang pa
glutationtransferas och glutation i cellen. Att dessa faktorer kan paverka toxiciteten kan férutsattas
utgaende fran kunskapen om hur toxinerna absorberas, mekanismen for toxicitet samt hur toxinerna
kan detoxifieras i kroppen. Det gar daremot inte att utifran denna generella kunskap uttala sig om
enskilda toxiner.

| dagsldget ar det “provisional TDI” och det ”provisional guidance value” fér mikrocystin-LR som &r
framtaget av WHO, det enda och det basta vardet som finns att tillga for att fa grepp om vid vilken
storleksordning av intag resp. vid vilken halt i dricksvatten som mikrocystiner och nodulariner kan
borja innebéra en hilsofara.

Mikrocystin-LR ar den enda mikrocystinvariant for vilken det finns ett NOAEL. | avsaknad av data vad
galler toxiciteten av andra mikrocystinvarianter liksom fér nodulariner kan mojligheten beaktas att
utnyttja NOAEL for mikrocystin-LR for bedémningar av toxicitet dven av andra mikrocystiner liksom
nodulariner. Detta skulle da ske utgaende fran toxinernas strukturlikhet och kunskapen om att de har
en gemensam verkningsmekanism i form av inhibering av proteinfosfataser.

Tabell 2 i detta dokument ger en teoretisk berdakning av storleksordning av méjliga ”"aktionsvarden”
(HhAH) for dricksvatten vid olika dldrar/vattenintag, utgaende fran WHO:s "provisional TDI”.
Berakningarna innehaller stora osakerheter.
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