MODULACE BIOMARKERU OXIDATIVNIHO STRESU U TOLSTOLOBIKA -
BILEHO (H YPOPHTHALMICHTHYS MOLIT. RIX VAL.) PO EXPOZICI VODNIMU
KVETU SINIC PRODUKUJICi MICROCYSTIN
The modulation of the oxidative stress biomarkers in silver carp (Hypophthalmichthys
molitrix Val.) after the exposure of microcystin produced in the cyanobacterial water bloom

KOPP, R, BLAHA, L., SIMKOVA, K., MARES, J.

Abstract
The goal of the presented paper was to evaluate the influence of cyanobacterial water blooms

common in eutrophic reservoirs on oxidative stress biomarkers of silver carp. The experimental fish were
exposed to high concentration of natural population of cyanobacterial water bloom. In the population of
colonial cyanobacteria Microcystis ichthyoblabe (60 %) with subdominant Microcystis aeruginosa (40 %) were
detected three microcystins (the total concentration 513 ugg” of dry mass).

The concentration of two oxidative stress markers - reduced gluthation (GSH) and malondialdehyde
(MDA) was monitored. The concentration of reduced gluthation (GSH) showed statistically significant increase
at fish exposed to the cyanobacterial population in comparison with control fish from the store-pond. The values
of control fish from aquarium were significantly reduced in comparison with control fish from the store-pond.

The concentration of marker lipide peroxidase (MDA) did not show significant changes among
individual fish orders. However, visible trend of value increase of fish exposed to the cyanobacterial population
was observed.

UVOD

Jednim z vyznamnych a obecnych mechanismi toxického pusobeni fady latek je tzv. oxidativni stres, ).
neschopnost organismu eliminovat $kodlivé reaktivni formy kysliku (ROS, reactive oxygen species). Oxidativni
stres je povaZovan za nejvyznamnéjsi faktor procesu starnuti, vede k genotoxickému poskozeni a je také pfiCinou
fady onemocné&ni v&etn& nadorovych (Toyokuni et al. 1995; Hofmanova et al. 2000).

Experimentalng i v pfirodnich podminkach bylo dokdzano, Ze oxidativni stres je jak u Clovéka tak u
volng Zijicich organismii (v&etn& napf. ryb) indukovan po expozici riznymi skupinami chemickych latek.
Oxidativni stres vyvolavaji jak pfimé produkty antropogennich Cinnosti (napf. persistentni organické
kontaminanty, t&7ké kovy), tak napf. toxické metabolity sinic (cyanotoxiny) jako diisledek masovych rozvoji
sinic v diisledku eutrofizace vod (Ding et al. 1998; van der Oost et al. 2003).

Zda a do jaké miry vyvolava cizoroda latka oxidativni stres v Zivém organismu Ize sledovat s vyuZitim
tzv. biomarkerd, tj. sledovani zm&n specifickych biochemickych parametrii které jsou vice ¢i mén€ v pfiinné
souvislosti s nadprodukci ROS. Mezi tyto biomarkery patii zejména (i) méfeni zvySeni produkce ROS po
piisobeni cizorodé latky (lze vyuZit zpravidla jen v in vitro studiich), (ii) sledovani oxidace pfirozenych
biologickych molekul (tj. oxy-DNA, oxidované proteiny/aminokyseliny, oxidace membranovych fosfolipidii),
(iii) sledovani zm&n antioxida¢nich a detoxikaénich parametrii, které jsou v pfitomnosti ROS modulovany napf.
zmény koncentraci glutathionu, GSH - peptidu vyznamné se podilejiciho se na antioxida¢ni kapacit¢ bunék;
koncentraci detoxika¢nich enzymi - glutathion-S-transferdza, glutathion peroxidaza, kataldza, superoxid
dismutiza apod.. (Boelsterli 2003). Sledovini uvedenych biomarkeri jako Casnych indikitori poskozeni
organismu v disledku expozice chemickym latkam lze dobfe vyuZit také u ryb (van der Oost et al. 2003).

V piedlozené studii byly v hepatopankreatu tolstolobikii in vivo sledovany zmény celkového
glutathionu (GSH- marker antioxida¢niho potencidlu) a koncentrace malonyldialdehydu (MDA - koneCny
produkt lipidni peroxidace - marker poskozeni membranovych fosfolipidii v diisledku oxidace ROS). Zmény
byly sledovany u ryb exponovanych 25 dni v rybaiskych sadkach - v sadce s masivné pfirozen¢ vyvinutym
vodnim kvétem sinic vs. ryby v sadce bez sinic. Tieti skupina ryb byla exponovana v akvériich
v experimentdlnim recirkulaénim zafizeni s minimalnim krmenim.

MATERIAL A METODIKA

K experimentim byla pouZita nasada tolstolobika bilého (Hypophthalmichthys molitrix Val.)
z Rybnikaistvi Pohofelice a.s. Priméma kusova hmotnost ryb ze sadky se sinicemi byla 55,8 + 18,0 g, ze sadky
kontrolni 46,8 + 8,7 g a z kontrolniho akvaria 15,1 + 4,7 g. K stanoveni hladiny microcystinti a biomarkeru byly
6 rybam z kazdé skupiny odebrany vzorky hibetni svaloviny, kiZe a hepatopankreas.

Biomasa sinic v sadce s tolstolobiky byla tvofena dvéma kokdlnimi druby rodu Microcystis (M.
ichtyoblabe 60% a M. aeruginosa 40%). Koncentrace bun¢k sinic se v prib&hu pokusu pohybovaia v fadu
miliént bunék v mililitru vody. MnoZstvi ostatnich fas bylo zanedbatelné.

; Prvni kontrolni skupina ryb byla chovana v sadce bez pfitomnosti planktonnich sinic. Fytoplankton byl
tvofen béZnymi druhy chlorokokalnich fas a rozsivek. Druha kontrolni skupina byla chovdna v experimentilnim
recirkulacnim zafizeni bez piitomnosti sinic a fas.
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V pribéhu pokusu byly sledovany zékladni fyzikalné-chemické parametry vodniho prostiedi. Obsah
rozpusténcho kysliku byl u viech sledovanych skupin v rozsahu 95-159 % nasyceni, hodnota pH se pohybovala
v rozsahu 7,8-9,6 a teplota vody od 19,5 do 24,2 °C.

K stanoveni koncentraci microcystinii v biomase sinic bylo vyuzito HPLC s detekci diodovym polem,
C-18 kolona Supelcosil ABZ+Plus, gradientova eluce acetonitril/voda. Microcystiny byly detekovany pomoci
retencniho Casu a spektra (200-300 nm) s charakteristickym maximem pfi 238 nm; HPLC systém Agillent
(Blaha and Margalek 2003).

Homogenaty pro stanoveni microcystini v extraktech z kii¥e a svaloviny byly pfipravené v PBS, pH 7.2
(5 g tkdné/ 20 mL PBS) a byly analyzovdny na obsah microcystind pomoci kompetitivni nepiimé ELISA
(Envirologix, USA) proti microcystinu-LR, kter4 vykazuje kiiZové reakce i s dal§imi variantami microcystinti.
Detekéni limit pouzité metody byl 0.6 ng.g” f.w.

Stanoveni redukovaného gluthationu (GSH) bylo provedeno dle Ellmanovy metody (Ellman 1959).
Vzorky jater byly zhomogenizovany ve fosfatovém pufru, pH 7,2. Cast homogendtu byla odebrana pro stanoveni
koncentrace proteinii metodou podle Lowryho (Lowry 1951). Pro stanoveni GSH byl homogenat s25%
kyselinou trichloroctovou (w/v) zcentrifugovén pfi 8900 rpm po dobu 10 minut. Supernatant byl pouZit pro
samotn¢ stanoveni miniaturizované pro mikrodeskové provedeni. Reakéni smés obsahovala 50 uL vzorku, 230
uL pufru (0,8 M TRIS/HCI, 0,02 M EDTA, pH 8,9) a 20 uL 0,01 M DTNB (2,2’-dinitro-5,5 -dithiobenzoova
kyselina). Reakéni smés byla inkubovana po dobu 5 min. pii pokojové teplot¢ a absorbance vznikajiciho
konjugdtu GSH-DNTN méfena pfi 412 nm. Koncentrace redukovaného GSH byla vyjadfena jako ug GSH/mg
proteini.

Tkatiova lipidni peroxidace byla stanovena na zikladé tvorby produktit reagujicich s thiobarbiturovou
kyselinou (TBARS, zejm. malonyldialdehyd - MDA) metodikou modifikovanou dle Livingstone et al. (1990).
Homogenat vzorku jater, pfipraveny ve fosfatovém pufru, pH 7,2, byl po pfidani smési 20% kyseliny
trichloroctové, TCA (w/v) a 2% butylovaného hydroxytoluenu, BHT (w/v), vpoméru 200:1 TCA:BHT,
centrifugovan po dobu 20 minut pii 4000 rpm. Supernantant byl odebran a v pomé&ru 5:1:4 k nému byla pfiddna
0,6N HCI a roztok TRIS-TBA (25mM TRIS, 100mM kyselina thiobarbiturovd, pH 7,4). Vysledna smés byla na
vodni lazni vafena po dobu 45 minut pfi 95°C. Po ochlazeni na pokojovou teplotu byla pti 550 a 590 nm
zméfena absorbance. Vysledna koncentrace TBARS byla vyjadfena jako nnmol MDA/mg proteini.

VYSLEDKY

Stanoveni microcystinii v biomase sinic prokazalo 3 hlavni varianty microcystind (-RR, -YR a -LR) v
celkové koncentraci 513 pg.g” d.w. (122, 185 a 206 ng.g' jednotlivé varianty). Tyto koncentrace jsou dobie
srovnatelné s hladinami nachézenymi jinde v CR (Marsélek et al. 2001) a patfi spiSe mezi mirn& nadprimérmé.
Stanoveni koncentraci microcystinii v Z4dné z testovanych tkani (kiize, svalovina) technikou ELISA neprokazalo
microcystiny v koncentracich vys8ich neZ byl detek&ni limit metody (< 0.6 ng.g” f.w.).

Hladiny GSH a MDA u exponovanych ryb jsou prezentovany v obr. 1 a obr.2. U ryb chovanych v
pritomnosti toxického vodniho kvétu sinic byly pozorovany statisticky vyznamné¢ zvy$ené hladiny GSH (obr. 1).
U skupiny chované v laboratornich prostiedi byly zjistény naopak sniZené hladiny ve srovnani s rybami z chovné
sadky bez sinic. Koncentrace markeru lipidni peroxidace - MDA - se mezi jednotlivymi skupinami vyznamné
nelisily, ackoliv byl zfejmy trend nériistu u skupiny exponované sinicim (obr. 2).
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Obr. 1: Hladiny glutathionu (GSH) u jednotlivych skupin tolstolobiki
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Obr. 2: Hladiny lipidni peroxidace (malonyldialdehyd MDA) u jednotlivych skupin tolstolobiki

DISKUZE

Ryby vystavené pilisobeni vodniho kvétu sinic jsou vystaveny stresu, ktery miiZe ovlivnit jak jejich
fyziologicky stav, tak kvalitu masa. Nage vysledky neprokazaly zvySené koncentrace microcystinii v tkdnich ryb
vystavenych toxickym sinicim. MoZnym vysvétlenim mizZe byt relativn€ kratk doba vystaveni ryb sinicim (25
dni) nebo existence eliminatnich mechanismii u tolstolobikii (podle naSich informaci nebyla akumulace
microcystinii ve svaloving tohoto druhu ryb doposud detailng studovana). MoZnym problémem miiZze piipadnd
byt i metodicky nedostatek techniky ELISA - tj. interference dalsich latek v homogenatu s vyslednou reakci.
Podle dostupné literatury viak bohuZel ve svété doposud nebyla dokonalejsi technika pro stanoveni microcystini
v komplikované matrici Zivo&i$né tkané vyvinuta (Freitas de Magalhaes et al. 2001).

PfestoZe nebyla prokdzina kumulace microcystinii v tkanich ryb, byly v hepatopankreatu exponovanych
ryb pozorovany zmény nékterych biochemickych parametri, nejvyraznéj§i zmény byly zjiStény u hladin GSH,
které reflektuji toxické plisobeni (Pflugmacher et al. 1998; Wiegand et al. 2002). ZvySeni hladin GSH reflektuje
zvySeni intenzity metabolismu zapojeného do detoxikaénich pochodii - napf. aktivit glutathion-S-transferdz,
glutathion reduktiz apod. (tj. zvySend potfeba odstrafiovani toxickych latek z téla) (Best et al. 2002). ZvySené
aktivity detoxikaénich enzymi a souvisejici zvySeni hladin antioxidantii véetn€ GSH vSak mohou mit i
vyznamné negativni dopady - zvySend citlivost k tvorbé reaktivnich metabolitli, nefyziologicka energeticka
naroénost na udrZovani detoxika¢niho aparatu, zvy$ena proliferace a tvorba neoplazii (van der Oost et al. 2003).

Alkoliv jsou sinice pfirozenou soucasti ekosystémi, soucasné védecké prace prokazuji, Ze jiné
organismy (vCetné ryb) jsou nuceny reagovat na jejich metabolity jako na xenobiotika. Dochdzi k modulaci
detoxikaénich pochodi a aktivaci potencialné nebezpeénych procesti. Kinetika detoxikace je silné ¢asové zavisla
- pfi akutnich fazich jsou patrné poklesy antioxidanti, po delSich chronickych expozicich dochdzi k stimulaci
protektivnich procesu. Podobné ucinky jako v nasi praci (tj. zvySeni hladin GSH) pozorovali in vivo po expozici
microcystinim u my$i (Gehringer et al. 2004) spolu s modulaci detoxika¢nich enzymi (glutathion peroxiddza) a
aktivaci lipidni peroxidace (v na$i praci nebyly zjistény v tomto parametru (MDA) vyznamné rozdily). Bouaicha
and Maatouk (2004) také pozorovali oxidativni stres a zvySeni hladin GSH v krysich hepatocytech
exponovanych microcystinem-LR.

Pii akutnich expozicich hepatocytii kapra in vitro vysokym davkam microcystinii byly pozorovany
projevy oxidativniho stresu jako zvySena produkce ROS, stimulace enzymatickych detoxika¢nich pochodi -
GPx, SOD, CAT. Vzhledem k vysokym akutng toxickym ddvkam vsak autofi v piipadé GSH pozorovali pokles
jeho hladin. (Li et al. 2003)

Nase in vivo studie s tolstolobiky v pfirozenych podminkich prokazala i po relativng kratké dobg
expozice toxickym sinicim (25 dni ve vegetani sezon€) modulaci hladin glutathionu (GSH). Tento biomarker
oxidativniho stresu a detoxikaéni kapacity citlivé indikuje moZné patologické efekty spojené s vystavenim ryb
pusobeni toxickych vodnich kvétl produkujicich microcystiny.
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Podékovani 5

Vyzkum pisobeni sinic vodniho kvétu na tolstolobika bilého je podporovano grantem GACR
206/02/D031. Studium efektii a ekologickych dasledkii toxickych sinic je podporovino grantem GA AV
KIB6005411.
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