Bulletin VURH Vodiiany 43(3) - 2007

AKUMULACE A ELIMINACE MICROCYSTINU V RYBACH
(CYPRINUS CARPIO, HYPOPHTHALMICHTHYS MOLITRIX) A
HODNOCENI BIOMARKERU PO EXPOZICI SINICOVOU BIOMASOU
ACCUMULATION AND ELIMINATION OF MICROCYSTINS IN FISH (CYPRINUS
CARPIO, HYPOPHTHALMICHTHYS MOLITRIX) AND MODULATION OF
BIOMARKERS AFTER EXPOSURE TO CYANOBACTERIAL BLOOMS

ADAMOVSKY 0., KOPP R., HILSCHEROVA K., PALIKOVA M., NAVRATIL 8.,
BLAHA L.

Abstrakt

Two species of common edible fish - common carp (Cyprinus carpio) and silver carp
(Hypophthalmichthys molitrix) were exposed to Microcystis spp. dominated natural cyanobacterial water bloom
Jfor two months (microcystin concentrations ranged 182—-539 ug/g dry weight) followed by depurination in the
clean water for next 8 weeks. Microcystin content in the muscle and hepatopancreas of both species was
analysed by ELISA and modulations of biochemical markers (such as intracellular glutathione, GSH) were
investigated. Microcystins accumulated in the muscle up to 1.4-29 ng/g fresh weight (fw) and 3.3—19 ng/g fw in
silver carp and common carp, respectively. About an order of magnitude higher concentrations were detected in
the hepatopancreas. Concentrations up to 226 ng/g fw were observed in silver carp. A peak (mean 132 ng/g fw)
was recorded in the common carp after initial 4 weeks followed by a decrease during exposure (mean 69 ng/g fw
after 9 weeks). After the transfer of fish to clean water, microcystins were relatively rapidly eliminated from both
muscle and hepatopankreas within 1-2 weeks. From the biochemical markers, concentrations of GSH were
significantly induced in both fish species indicating oxidative stress and enhanced detoxification processes.
Common carp seemed to be more sensitive species. Risk assessment of microcystins accumulated in the edible
fish tissues was performed using US EPA methodology and calculated hazard indexes indicated generally low
health risks.

UvoD

Hepatotoxické microcystiny (MCs) jsou skupinou peptidii produkovanych nékterymi
druhy sladkovodnich sinic jako jsou Microcystis sp., Planktothrix sp. aj. (Sivonen a Jones,
1999). V jedné burice miize byt béhem ristu produkovano i vice variant microcystinii a
celkové mohou tvofit az 1 % vahy suSiny biomasy. Ackoli je men§i mnoZstvi microcystinti
produkovéano do okolniho prostredi, vétSina zstava uvniti sinicovych bunék, odkud se béhem
kolapsu vodniho kvétu dostava ve velkém mnozstvi do prostfedi(Sivonen a Jones, 1999).
MCs jsou inhibitory serin/threonin protein fosfataz PP1 and PP2A a pfevazné se akumuluji
v jatrech (Chorus a Bartram, 1999). Lze je v8ak detekovat i v jinych organech jako jsou svaly,
kiize a krev. Kromé hepatotoxicity a promoce karcenogeneze v jatrech jsou dokumentovany a
studovany i jiné druhy toxicity (Azevedo a kol., 2002, Briand a kol., 2003). Svétova
zdravotnickd organizace (WHO) stanovila pro zmenSeni rizika plynouciho z pifijmu
microcystini maximélni denni davku na 0,04 pgkg'.den” korespondujici s limitem pro
pitnou vodu 1pg.1”, kterd plati i v CR (Chorus a Bartram, 1999, WHO, 1998). Tyto limity
plati pro nejvice studovanou variantu microcystin-LR.

Zatimco toxicita pro ¢lovéka byla detailn€ studovéna, v akvatickém prostfedi jsou jeho
ucinky malo prostudovany (Buryskova a kol., 2006, Malbrouck a Kestemont, 2006). Piedeslé
studie se zabyvaji metabolismem MCs a toxicitou pro ryby, avSak existuje jen malo detailnich
studii zabyvajicich se toxokinetikou a zdravotnimi riziky vyplyvajici z akumulace MCs
v rybach (Rodger a kol., 1994, Wiegand a kol., 1999, Zimba a kol., 2001).

Oxidativni stres, coz je nadprodukce kyslikovych radikali (ROS) v burice, je dalsi
dulezity mechanizmus toxicity fady kontaminanti a také MCs dokumentovany u
laboratornich zvitat (Ding a kol., 1998), ryb (Li a kol., 2003) a jinych organismt (Pflumacher
a kol., 2006). Mezi efekty zplisobené oxidativnim stresem patii na bunééné urovni lipidni
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peroxidace (LPO), ovlivnéni hladin glutathionu (GSH) (Jos a kol., 2005), aktivace komplexu
detoxifikaénich enzyml zahrnujicich glutathion S-transferazu (GST), glutathion reduktazu
(GR) a glutathion peroxidazu (GPx) (Vvan Der Oost a kol., 2003). Tyto parametry jsou ¢asto
pouzivany jako biomarkery toxicity v¢etné studii s rybami.

Cilem této studie bylo zjistit miru akumulace i rychlost eliminace microcystini ze
tkani dvou druhl ryb — kapra Cyprinus carpio a tolstolobika bilého Hypophthalmichthys
molitrix. Dale byla studovdna odpovéd’ detoxifikacnich enzymt a antioxida¢niho aparatu v
prostiedi s pfirozenym vyskytem sinicové biomasy. Oba druhy ryb patii mezi nejvice chované
masné druhy ryb jak v Asii tak v Evropé. Tato studie obsahuje nova data v oblasti kinetiky i
eliminace microcystinu a hodnoti souvisejici zdravotni rizika.

MATERIAL A METODIKA

Akumulaéni experiment usiloval o simulaci podminek, které se béZné vyskytuji
v prosttedi. Vybrané druhy ryb (kapr obecny, tolstolobik bily; staii 2 roky) byly oddélené
drzeny ve dvou venkovnich nadrzich (expoziéni se sinicemi a kontrolni s ¢istou vodou)
v rybochovnych sadkach v Pohofelicich po dobu dvou mésicti. Kapr nebyl b&hem
experimentu dokrmovan. Na zac¢atku akumulaéniho experimentu byla primérna vaha kapra a
tolstolobika 125 g a 202 g respektive. U elimina¢niho experimentu byla pocateéni hmotnost
ryb 46g a 421g respektive.

Dominantnimi rody sinic byly Microcystis aeruginosa (45 %), Microcystis ichtyoblabe
(45 %) a Anabaena flos-aque (5 %). Koncentrace microcystinii v biomase a ve vodé byly
stanovovany pomoci HPLC dle (Lawton a kol., 1994). Na zafatku experimentu byla
koncentrace rozpuiténého microcystinu ve vod& a vbiomase 22,7 pgl’, 539 pg.g’, ve
4.tydnu 13,8 pgl”, 425 pg.g”, a v 9.tydnu 14,2 pg.l”, 182 pg.g”. Eliminace byla studovéna
na rybach pochazejicich z rybniku s pfirozenym vyskytem vodniho kvétu, a které ptirodni
cestou akumulovaly microcystiny. Parametry vody byly béhem akumuladniho respektive
elimina¢niho experimentu nasledujici : teplota 18,9 + 3,8, 19,6 = 1,3 °C; rozpustény kyslik
18,2 £ 2,0, 11,1 £ 3,2 mg.l"; pH 9.4 + 0,4, 9,1 + 0,2. Ryby byly odebirany 4. a 9. tyden u
akumulac¢niho experimentu a 1., 2., 4., 6. a 8. tyden u elimina¢niho experimentu (5 - 10 ryb
pii kazdém odbéru). Vzorky tkani byly uskladnény v mrazdku pii -80°C a nasledné
analyzovany imunochemickou metodou ELISA na obsah MCs a hodnoceny na hladiny
biomarkert.

Extrakce tkdni byla pfevzata a optimalizovana dle (Magalhaes a kol., 2001). Mrazeny
vzorek (0,4 g) byl homogenizovan v metanolu (3 mL) a ultrazvukovan po 30 minut
v ultrazvukové 1azni. Poté centrifugovan (4000 RPM, 10 min.). Supernatant odebran a pelet
opét rozpustén v 3 mL metanolu. Cely proces byl opakovan celkem 3krat. Do ziskaného
etanolového extraktu byl tfikrat pfidan 1 mL hexanu. Vznikla hexanové vrstva byla odebrana
pro stanoveni lipidd ze vzorku.

Pro stanoveni MCs byla pouzita velice citlivA metoda ELISA nové pfipravena a
optimalizovana v laboratofich RECETOX. Metoda vyuziva kompetitivni reakce microcystint
ze vzorku senzymové znaenym microcystinem (kfenova peroxidaza). Koncentrace
microcystinti je stanovena fotospektrometricky dle vyvoje substratu (TMB, absorbance pfi
420 nm, referenéni délka 660 nm) (Zeck a kol., 2001). Kalibra¢ni kiivka byla pro kazdé
méfeni 0,125 -2 pg.1™.

Pro stanoveni biomarkerti byl vzorek tkdn€¢ (1 mg) homogenizovan na ledu s ImL
fosfatového pufru (PBS, pH 7,2), po centrifugaci (2500 g, 5 min, 4 °C) byl uskladnén pfi -
80°C. Koncentrace proteinu byla stanovena dle (Lowry a kol., 1951) . Jako standard byl
pouzit hovézi sérovy albumin. Koncentrace glutathionu (GSH) byla stanovena dle (Ellmann,
1959) s pouzitim DTNB (5,5 -dithiobis-2-nitrobenzeova kyselina) jako substratu. Pied
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analyzou byly vzorky oSetfeny trichloroctovou kyselinou (25 % w/v) pro odebrani proteinil a
centrifugovany (6000 g, 10 min). Absorbance konjugatu GSH-DTNB byla stanovena pii 420
nm a koncentrace GSH byla spo¢itana dle kalibraéni kiivky s vyuzitim standardu GSH.

Rizika vyplyvajici zkonzumace ryb byla kalkulovana svyuzitim indexu
nebezpecnosti (HI) porovnéavajicim odhadovany denni piijem (EDI) s tolerovanym dennim
piijmem (TDI=0,04 pgkg'.den™) (Kuiper-Goodman a kol., 1999). Vyjadiili jsme také
kritické mnozstvi potiebné k dosazeni TDI. Pro tyto kalkulace jsme vyuzili metodologii
(EPA, 1989), ktera ptedpoklada 48 rybich jidel roéné, s predpokladanou porci 132 g pro
¢lovéka s vahou 70 kg.

VYSLEDKY A DISKUSE

NaSe studie vystihuje toxokinetiku microcystinu v tkanich ryb kapra obecného a
tolstolobika bilého. Podle dostupnych zdrojii, piedchozi studie zabyvajici se akumulaci
microcystinu v zooplanktonu, muslich i rybach se detailné nevénuji eliminaci microcystinu
z tkdni (Amorim a Vasconcelos, 1999, Tencalla a kol., 1994, Thostrup a Christoffersen, 1999,
Vasconcelos, 1995, Williams a kol., 1997).

Vyvoj akumulace a eliminace microcystini z tkani je na obr. 1 a 2. Microcystiny
akumulované ve svalové tkani kapra a tolstolobika dosahovaly primérnych hodnot 9,8 a 10,6
ng.g" Zv. (Zivé vahy) (obr.1). O fad vyssi koncentrace byly nalezeny v hepatopankreatu,
ktery je cilovym organem toxicity MCs a do néz se MCs dostavaji pomoci selektivniho
transportniho systému (Landsberg, 2002, Williams a kol., 1997). Pomér koncentraci ve
svaloving a hepatopankreatu je vnasi studii okolo 1:10 coz je v souladu s pfedchozimi
studiemi, kde pozorovali rozdéleni koncentraci MCs mezi svalem a hepatopankreatem
respektive stievem v poméru 0,3 % a 4 % respektive viiéi koncentraci ve stievé (Malbrouck a
Kestemont, P., 2006).

Primémé koncentrace microcystini jsou mezi nasimi druhy ryb porovnatelné,
nicméné maximalni koncentrace v hepatopankreatu u tolstolobika se jevi mensi nez u kapra
(porovnani 4.tydne akumulaéniho experimentu, hodnoceno dle primeéru) (obr.1). Tento rozdil
miize byt vysvétlen moZnou rezistenci fytoplanktofagniho tolstolobika oproti benktovornimu
kaprovi tak jak pfedklada (Snyder a kol., 2002). V porovnani s na$im pozorovanim byla
zvefejnéna studie z jezera v Cing, kde koncentrace MCs v hepatopankreasu byla u kapra 10
png.g” susiny a u tolstolobika 1,16 pg.g”' susiny (Xie a kol., 2005).

Bé&hem naseho experimentu jsme zaznamenali razné kinetiky akumulace MCs do jater
u obou druht ryb. U kapra doslo v 9.tydnu k poklesu koncentrace MCs v jatrech i svalech
v porovnanim s 4.tydnem. Na druhou stranu jsme zaznamenali pokracujici akumulaci MCs
v jatrech tolstolobika aZz na 124 ng.g' (9.tyden). Vysledky ukazuji na rozdilnou miru
akumulace a eliminace u obou druht ryb (obr.) (Malbrouck a Kestemont, 2006). Rozdily mezi
druhy mohou byt vysvétleny fytoplanktofagnim zpisobem piijmu potravy u tolstolobika
(aktivni pifjem sinicovych bunék) v porovnani s pasivnim pfijmem omnivornintho a
benktofagniho kapra. Vysledky taktéz mohou indikovat vétsi efektivitu metabolismu MCs u
kapra obecného, ale tyto zavéry se museji v dalsich studiich potvrdit.

Elimina¢ni experiment ukazuje, ze MCs jsou pomérné rychle eliminovany z tél ryb
obou druhii (obr.2). Dle dostupné literatury existuje jen omezené mnozstvi literatury
zabyvajici se depuraci MCs (Cazena a kol., 2005, Soares a kol., 2004, Xie a kol., 2004), ale
Zadna z nich se nevénuje studii kapra obecného, ktery je nejcastéji chovanou rybou v Evropé
a Asii. Studie s tilapii nilskou ukazuji, Ze i v prib&hu eliminace se i po 15 a 40 dnech mohou
vyskytnout zvy$ené koncentrace MCs v tkanich (Soares a kol., 2004, XIE, L. a kol., 2004).
To je ziejmé v disledku pouZité metody (HPLC), kterd by mohla detekovat konjugaty
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s glutathionem, popiipadé s jinymi biomolekulami (Soares a kol., 2004). Nicméné& blizsi
informace objastiujici eliminaéni kinetiku MCs u ryb chybi.

Soudasti nasi studie bylo i posouzeni biomarker oxidativniho stresu (obr. 3). Ve
vétsing piipadii doSlo ke zvySeni hladin téchto enzymi (data nejsou soucdsti tohoto
piispévku). Pozorovand zvySena hladina GSH reaguje na zvySenou miru detoxifikace a
oxidativniho stresu vyvolanou toxickymi sinicemi (Blaha a kol., 2004, Jos a kol., 2005, Li a
kol., 2003). Nicméné tyto adaptace byly pouze doCasné a u prodlouzené expozice vedly
k znamk4dm obecné toxicity jako je suprese GSH (tolstolobik, 9.tyden) (obr.3). Modulace
téchto biomarkert v na$i studii ukazuji na dilezitou roli oxidativniho stresu v toxicité celkové
sinicové biomasy, a také ukazujl’ ze tyto parametry se daji pouzit jako rannd znamka
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Microcystiny naakumulované v rybi tkani mohou pifedstavovat pro ¢lovéka riziko
spojené s konzumaci téchto ryb. K tomuto tvrzeni pfispiva i fakt, Ze microcystiny jsou
termostabilni a nejsou degradovany béhem vafeni (Harada a kol., 1996). V na$i studii jsme
hodnotili analyzu rizik s vyuzitim metodologie US EPA 1998. Pro tyto vypocty byly Vzaty
v tivahu maximalni koncentrace ve svaloving kapra (18,8 ng.g") a tolstolobika (29,3 ng.g’ h.
Teoretické riziko, vyjadiené jako Index nebezpeénosti, ukazalo vyssi hodnoty u tolstolobika
(HI = 0,19) neZ u kapra (0,12). Koncentracim odpovidaji i max1malm dennl porce, které by
pii konzumaci nevyhovély stanovenému dennimu limitu 0,04 pg. kg'.den™. Kritické mnozstvi
pro tolstolobika z nasi studie je 698 g a pro kapra 1087 g. Z vysledki nasi studie vyplyva, ze
pii konzumaci ryb s témito koncentracemi nedochazi k vdznému ovlivnéni lidského zdravi.

ZAVER

Nase studie objastiuje kinetiku akumulace a eliminaci MCs u dvou nejcastéji
chovanych zéstupci ryb v Evropé i Asii (kapr obecny, tolstolobik bily). Maximalni
koncentrace ve svaloviné se objevila ve 4.tydnu a v prodlouZené expozici (9. tyden) nevedla
k jednozna¢nému sniZeni koncentraci. Role detoxifika¢nich enzymil byla potvrzena modulaci
hladin GSH a také vyraznou eliminaci MCs ze tkani b&hem 1 - 2 tydnii po pfesunuti ryb do
&isté vody. Kalkulace rizik zalozena na US EPA metodologii ukdzala relativné malé rizika
(HI < 1).
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Obr. 3. Biomarker oxidativniho stresu - GSH (nmol.mg™' proteinu) s vyznaéenim medianu a
vyskytu 50% hodnot. Hvézdi¢ka ukazuje na statistickou vyznamnost (p < 0,05).

Souhrn

Dva druhy kapr obecny a tolstolobik bily, ryby bézné v jidelnicku Evropy i Asie, byly exponovany
prirozenou biomasou sinic v kontrolovaném experimentu. Tyto druhy ryb byly taktéz soucasti eliminacniho
experimentu pro zjisténi rychlosti depurace MCs z tkani. U obou druhit ryb byly stanoveny koncentrace
microcystinii a hodnocen oxidativni stres pomoci hodnoceni koncentraci GSH. Microcystiny akumulované ve
svalech se pohybovaly v rozmezi 1,4 - 29 ng/g z.v u tolstolobika a 3,3 — 19 ng/g Z.v. u kapra. V hepatopankreatu
se detekované koncentrace pohybovaly o Fdd vyse (do 226 ng/g u tolstolobika a 132 ng/g u kapra). U kapra
koncentrace spadla na 69 ng/g v 9.tydnu. V akumulacnim experimentu bylo potvrzeno, Ze ryby po presunu do
Cisté vody dokdzi do 1-2 tydnu eliminovat MCs ze svaloviny i hepatopankreatu. U ryb byl analyzovany i hladiny
detoxifikacnich enzymii a ldtek. Bylo potvrzeno, Ze v prostiedi se sinicemi odpovidaji zvySenou aktivitou
detoxifikacniho apardtu (tvorba GSH). Analyza rizika dle metodologie US EPA ukdzala relativné mala rizika pri
konzumaci ryb.

Podékovani

PiedloZena prace vznikla diky finanéni podpote z Vyzkumného zaméru Ministerstva §kolstvi, mladeze
a télovychovy Ceské republiky MSM 62 15712402 s nazvem ,Veterindrni aspekty bezpecnosti a kvality
potravin“a projektu NAZV QH71015.
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