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Sinice (cyanobakterie) produkuji celou fadu biologicky aktivnich latek, kterymi mohou ovliviiovat ostatni
organizmy. Jednou z nejsledovangjSich skupin latek produkovanych sinicemi jsou toxiny. Cyanotoxiny
pfedstavuji rozmanitou skupinu latek jak zchemického tak ztoxikologického hlediska. Nejrozsifenéjsi a ve
sladkych vodach nejéastéji nalézanou (a tudiz i nejvice studovanou) skupinou cyanotoxini piedstavuji
microcystiny.

Microcystiny byly nalezeny u zastupcti rodi planktonnich, bentickych i piidnich sinic. V CR produkuji
microcystiny bézné se vyskytujici zastupci rodd Microcystis, Anabaena, Planktothrix, Oscillatoria,
Anabaenopsis aj. Chemicky se jedna o cyklické heptapeptidy, liSici se mezi sebou nejéastéji riznou skladbou
navazanych aminokyselin. V soucasnosti je znamo pfes 75 strukturnich variant a kongenerli, mnohé
cyanobacterie produkuji soub&ézné i nékolik microcystini [1].

Nejbézngjdimi znamymi strukturnimi variantami microcystin jsou MC-LR, —-RR, —=YR. Vét§ina microcystind je
pomérné hydrofilni, ve vodé dobie rozpustna a neté¢kava, Microcystiny jsou velmi stabilni, odolné vii¢i chemické
hydrolyze a plisobeni peptidaz. Mensi mnozZstvi microcystini je produkovano do okolniho prostedi, vétdina viak
ziistava uvnitf sinicovych bunék, odkud se ve vysSich koncentracich dostava do prostiedi pfi kolapsu vodniho
kvétu sinic [2].

Microcystiny jsou vysoce toxické, mechanizmus jejich Gcinku spociva v kovalentni vazbé na katalytickou
podjednotku proteinfosfataz 1 a 2A [3]. Primarné jsou postizeny jaterni buiky, které aktivné pfijimaji
microcystiny z krevniho obéhu prostfednictvim transportniho systému pro Zlutové kyseliny [4]. Lze je vSak
detekovat i v jinych organech — svaly, kiZe, stfevni epitel, krev. Sinicové toxiny se mohou projevit riznymi
$kodlivymi vlivy nejen na vodni organizmy, ale i na teplokrevné obratlovee veetné ¢lovéka. Byly popsany
i umrti lidi v zavislosti na toxickém puisobeni hepatotoxind sinic [5].

Cilem na8i studie bylo sledovat moZnost pfenosu negativniho vlivu metaboliti sinic v ramci potravniho fetézce
(toxické sinice-ryba-potkan). Laboratorni potkan je vhodnym modelovym zvifetem pro vyssi savce vetné
¢loveéka. Sledovéni celé fady parametrii vEetné sinicovych toxinil v tkanich laboratornich potkanii konzumujicich
ryby zasaZené toxiny sinic nam mélo ukazat, zda dochazi vlivem téchto metaboliti ke zménam charakteristik
vnitiniho prostiedi téchto zvifat, a zda mize dojit ke kumulaci téchto metaboliti nebo ke zménam ve sloZeni
jejich tkani.

V provedenych experimentech jsme sledovali vliv krmné smési s pfidavkem rybiho masa na laboratorniho
potkana. Mimo kontrolni variantu, které bylo pfedkladano Zivinové optimalni krmivo pro potkany bez rybiho
masa, bylo u viech experimentalnich skupin do kompletni krmné smési pfidano 20-25% rybiho masa (mlety
filet zkapra obecného Cyprinus carpio). Vzhledem ktomu, Ze se nam nepodafilo ziskat. rybi maso
s akumulovanymi toxiny sinic, byly u nékterych experimentdlnich skupin do krmnych smési pfidany
(naspajkovany) v riznych koncentracich microcystiny ziskané extrakci z pfirodnich populaci sinic. Ke krmné
smési byla dale u dalSich pokusnych skupin pfidana lyofilizovand biomasa toxické sinice (Microcystis), nebo
lyofilizovand biomasa netoxické sinice (Spirulina) anebo lyofilizovani biomasa zelené fasy (Chlorelia), vie
v mnozstvi 1% z hmotnosti krmné davky.

Sledovany byly zmény hmotnostnich pfirastkd jednotlivych skupin tak moZné fyziologické zmény pfedevsim za
vyuZiti biomarkera krve, krevni plazmy a oxidativniho stresu. Po ukonceni pokusu byly odebrany tkang (jatra,
svalovina) ke stanoveni moZného obsahu microcystini. Bylo provedeno rovnéz histologické vySetfeni jater
a ledvin, V jednom z experimenti jsme pokusnym zvifatim aplikovali intraperitonedlné netoxicky modelovy
antigen KLH (protein mofskych plzi), k zji$téni moZného vlivu metabolitl sinic na imunitni reakei organizmu
a byl tedy u potkanti sledovan i vyvin protilatek proti tomuto proteinu.
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Koncentrace microcystinii v tkanich

Na zakladé analyz obsahu microcystini v jednotlivych krmnych smésich a mnoZstvi spotfebovaného krmiva
byly vypoéteny pramérné davky microcysting, které byly jednotlivymi pokusnymi skupinami peroralné pfijaty
(Tab. & 1). VétSina publikovanych experiment o vlivu sinic na potkany sleduje plsobeni microcystinii po
intraperitoneélni aplikaci toxinu, kdy jsou negativni u¢inky na zvifeci organizmus piiblizné 10 krat vyrazngjsi
oproti perorélni aplikaci. V pfipadé oralniho podani microcystinu-LR potkaniim v jedné ddvce byla zjiSténa LCs
5 mg/kg hm. [6] a letalni koncentrace 10,9 mg/kg hm. [7]. Toxicky efekt microcystinu-LR je obdobny jako
ujinych zvifat, vyvolava prioritné poSkozeni jaterniho parenchymu, krevni vyrony a jaterni tumory. Diéle
zpusobuje poskozeni traviciho traktu, ledvin, varlat a nadvarlat, plic méni parametry krevni plazmy a ma
negativni dopad na potomstvo [8]. Koncentrace toxinl v tkanich potkant nebyla v Zadné z publikovanych praci
pfi perordlnim podani toxinu sledovina, proto nelze nase vysledky porovnat. Na zakladé naSich experimenti je
zfejmé, Ze i pfi vysokych koncentracich toxinu v krmné davce je akumulace toxinu v jednotlivych tkanich na
velmi nizké Grovni a vét§ina detekovanych koncentraci MCs se pohybovala tésné nad limitem detekce.

Tab. 1: Suma pfijatych a v tkanich detekovanych MCs u jednotlivych experimentalnich skupin potkand.

Varianta | Typ experimentalniho krmiva Suma ptijatych MCs MCs ve svaloviné MCs v jatrech
A bez rybiho masa 0 pg MCs/kg hm./den nedetekovan nedetekovan
0, H 0,
B $20% rybiho masa + 1% | 3040 0 MCy/kg hm/den | nedetekovan | ~ 5 ng/g (N=6/10)

biomasy sinic rodu Microcystis

s 20% rybiho masa z lokality

C . voa 0 pg MCs/kg hm./den nedetekovin nedetekovan
bez microcystin(i
D 520%rybibomasa b 5ml MCs 136 pg MCs/kg hm./den nedetekovian nedetekovan
na | kg krmiva
s 20% rybiho masa + 35ml . _
E MCs na | kg krmiva 928 pg MCs/kg hm./den nedetekovan ~ 3 ng/g (N=3/10)
m - 2
F s 20% rybiho masa z lokality s 0 pg MCs/kg hm./den nedetekovan nedetekovin

microcystiny

Detekéni limit < 3 ng/g hmotnosti, N= pocet pozitivné detekovanych potkant z celkové testovanych
Hmotnost orgdni, somatické indexy

Po ukongeni experimentii byli vSichni potkani usmrceni a byla zjistovana hmotnost jednotlivych organ(. Nebyly
zjistény zadné signifikantni rozdily mezi skupinami v hmotnosti ledvin, mozku a brzliku. Jatra viech skupin,
které byly krmeny smési s rybim masem mély niZ§i primérnou hmotnost nez kontrolni skupina, signifikantni
rozdily viak byly pouze mezi skupinou A a F (Graf. &. 1). RovnéZ hmotnost sleziny u skupiny F byla priikazné
niz3i nez u skupiny kontrolni (A) a skupiny s rybim masem bez microcystini (C). Signifikantni rozdily byly
zjistény i u somatickych indexd. Hepato-somaticky index u kontrolni skupiny (A) a skupiny krmené krmivem
s pfidavkem toxické biomasy sinic (B) byl signifikantné vy3si ve srovnani se viemi ostatnimi skupinami potkand
(C, D, E, F). Obdobné i pomér hmotnosti sleziny k hmotnosti téla byl u skupin (A a B) vy83i nez u viech
ostatnich skupin, pritkazné ale pouze u skupiny (F).

Biomarkery oxidativniho stresu

Rozdily mezi biomarkery oxidativniho stresu byly pozorovany mezi skupinou (C) krmenou krmivem s 25%
rybiho masa z lokality bez microcystinii a skupinou (E), kterd byla krmena stejnou smési, akorit s pfidavkem
Cistého microcystinu. Skupina E signifikantné zvySovala aktivitu GST (glutathion-S-transferdza), enzymu
zapojeného do detoxikace MCs skrze konjugaci s glutathionem a enzymu GR (glutathionreduktiza)
zodpovédného za regeneraci oxidovaného glutathionu. Priikazné bylo i zvySeni lipidni peroxidace v jatrech
potkanti skupiny (E). Ostatni sledované parametry, hladina GSH (glutathion), rovnéZ jako aktivita enzym@ GPx
(glutathionperoxidaza), SOD (superoxid dismutdza) a CAT (katalaza) nevykazovaly priikazné rozdily mezi
jednotlivymi skupinami potkant. Nase experimenty prokazuji, Ze v pfipadé oralniho pFijmu vysoké koncentrace
MCs je u potkanl indukovana Il fize detoxikace skrze aktivaci enzymu GST. Obdobné zjisténi popisuje
u potkand jiz [9].
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Zmény parametrii krve a krevni plazmy

Sledované parametry krve a krevni plazmy neprokdzaly jednozna¢né rozdily mezi jednotlivymi
experimentalnimi skupinami. Z krevnich parametrd byl u skupiny E (s vysokou koncentraci MCs) vyrazné niz$i
pocet bilych krvinek ve srovnani s ostatnimi variantami. SniZeni po¢tu leukocytd pod vlivem microcystinii bylo
popsano i u ryb [10]. Hodnoty variant A, B, F hemoglobinu erytrocytu a stfedni barevné koncentrace byly
signifikantn& vyssi a u hematokritu signifikantné niz8i nez u variant C, D, E. Nebyly zjistény priikazné rozdily
v hodnotach hemoglobinu, poétu ¢ervenych krvinek a stfednim objemu erytrocytu.

Hodnoty alaninaminotransferazy u obou skupin s pfidanym microcystinem (D, E) byly nejniZsi, ale priikazné
odligné pouze od skupiny C. Obdobny trend, avSak zvySeni hodnot dosahovalo v plazmé potkanii Zelezo.
Hodnoty enzymu laktatdehydrogendzy byly vy$8i u variant s pfitomnosti MCs (B, D, E) oproti ostatnim
variantam, rozdily ale nebyly prikazné. Zietelné niZsich hodnot v obsahu sodiku a chlorida dosahovaly viechny
varianty potkani krmené rybim masem ve srovnani s kontrolni skupinou. Obdobny trend méla
i hodnota glukézy, naopak obsah mocoviny byl nejniz§i u kontrolni skupiny. U enzymu lipizy byly vyrazné
vy3§i hodnoty u variant A a F oproti variantam B, C, a D. U vétSiny dalSich sledovanych parametrii byly zmény
mezi jednotlivymi variantami bez priikazného vlivu.

Nage studie nepotvrdila obecny trend zvySovani hodnot jaternich enzymd v krevni plazmé pod vlivem
sinicovych toxinl. Zvyfeni hodnot transamindz a laktat dehydrogenazy po intraperitonealni aplikaci
microcystinu-LR potkaniim popisuje [11] a [12]. ZvySeni hodnoty téchto enzymi bylo pozorovano i po peroralni
aplikaci vysoké koncentrace microcystini [13]. Nade vysledky potvrdily jiz znamé Udaje o sniZeni toxického
a¢inku toxinl v pfipadé perordlniho podani, kdy enzymaticko-imunitni aparat zvifete G¢inné eliminuje negativni
pusobeni toxinil ve srovnéani s intraperitonedlnim podanim. Vzhledem k vyraznému vlivu celé fady endogennich
a exogennich faktor(, které mohou ovlivnit hodnoty sledovanych hematologickych a biochemickych ukazateld,
nelze v pfipadé peroralniho podani toxinu o&ekavat priikazné zmény v jejich koncentracich.

Graf 1: Rozdily v hmotnosti jater a sleziny a pomér hmotnosti organu k hmotnosti téla u jednotlivych skupin
potkanti. Pro vysvétleni jednotlivych pokusnych variant viz Tab. ¢. 1.
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Imunitni systém

Posledni vyzkumy z oblasti sledovani vlivu metabolitii sinic na Zivé organizmy popisuji ovlivnéni imunitniho
systému zvifat toxiny sinic [14]. V experimentu jsme potkanim aplikovali intraperitonedln¢ netoxicky modelovy
antigen KLH (protein mofskych plzii), k zjisténi moZného vlivu metabolitli sinic na imunitni reakci organizmu.
Viechny skupiny byly krmeny krmivem pro potkany s pfidavkem 25% rybiho masa. Varianta 3 byla kontrolni,
varianta 5 obsahovala 1% toxické biomasy sinic rodu Microcystis, varianta 7 obsahovala 1% netoxické biomasy
sinic rodu Spirulina, varianta 9 obsahovala 1% biomasy zelené fasy rodu Chlorella a varianta 11 obsahovala
&isté microcystiny v koncentraci shodné s variantou 5. Analyza prokdzala statisticky vyznamny rozdil mezi
skupinou 11 (expozice MCs), kterd m&la vy§§i titry protilitek proti KLH ve srovnéni s kontrolni skupinou (¢. 3)
viz Graf ¢.2. Studie ukazuje, Ze potkani, ktefi byli exponovani MCs méli stimulovany imunitni systém, coZ se
projevilo vys3i protilitkovou odpovédi na podany antigen.

Graf 2: Koncentrace protilatek proti antigenu KLH u jednotlivych skupin potkani. Vysvétleni jednotlivych
variant viz text.
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Histologické vySetieni tkani

Zhodnoceni ziskanych poznatkii o histologickém vySetfeni neni jednoduché, nebot' zjisténé strukturdlni
parametry maji vesmés obecny charakter a mohou byt zapfitinény celou fadou etiologickych faktord. Navic ¢ast
popsanych zmén miize mit souvislost i s technologickymi defekty pfi zpracovani vzorki, zejména s opozdénou
fixaci. Nebyly zjistény zadné prikazné rozdily mezi jednotlivymi experimentalnimi skupinami potkani. V ramci
skupiny posuzovanych a hodnocenych orgénii dominovala pfedevsim alterace jaterniho parenchymu a poskozeni
korového tubularniho systému ledviny. V pFipadé jaterniho parenchymu se prakticky ve vSech pfipadech jednalo
o steat6zni dystrofii bud’ loziskovou nebo difiizni, vesmés malokapénkového &i smiSeného typu, pomémné Casto
doprovazenou ztratou tram&itého uspofadani a setfenim hranic jednotlivych lobuli. Navic byla u nékterych
jedincii pozorovana i nekrotickd loZiska (fokalni nekrozy). Zjisténé nalezy evokuji mozZnou souvislost se
slozenim krmiva, individualni toleranci krmné davky, karenci nékterych slozek (napf. vitamini) v potravé apod.
Pochopiteln& i experimentilné aplikovana substance ma zajisté podstatny vliv na finilni podobu mikroskopické
stavby.
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Alterace mikroskopické struktury ledviny byla vesmés omezena pouze na korovou oblast, a to zejména na
tubularni systém — tedy proximalni a distalni tubuly nefroni. Jednalo se pfedev3im o poskozeni vystelky, mélo
tedy charakter nefrézy, vyjime¢né byly pfitomny i vélce. U nékterych jedincii byl stuperi alterace vyraznéjsi,
charakterizovany destrukci vystelky, pfipadné celé stény tubull. Intersticium se jevilo jako intaktni, tzn, bez
zanétlivé celulizace, krvacenin apod., stejné tak dfefi ledviny byla zcela intaktni ve v8ech pfipadech. Struktura
thymu byla prakticky ve viech pfipadech intaktni.

Ve slezingé dominovala siderinova depozita v Servené dfeni. Bila pulpa byla ve vét§iné pfipadi bez strukturalnich
abnormalit. Pouze vyjime¢né jevila znaky aktivizace. Pfitomnost vysrdzeného Zeleza jist¢ souvisi s defekini
funkci jater ve vztahu k metabolizmu hemoglobinu. Orgiany CNS (mozek, mozeek, ptipadné dalsi)
nevykazovaly v rozsahu korové vrstvy Zzadné podstatné odchylky od normy. Oproti tomu bild hmota (diefiové
lamely) mozetku obsahovala témé& pravidelné pocetné opticky prazdné sférické dutiny (oznaCované pracovné
jako ,vakuolizace"). Tyto dutinky nemély vystelku, pouze vyjimeéné byly ohranieny tenkou tmavsi linii.
Okolni tkai byla bez reakce. Dle nageho nazoru se jedna o rozpusténa a vyplavend tukova depozita.

Vysledky nasich experimenti s potkany ukazuji nizky efekt metabolitG sinic na fyziologicky stav potkaniho
organizmu. Kumulace microcystinG v tkanich pokusnych zvifat byla rovnéz nizka, tésné nad hranici detekce. Za
nejvyznamnéjsi zmény lze pfi pfijmu kompletni krmné smési s microcystiny povaZovat snizeni hmotnosti jater
a sleziny, sniZeni poc¢tu bilych krvinek, zvySeni aktivity glutathion-S-transferazy a stimulaci imunitniho systému
pokusnych zvifat.
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