tni prostredi

ve

Univerzita Karlova
Ustav pro zivo

Pfirodovédecka fakulta

-

Studijni program: Ochrana Zivotniho prostfedi

7
L\

)

|
I

X

DO

Katefina Ersilova

&

Studijni obor: B-OZP

v v

Toxické produkty sinic se zamérenim na endotoxiny

Toxic products of cyanobacteria with the focus on endotoxins

Bakalarska prace

Vedouci prace: RNDr. Jana Naceradska, Ph.D.

Praha, 2023



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem zavérecnou praci sepsala samostatné a Ze jsem uvedla vSechny pouzité
infomacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatnd ¢ast nebyla predlozena k ziskani

jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze dne:

Podpis:



Podékovani

Rada bych podékovala své Skolitelce RNDr. Jana Naceradské, Ph.D. za jeji ¢as, trpélivost a

ochotu mi pomoci. Dale dékuji své rodiné za podporu pfi studiu.



Abstrakt

Cyanotoxiny jsou toxické produkty sinic zpUsobujici problémy (napf. u lidi se mohou objevit
nepfiznivé zdravotni ucinky) hlavné pfi jejich premnoZeni. Mezi tyto cyanotoxiny se radi
skupina endotoxin(, v niZ jsou zahrnuty lipopolysacharidy. Na zakladé literarni reserse bylo
zjisténo, Ze struktura téchto sloucenin se sklada ze tti chemickych casti, z Lipidu A, centralniho
oligosacharidu a O-Antigenu. Struktura pro vSechny druhy sinic neni stejna a vykazuje znacné
rozdily. Co se tyce toxicity lipopolysacharidl, tak ta se jevi vy$si u gramnegativnich bakterii
nez u sinic. Prace v kapitole 4.1 o toxicité uvadi, Ze microcystiny v toxicité pro Daphnia nehraji
zasadni roli a toxické budou jiné latky ze sinic a soucasné nevylucuje lipopolysacharidy.
Naopak kapitola 6 uvadi, ze lipopolysacharidy z Microcystis nejsou latky toxické pro Daphnia,
a Ze za toxicitou budou jesté jiné latky. Prace se dale domniva, Ze ve vodnich kvétech
spoluplisobi velké mnoiZstvi toxickych latek, tedy ve vodnich kvétech plsobi synergetické
efekty, proto toxicita kultur kultivovanych v laboratofich je nizSi ve srovnani s toxicitou
prirodnich sinicovych kvét(. Vodni kvéty obsahuji mnoho rlznych organismd, vcetné
gramnegativnich bakterii, jejichZz LPS patrné pfispivaji k vysoké pyrogenité LPS izolovanych
zvodnich kvétd. Soucasné se prace zaméfila na biologickou aktivitu (aktivita zjistovana
testem lyzatem Limulus amoebocytl (LAL — Limulus Amebocyte Lysate)) LPS z vodniho kvétu
a zjistila, Ze aktivita LPS bude zaviset na jeho sloZeni, z toho dlvodu, Ze LPS z rGznych druht
sinic maji rlznou aktivitu. Jedna studie naznacuje, Ze lipopolysacharidy pravdépodobné
snizuji toxicitu dalSich znamych toxint sinic (microcystini a cylindrospermopsintl). Toxicita

lipopolysacharid(i neni zcela popsana, tudiz vyZaduje dalsi védecké poznatky.

Klicova slova: lipopolysacharid, cyanotoxin, cyanobakterie, vodni kvét, toxicita



Abstract

Cyanotoxins are toxic products of cyanobacteria that cause problems (e.g. humans can
experience unrecognised health effects), especially when they are overgrown. These
cyanotoxins include the group of endotoxins, which includes lipopolysaccharides. Based on a
literature search, it was found that the structure of these compounds consists of three
chemical parts, Lipid A, a central oligosaccharide and O-Antigen. The structure is not the
same forall cyanobacterial species and shows considerable variation. As far as the toxicity of
lipopolysaccharides is concerned, it appears to be higher in Gram-negative bacteria than in
cyanobacteria. The work in section 4.1 on toxicity states that microcystins do not play a major
role in toxicity to Daphnia and that other substances from cyanobacteria will be toxic, while
lipopolysaccharides are not excreted. In contrast, Chapter 6 states that lipopolysaccharides
from Microcystis are not toxic to Daphnia and that other substances will be behind the
toxicity. The thesis further considers that a large number of toxic substances coexist in water
blooms, thus synergistic effects are at work in water blooms, hence the toxicity of cultures
cultivated in laboratories is lower compared to the toxicity of natural cyanobacterial blooms.
Water bloom contain many different organisms, including Gram-negative bacteria, whose
LPS probably contribute to the high pyrogenicity of LPS isolated from water blooms. At the
same time, this work focused on the biological activity (activity detected by the Limulus
Amoebocyte Lysate (LAL) assay) of LPS from water blooms and found that the activity of LPS
will depend onits composition, due to the fact that LPS from different cyanobacterial species
have different activities. One study suggests that lipopolysaccharides are likely to reduce the
toxicity of other known cyanobacterial toxins (microcystins and cylindrospermopsins). The
toxicity of lipopolysaccharides is not fully characterised and therefore requires further

scientific knowledge.

Keywords: lipopolysaccharide, cyanotoxin, cyanobacteria, water bloom, toxicity
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Seznam pouzitych zkratek

AOM (Algal Organic Matter) — organické latky produkované fytoplanktonem
COM (Cellular Organic Matter) — celuldrni organické latky

CYN — cylindrospermopsin

DHA — kyselina dokosahexaenova

DTC (Daphnia-Toxic Compound)

d.w. — (Dry Weight) —susina

ECso — polovina maximalni uc¢inné koncentrace

GC (Gas Chromatography) — plynova chromatografie

GST — glutathion-S-transferaza GST

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie

IARC — Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny

ICs0 — koncentrace zpUsobujici 50% inhibici

IL-6 —interleukin 6

IL-8 —interleukin 8

IL-11B —interleukinu 11 B

KDO — keto-deoxyoktulosonat — kyselina 3-deoxy-D-manno-oktulosonova
LAL (Limulus Amebocyte Lysate)— lyzat amebocytd Limulus

LCso — koncentrace, kterd usmrti 50 % pokusnych zvifat

LC—MS/MS — kapalinova chromatografie —tandemova hmotnostni spektrometrie
LDso — davka, kterd usmrti 50 % pokusnych zvirat

LPS — lipopolysacharidy

MALDI-MS — matricové asistovana laserovad desorpce/ionizace zaloZzend na hmotnostni

spektrometrii
MC — microcystin

MC-LF — microscystin-LF



MC-LR — microscystin-LR

MC-LW — microscystin-LW

MC-LY — microscystin-LY

MC-RR — microcystin-RR

MCs — microcystiny

MC-YR — microcystin-YR

MD-2 — myeloidni diferenciacni faktor 2

mMGST — mikrosomalni glutathion-S-transferaza

MMP — matrixova metaloproteinaza

MS (Mass Spektrometry) — hmotnostni spektrometrie
NMR (Nuclear Magnetic Resonance) — nukledrni magneticka rezonance
PmB — polymyxin B

pSiM — elektrochemicky biosenzor na bazi porézni kiemikové membrany
PST (Paralytic Shellfish Toxin) — paralyticky toxiny mékkysu
PUFA — polynenasycené mastné kyseliny

ROS (Reactive Oxygen Species) — reaktivni formy kysliku
sGST — rozpustné glutathion-S-transferaza

SPE (Solid Phase Extraction) — extrakce na pevné fazi

STX — saxitoxin

TLR4 —Toll-like Receptor

TNF-a — tumor nekrotizujici faktor a

TXB,—tromboxan B,



1 Uvod

Vznikajici vodni Utvary jsou ve fazi oligotrofni. V oligotrofnich vodnich utvarech se
vyskytuje malé mnoistvi primarnich producent( i vodnich Zivocichll, z toho dlvodu, Ze
vykazuji nedostatek Zivin. Obohacovani vody o minerdlni Ziviny, jako je fosfor a dusik,
zplsobuje tzv. eutrofizaci a preménu vodnich Utvard z oligotrofnich na mezotrofni, eutrofni
a az hypertrofni stadium (Ansari et al. 2010).

Eutrofizace je nejen pfirozeny proces provazany starnutim jezer (Rast and Thornton
1996), ale také biologicka reakce vody na nadmérné obohacovani Zivinami, predevsim
dusikem a fosforem z antropogennich zdrojua (Pitois et al. 2001). Ty se do jezer dostavaji ze
splaskovych odpadnich vod, primyslovych odpadnich vod a splach( ze stavenist, méstskych
oblasti a zemédélstvi (Carpenter 2005). Eutrofizace vod se stala neddvno globdalnim
problémem Zivotniho prostfedi (Cui et al. 2021). Znesnadriuje vyuZivani vody pro pramysl,
rybolov, rekreaci a pitnou vodu (Ansari et al. 2010).

Nadmérné mnozstvi Zivin maze vést ke tvorbé vodniho kvétu sinic, a s tim souvisi
nasledny rozvoj povrchovych kall v jezerech a rybnicich (Smith et al. 1999; Conley et al.
2009). Kvéty sinic jsou obvykle pozorovany na jare (Planktotrix rubescens, Limnotrix redekei)
nebo na konci léta (Microcystis aeruginosa, Aphanizomenon flosaquae, Planktotrix agardhii)
(Mankiewicz et al. 2003). Idealni teplota pro vytvareni téchto kvét( se udavd 15-30 °C
(Jakubowska and Szelag-Wasielewska 2015). V poslednich desetiletich se zvysil vyskyt
a intenzita sinicovych kvétd, stejné jako hospodarské Skody spojené s jejich existenci, a to jak
ve sladkych, tak v morskych vodach (Chorus and Bartram 1999; Carmichael 2001; 2008;
Hudnell 2008; Heisler et al. 2008; Paerl and Huisman 2008). ZvySeny vyskyt vodnicich kvétd
zesilila nejen eutrofizace, ale také globalni zména klimatu (Ho et al.2019; Griffith and Gobler
2020).

Kaly a vodni kvéty sinic mohou zpUsobit zakal a nepfijemny zdpach vody. Jednim
z disledkd vodniho kvétu je nedostatek kysliku, coZz mize vést k dhynu ryb a dalSich Zivocich
(Smith et al. 1999; Paerl and Huisman 2008; Conley et al. 2009).

Dle praci Godd et al. (2005b) a Dittmann and Wiegand (2006) a rady dalSich jsou
sinice schopny produkovat toxiny, v literatufe jsou téZz oznacovany jako cyanotoxiny. Tyto
Siroké Skaly toxin( jsou produkovany mnoha rody sinic. Dale sinice produkuji i bioaktivni
slouceniny, coZ jsou jejich sekundarni metabolity (Sivonen and Jones 1999). Pojmem
bioaktivni slouceniny oznacuji slouceniny, jez mohou mit cytotoxické a antimikrobidlni
vlastnosti a toxiny jsou oznaceny slouceniny, jeZ zpQsobuji otravy zvifat a lidi nebo zdravotni
rizika. Toxiny clovéka ovliviuji, jak pfimym dermalnim kontaktem, ptipadné inhalaci, tak

pozZitim kontaminovanych ryb a pitné vody (Codd et al. 2005a; 2005b; Plaas and Paerl 2020).
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PrestoZe u rady toxin( jsou toxické ucinky znamy, dopad a dlouhodobé uUcinky mnoha z nich
nejsou rozpoznany (Tonk 2007).

Toxiny maji potencial se dostat do kontaktu s celou fadou vodnich organism( a mit
na né Skodlivé ucinky (Carmichael 1992; Paerl and Huisman 2008; Cazenave et al. 2008).
Mnoho studii uvadi, Ze spasani sinice rodu Microcystis zooplanktonem muzZe vést k akutni
a chronické toxicité (Nizan et al. 1986; Hietala et al. 1997; Chen and Xie 2004; Liirling and
Beekman 2006).

Hepatotoxiny patfi mezi celosvétové nejrozsifenéjsi sinicové toxiny. Zahrnuji napf.
microcystiny, nodulariny a cylindrospermopsiny. Mezi druhou nejCastéji se vyskytujici
skupinu patii neurotoxiny, kam se radi napr. saxitoxiny a anatoxin-a (Sivonen and Jones 1999;
Klish and Hader 2008; Sivonen and Boérner 2008).

PFi Upravé vody jsou sinicové toxiny Spatné odstranitelné. Uvolriovani toxind do vody
muiZe byt zplsobeno jak pfirozenym biologickym procesem lyzy bunék, tak umélym
vyvolanim lyzy prostfednictvim destrukce bunék v procesech Upravy vody. VSechny
pouzivané postupy Upravy (napf. koagulace, filtrace, adsorpce, oxidace, biodegradace) maji
své vyhody a nevyhody, které zavisi napf. na sezénni a mistni situaci, rodech a stavu rlstu
sinic, pritomnosti jednotlivych toxini a také na dostupném technologickém vybaveni
a podminkach zpracovdni. V soucasnosti je pohled na optimalni odstrarfiovani sinic a jejich
toxind pfi Upravé pitné vody nejednotny (Donati et al. 1994; Bourne et al. 1996; Chow et al.
1998; Lawton et al. 1999; Pietsch et al. 2002).

V této bakalafské praci se zaméfim na endotoxiny neboli lipopolysacharidy, jelikoz
nejsou Siroce popsany jako napf. zminéné hepatotoxiny. Mnoho studii se snazi popsat
lipopolysacharidy, jak z hlediska struktury, tak odkryt jejich celkovou toxicitu a s ni souvisejici
toxické ucinky.

1.1 Cil prace

Cilem této prace je podat uceleny prehled o toxickych produktech sinic se zamérenim

na endotoxiny. Zhodnotit toxicitu sinicovych lipopolysacharidd a gramnegativnich

bakterialnich lipopolysacharidl. Porovnat toxicitu lipopolysacharidi s jinymi sinicovymi

toxiny. Zjistit, zda existuje spoluplsobeni lipopolysacharid( s dalSimi sinicovymi toxiny.
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2 Cyanotoxiny

Cyanotoxiny patfi mezi dlleZitou skupinu chemickych sloucenin. Tato skupina latek
je vyznamna v oblasti ekotoxikologie, chemie, toxikologie a Zivotniho prostredi (Blaha et al.
2009). Patii mezi sekundarni metabolity cyanobakterii, jeZ jsou schopné vyprodukovat velké
mnozstvi téchto metabolitd, nebot vykazuji schopnost preZit v rliznych ekosystémech
(Vijayakumar and Raja 2009). Lze je najit v odlisSnych typech vodniho prostfedi — sladkych,
mofskych a brakickych vodach (Codd 1995).

Cyanotoxiny mohou byt klasifikovany z hlediska jejich pfimého plsobeni na
hepatotoxiny, neurototoxiny, cytotoxiny, dermatoxiny a drazdivé toxiny (Hiskia et al. 2020).
Podle chemické struktury je lze tfidit do hlavnich skupin na heterocyklické slouceniny
(alkaloidy), lipidové slouCeniny a peptidy. Lipopolysacharidy, jeZ tvofi slozku bunécné stény
sinic, jsou téZ fazeny mezi cyanotoxiny, jezto vykazuji toxicitu (Sivonen and Jones 1999; Blaha
et al. 2009). Mezi rody vytvarejici sinicové toxiny patfi Microcystis, Nodularia, Raphidiopsis,
Anabaena, Anabaenopsis, Cylindrospermopsis, Aphanizomenon a Planktothrix (Codd et al.
2005b). Podrobné déleni sinicovych toxin(, jejich ucinky a druhy sinic produkujici tyto toxiny,
jsou uvedeny v tabulce 1.

Kazdy cyanotoxin miZe vyluCovat vice druhl cyanobakterii, taktéz stejny druh mize
produkovat vice sinicovych toxin(. Toxicita sinicového vodniho kvétu je dana jeho kmenovym
sloZenim tzv. relativnim podilem toxickych a netoxickych fenotypl. U jednoho druhu sinice
Ize zpozorovat rlzné genotypy, z nichZ nékteré obsahuji gen pro konkrétni toxin a ostatni
postradaji. Lze uvést konkrétni pfiklad na cyanobakterii Microcystis spp., jez mlze vytvaret Ci
nemit hepatotoxin microcystin (MC) (Kurmayer and Kutzenberger 2003; Funari and Testai
2008). Predpoklada se, ze 25-75 % sinicovych vodnich kvétl je toxickych (Chorus 2001;
Blahova et al. 2007, 2008).

Toxicita vodnich kvét( zalezi na rlstové fazi a na daném toxinu, z toho poté plyne,
zda cyanotoxiny budou rozpusténé ve vodé nebo budou v burice sinice. U zdravé kvetouci
populace sinic jsou mensi koncentrace rozpusténych sinicovych toxini v radech 0,1-
10 pg - It v porovnani se starnoucimi a upadajicimi sinicovymi vodnimi kvéty (Chorus and
Bartram 1999).

V urcitych koncentraci predstavuji cyanotoxiny ekologicka a zdravotni rizika pro
zvirata a lidi. Z hlediska lidského zdravi jsou rozpoznany rizné Gcinky — vyrazky, bolest v krku,
gastroenteritida, priznaky podobné chfipce, puchyre v Ustech, bolesti svalstva, selhani jater
a ledvin (Duy et al. 2000; Codd et al. 2005b; Blahova et al. 2008).

Cyklické peptidy (skupiny microcystinl a nodularinl) patii mezi celosvétové

nejc¢astéji nalézané sinicové toxiny. Zdaleka nejvice prozkoumana je skupina microcystin(
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(MCs), jez se tadi mezi cyklické peptidy a zpUsobuji akutni hepatotoxicitu (Chorus and

Bartram 1999; van Apeldoorn et al. 2007).

Tabulka 1. Hlavni skupiny sinicovych toxind, jejich LDsg, toxické ucinky a rody sinic, které je

produkuji. (prevzato z Bldha et al., 2009, upraveno)

Skupina toxinti LD50 Strl:|ktura (pocet Toxicky ucinek P_ro_dukujm rody
variant) sinic
Hepatotoxiny
Microcystis®P,
naru$eni membranové |Anabaena®®,
Microcystiny cyklické integrity, nddorovy NostocB€,
25-1000 heptapeptidy (71) | promotor, inhibice Plaktotrix8P,
proteinové fosfatazy Anabaenopsis®,
Hapalosiphon®¢
naruseni membranové
. L, integrity, nadorovy
Nodulariny cyklické ] proriot\:)r, inhibicey Nodularia®cP
30-50 pentapeptidy (9)

proteinové fosfatazy,
karcinogen

inhibitor syntézy

Cylindrospermopsis®¢,

. . e . .. | Aphanizomenon®¢,
Cylindrospermopsiny | guanidinové proteinll, genotoxicky, c
] D2 ) Anabaena®,
200-2100 alkaloidy (3) nekrotické poskozeni e ope
ter Raphidiopsis®¢,
J Umezakia®,
Neurotoxiny
Aphanizomenon®,
ostsynapticky Anabaena®®,
Anatoxin-a alkaloidy podobny POSTSYNaptIcy, Raphidiopsis®¢,
depolarizacni . . BC
250 tropanu (5) . , Oscillatoria®©,
nervosvalovy blokator - BC
Planktothrix5¢,
Cylidrospermopsis®¢
Anatoxin-a(S) guarildlnovy metyl | inhibitor . ’ AnabaenatS
40 fosfat ester (1) acetylcholinesterazy
Aphanizomenon®%
A BC
Saxitoxiny karbamatovy Blokator sodikové Pgii?z:hiix/sc
10- idy (2 ’
0-30 alkaloidy (20) pumpy Cylidrospermopsis®¢,
Lyngbya®©

Dermatotoxiny (iritanty) a cytotoxiny

prozanétlivé latka,

Lyngbya®, SchizotrixB,

Lyngbyatoxin-a alkaloid (1) acktlvator proteinkindzy Oscillatoria®
prozanétlivé [atky, 5 N
L h
Aplysiatoxin alkaloidy (2) aktivatory yngbya, Schizotrix®,

proteinkinazy C

Oscillatoria®

Endotoxiny (iritanty)
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prozanétlivé latky,
Lipopolysacharidy lipopolysacharidy | gastrointestindini vSechny sinice?
iritanty

LDso — akutni toxita pfi vyuZiti biotest na mysich. (i.p. expozice, LD50 — ug - kg ~* télesné
hmotnosti)

B toxin identifikovdn v pfirodni populaci s dominantnimi rody sinic

¢ toxin identifikovany v neaxenické monocyanobakteridlni kultufe (s vyskytem odlisnych
bakterii)

Dtoxin identifikovany v axenické monocyanobakteridlni kultufe (bez vyskytu sinic)

3 Lipopolysacharidy

Lipopolysacharidy (LPS — lipopolysacharidy), také zvané jako endotoxiny, patii mezi
nejméné prozkoumané toxiny gramnegativnich bakterii véetné sinic. Zajistuji bunécnou
stabilitu a dochazi k jejich uvolnéni pfi rozkladu bunky. S rozkladem buriky souvisi i toxicita
sinic, a proto se také lipopolysacharidy nazyvaji i endotoxiny (Lindsay et al. 2006; Hiskia et al.
2020). Tento termin byl poprvé pouzit Richardem Pfeifferem na konci 19. stoleti, ktery vyvolal
patofyziologické Ucinky u moréat pomoci tepelné inaktivovanych lyzatu Vibrio cholerae
(Schletter et al. 1995). LPS jsou nejméné prozkoumanymi toxiny cyanobakterii, predpoklada
se, ze maji podobnou aktivitu jako LPS gramnegativnich bakterii (Hiskia et al. 2020).

Bakterialni toxiny jsou oznacovany jako pyrogeny, coz jsou latky, které jsou schopné
vyvolat zvySeni télesné teploty u savci, véetné c¢lovéka (Sandle 2012).

Mezi jejich evolu¢ni vyhody patfi prilnavost k povrchu, coz bakteriim, umoznuje
vytvaret biofilmy ve vodé. Dale zachycuji a pfitahuji makromolekuly z vodniho prostredi,
zvysuji zaporny naboj bunééné membrany a stabilizuji celkovou strukturu membrany. Nadale
maji uréitou schopnost udrzet enzymy syntetizované burkou, aniz by doslo k jejich uvolnéni
do vnéjSiho prostredi. Lipopolysacharidy jsou ndpomocné burice pfi rozpozndni organickych
makromolekul, jeZz se pomoci specifickych enzym( rozpadnou na mensi ¢asti. Vzniklé casti
jsou pak schopné dostat se do burky pres peptidoglykanovou vrstvu (Raetz and Whitfield
2002; Sandle 2012). Molekuly LPS v moftskych sinicich i mofskych gramnegativnich bakteriich
se vyznamné podileji na strukturdini sestavé organismu a poskytuji ochranu pred
antimikrobialnimi slouceninami (Leone et al. 2007; Snyder et al. 2009).

V této kapitole bude probrana struktura LPS se zamérenim na jejich dilezité casti, jeZ

jsou spjaty s jejich toxicitou, a popsany strukturni rozdily na Urovni jednotlivych druhi sinic.

3.1 Struktura lipopolysacharid( u sinic
Vysokomolekularni LPS tvofi hlavni slozkou vnéjSich membran bunécnych stén sinic.
Zaobiraji 3/4 vnéjsi membrany buriky, kde jsou usporadany ve velmi tésné strukture (Snyder
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and Mclntosh 2000; Sutherland 2001). Vnéjsi membrana se nachazi mimo tenkou strukturni
vrstvu peptidoglykanu. Peptidoglykan, téZ zvany murein se fadi mezi polymery. Ty jsou
sloZzeny z cukrd a aminokyselin a zajistuji pevnost bakteridlni bunécéné stény. Presnéji tvori
vnitfni sitovou tenkou vrstvu vné plazmatické membrany, kterd se nefadi mezi nejzevnéjsi
vrstvu bunky (Sandle 2012).

Lipopolysacharidova vnéjsi vrstva brani difuzi exoenzym( do vnéjsiho prostredi.
V tomto pfipadé se jednd se o evoluéni znak, diky némuz gramnegativni bakterie prezivaji
azaroven zvySuji svlj pocet ve vodnim prostiedi, pfi nizkych koncentraci
makromolekularnich organickych Zivin. Pfi pritoku vody jsou tyto organické Ziviny zachyceny
v bunécném obalu a nasledné jsou v buné¢ném obalu hydrolyzovany na mensi molekuly, jez
mohou byt vneseny do buriky (Sandle 2012).

Obecné se struktura LPS sinic liSi od gramnegativnich bakterii tim, Ze obsahuje
mastné kyseliny s dlouhym fetézcem a polynenasycené mastné kyseliny. Pfedpoklada se, Ze
mastné kyseliny jsou velmi rliznorodé, at z hlediska stupné nasyceni ¢i jejich délky. Jedna se
napfiklad o kyselinu laurovou, kyselinu stearovou, kyselinu linolovou a linolenovou. Také je
tfeba oznacit Sirokou sSkalu neutralnich cukr: glukdézu, rhamndézu, mandzu, galaktézu
a zvlastnich cukr: xylézu, inositol a fukdzu (Gemma et al. 2016). Studie Martin et al. (1989)
poukazuje, u sinicovych LPS na nepfitomnost heptdz, napr. keto-deoxyoktulosonatu (KDO —
keto-deoxyoktulosondt), ktery je pfitomny v jadrové oblasti bézinych LPS gramnegativnich
bakterii. Lze tedy fici, Ze sloZeni sinicovych LPS se lisi od LPS gramnegativnich bakterii na
zdkladé KDO, galaktézy a obsahem doposud nezminénych cukrl, heptdzy a glukosaminu
(Keleti and Sykora 1982; Durai et al. 2015). Molekuly LPS mofiskych a suchozemskych bakterii
vykazuji strukturdini rozdily, a to i mezi kmeny téhoZz druhu Zijicimi ve stejném prostiedi
(Durai et al. 2015).

LPS u gramnegativnich bakterii a sinic tvofi tfi zakladni strukturni chemické oblasti —
vnitini acetylovany glykolipid (lipid A), centrdlni oligosacharid a vnéjsi polysacharidovy
fetézec (O-Antigen). Jadro oligosacharid( tvofi lipid A, ktery je spojeny s oligosacharidem.
Dale je jadro pripojeno na O-Antigen, co? je série opakujicich se podjednotek (viz obrazek 1)
(Tobias et al. 1986). Struktura byla stanovena pomoci nukledrni magnetické rezonance (NMR
— Nuclear Magnetic Resonance) spektrometrie, hmotnostni spektrometrie (MS — Mass
Spektrometry), plynové chromatografie (GC — Gas Chromatography) a matricové asistované
laserové desorpce/ionizace (MALDI)-MS (Durai et al. 2015). Tyto techniky jsou zaloZeny na

trech hlavnich krocich — extrakce, rafinace a fragmentace (Anwar and Choi 2014).
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Lipopolysacharid

Obrdzek 1. Schéma struktury lipopolysacharidu. (prevzato z Sandle, 2012, upraveno)

3.1.1 Lipid A

Je prokazano, Zze Lipid A hraje dominantni roli vendotoxicité bakteridlnich
endotoxint (Morrison 1983; Ulevitch and Tobias 1999).

Tato Cast pfimo se udrzuje v LPS na vnéjsi membrané bunky (Morrison 1983). Odlisuje
se od bakteridlniho lipidu tim, Ze vétSinou neobsahuje fosfatové skupiny (Keleti and Sykora
1982). Pater lipidu A se skladd z disacharidu spolu s kyselinou galakturonovou, jez je
zodpovédnd zazaporny naboj. Ve srovnani sgramnegativnimi bakteriemi, kyselina
galakturonovd u sinic nahradila dvé fosfatové skupiny. Dale je patef sloZena ze Sesti
acetylovych fetézcl s 14-16 uhlikovymi atomy. Zmény at uZ v acetylovych skupindch nebo
v hydrofilni patefi lipidu A mohou mit za nasledek ztrdtu biologické aktivity. Lipid A nese
hydrofilni i hydrofobni vlastnosti, které mohou vést kagregaci ve vodnych roztocich.
Agregace vede ke vzniku micell, trojrozmérnych supramolekuldarnich struktur, jez mohou
pomoci urcit biologickou aktivitu (Wiese et al. 1999; Ulevitch and Tobias 1999; Seydel et al.
2000; Snyder at al. 2009).

Bakterialni struktura Lipidu A je prozkoumana podstatné vice nez u sinic. Dle prace
Burton and Carter (1964) tvofi lipidovou disacharidovou patef u bakterie Escherichia coli
esteroveé vazany glukosamin, jez obsahuje mastné kyseliny vazané jak esterové, tak amidové
a pyrofosfaty. Podstatnou ¢dasti mastnych kyselin jsou 3-OH myristové kyseliny. Dalsi studie
stanovily glukosaminovou vazbu jako R1-6 (Gmeiner et al. 1969; Rietschel et al. 1972). R 1,
6-d'glukosamin disacharidova struktura lipidu A je prokdzana u dalSich gramnegativnich
bakterialnich druhl — Serratia marcescens Proteus mirabilis, Salmonella Minnesota, Shigella
flexneri, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia enterocolitica, Fusobacterium nucleatum,

Xanthomonas sinensis. Ve srovnani s cyanobakteriemi disacharidovd pater se sklada
15



z glukosaminu a nese dvé fosfatové skupiny, jez jedna je navazana v glykosidické vazbé
a druha ve vazbé esterové (Hase and Rietschel 1976; Keleti and Sykora 1982).
Gramnegativni lipid A ma Jdlohu v regulaci vrozené imunitni odpovédi
prostrednictvim signalizace Toll-like Receptor (TLR4), coZ je dobrfe prozkoumano. Zatimco
Uloha strukturné odlisSného lipidu A sinic v signalizaci TLR4 neni zcela popsand. Molekuly LPS
vétsiny gramnegativnich bakterii a nékolika malo druhl sinic vyvoldvaji silnou imunitni
odpovéd. KdyZ patogen infikuje hostitele, tak TLR4, ktery je pfitomen na povrchu rlznych
bunék, vcetné monocytd, neutrofilll a makrofagl, rozpozna a navaze LPS a nasledné vytvori
molekuldrni komplex heterodimer TLR4-MD-2-LPS s proteinem myeloidnim diferencia¢nim
faktorem 2 (MD-2), ktery aktivuje naslednou signalizaci. Nekontrolovana zanétlivd odpovéd
TLR4 mizZe vést napf. k systémové zanétové odpovédi organismu (Park et al. 2009;

Sperandeo et al. 2009; Wang and Quinn 2010; Durai et al. 2015).

3.1.2 O-Antigen

O-Antigen sahd z polysacharidového jddra ven do prostfedi. U gramnegativnich
bakterii je znamo, Ze oblast se sklada z opakujicich se oligosacharidovych podjednotek, jez
jsou tvoreny tfemi aZz péti monosacharidy. V LPS sinic je vice téchto fetézcl s rliznou délkou
a jsou tvoreny az ze 40 opakujicich se podjednotek. O-fetézec je delsi nez jadro
oligosacharidu a pojima hydrofilni doménu LPS (Lerouge and Vanderleyden 2002).

Morrison (1983) oznacuje O-Antigen jako nejvice variabilni oblast se sérologickou
specifitou v LPS. Tato heterogenni Cast LPS umoZnuje cyanobakteriim pfizplsobit se
podminkach prostfedi. Hladky nebo drsny fenotyp definuje pfitomnost nebo nepfitomnost
O-Antigenu, lze tedy fFici, Ze LPS sinic stejného druhu maji nebo postradaji O-Antigen
(Whitfield et al. 2003). O-Antigen vykazuje interkmenovou heterogenitu LPS, kdy LPS
struktura a chemické sloZeni O-antigenu je specifickd pro kmen. Dale téz vykazuje
intrakmenovou heterogenitu LPS, coZ znamena, Ze LPS se mUze lisit i v rdmci jednoho kmene.
Obou heterogenit LPS Ize dosahnout prostfednictvim variaci na rGznych drovnich. Variace O-
fetézce spocliva ve sloZeni cukrl a vazbach mezi jednoduchymi cukry (Lerouge and
Vanderleyden 2002).

U gramnegativnich bakterii je tato ¢ast dllezitym virulentnim faktorem patogennich
bakterii, jenz umoznuje infekci. Pochopeni strukturnich variaci LPS je podstatné, protoze
sloZzeni nebo velikost O-antigenu muaze byt spolehlivym indikatorem potencialu virulence,
takZe urcité struktury O-antigenu mohou byt spojeny s vyssi schopnosti bakterie vyvolat
onemocnéni. O-Antigen je také duleZity k vytvoreni Uspésné symbidzy mezi hostitelem

a mikrobem. U gramnegativnich bakterii dochazi ke zméné fetézce béhem diferenciace
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z bakterie na bakteroid pravdépodobné v reakci na zménu prostfedi (Lerouge and

Vanderleyden 2002).

3.1.3 Rozdily ve strukture lipopolysacharidl u rtznych druhd sinic

Z podrobnéjsiho hlediska se struktury LPS sinic liSi s jednotlivymi druhy. Mezi jejich
dalezité slozky se radi sacharidy, fosfor, KDO a bilkoviny, které se uvadéji v procentech.
Mnoho studii poukazalo na nepfitomnost heptdzy, fosfatua KDO ve strukture sinicového LPS
oproti LPS gramnegativnich bakterii (Snyder et al. 2009; Fujii et al 2012; Durai et al. 2015).

Mezi hlavni komponenty LPS kosmopolitni sinice Microcystis aeruginosa patfi
karbohydraty, jez zaobiraji 36 % celkové struktury, fosfor 0,7 %, mastné kyseliny 18,2 %
a proteiny 0,4 %. KDO zde zcela chybi. O-fetézec obsahuje nékolik béznych cukrli — rhamndzu,
manodzu, xyldzu, galaktdozu, glukdzu, jez zaobird 66 %, je to tedy nejvice zastoupeny
monosacharid (Raziuddin et al. 1983; Martin et al. 1989; Fujii et al. 2012).

LPS rodu sladkovodnich i mofskych sinic Synechoccus neobsahuji heptdzu ani KDO,
protoZe byly nahrazeny prevdiné Ctyfvaznym cukrem glukézou, ktery je hlavnim
disacharidem. U Lipidu A byla zaménéna fosfatova skupina za kyselinu galakturonovou, jez
se poji s glukosaminovym disacharidem. Pravdépodobné toto zaménéni umoZznuje sinicim
prezit v morské vodé pfi nizSich koncentracich fosfatu. Dale lipidova c¢ast obsahuje
hydroxymastné kyseliny s lichym retézcem. O-fetézec je podobny glukanu, jelikoZ obsahuje
témér 100% zastoupeni cukru glukdzy (Snyder at al. 2009).

LPS sinice Anacystis nidulans je svoji strukturou podobny gramnegativnimu LPS,
i kdyz mu chybi velké zastoupeni fosfatl, dostatek glukosaminu v lipidové casti a cukr
heptéza. Dle prace Keleti et al. (1979) lze najit ve struktufe zastoupeny sloZitéjsi cukr
aminoheptdza spolu s béznymi cukry — glukdézou, galaktézou, fukdzou a rhamndzou. LPS této
sinice je slozen z kyseliny R-hydroxymyristové a KDO, které zaobira 1,5 %, coZ je méné casté
pro cyanobakteridlni LPS. Spolu se sinici Agmenellun quadruplicatum ma také ve své
struktufe zastoupenou kyselinu behenovou a R-hydroxymastné kyseliny. Tyto kyseliny
vykazuji podobnost s R-hydroxymastnymi kyselinami u gramnegativnich bakterialnich lipidd
A (Weise et al. 1970; Katz et al. 1977; Keleti et al 1979).

LPS A. quadruplicatum je jedineny, protoZe v poldrni oblasti O-antigenu jsou
pentdzové cukry a nedostatek galaktézy. Dale retézec je zastoupen glukézou, mandzou,
xylézou a rhamndzou a glukosaminem. Celkovy podil cukernaté slozky je 59,5 %.
Nepfitomnost heptdzy a zminovanych béznych cukrl vykazuje podobnost s ostatnimi
sinicemi. Obsah KDO je zcela nepatrny, ale pfeci jen je vtomto rodé zastoupen s 0,13 %

(Buttke and Ingram 1975; Keleti et al 1979).
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O-antigen LPS druhu Oscillatoria planktothrix FP1 obsahuje 3 - substituované ALFA-
L-rhamnosy tvofici 75 % LPS. Kyselina galakturonovd je obsaZena v jadre oligosacharidu
v pozici C6, kde tvofti hlavni slozku lipopolysacharidového jadra a poskytuje zaporny naboj.
Ve strukture se nenachazi KDO, heptdza a fosfat, coz je pro radu sinic charakteristické.
Vyskytujici se hlavni glukosaminovy disacharidovy fretézec obsahuje nehydroxylované
a hydroxylované zbytky mastnych kyselin (Carillo et al. 2014).

LPS sinic rodu Anabaena obsahuji méné béiné cukry. O-Antigen druhu Anabaena
variabilis obsahuje celkové 80,3 % sacharidd — glukdzu, galakdézu, manndzu, rhamnézu,
glukosamin a 3-O-methylether L-akofridzu (lakofridzu), ktery patfi mezi ty méné se
vyskytujici. O-Antigen druhu Anabaena cylindrica obsahuje 3,6 -dideoxyhexdézu a u druhu
Anabaena flos-aquae vykazuje vzacnéjsi cukr fukdzu. Kromé cukrli mdZeme u sinice A. flos-
aquae podotknout, Ze KDO je zde nejvyssi s 12,5 %, zatimco u druhu A. variabilis zcela chybi
(Keleti et al. 1979).

Studie Keleti et al. (1979) zkoumala také LPS sinice Schizothrix calcilola. Ten
obsahoval 63 % sacharidl, zajmena béiné neutrdlni cukry — glukézu, galaktézu, mandzu,
xylézu a rhamnodzu a jeden slozZitéjsi aminocukr glukosamin. Zvlasté byla prozkoumana
lipidova cast, kterou tvofrily kyseliny: B-hydroxylaurovova, myrista, pentadekanova, palmita,
stearova, pleova, linolova a R-hydroxypalmitd kyselina. B-hydroxypalmita kyselina patfila
k nejvice zastoupené kyseliné. Chybi zastoupeni KDO a heptdzy. Obsah fosforuv LPS je méné
nez 0,1 %, tedy velmi nizky. Proteiny tvofi jen 8 %, tedy nadpolovi¢ni vétSinu molekuly tvofi
zminéné sacharidy.

LPS sinice druhu Spirulina plantesis obsahuje 14,3 % mastnych kyselin, konkrétné
nenasycené mastné kyseliny a sll kyseliny myristové. Pfiblizné zastoupeni sacharidl se
pohybuje kolem 30 %, kde mezi né radime glukdzu, fukdézu, rhamndzu, ribdzu, mandzu,
xyldzu, inositol a jediny aminocukr glukosamin. Pfitomnost heptdzy je potvrzena. Lipidova
¢ast zahrnuje slouceniny digalaktosyl diacylglycerol a fosfatidyl diacylglycerol. Pozice C18
polynenasycenych mastnych kyselin zaujima velikou ¢ast, coZ je netypické pro prokaryotni

organismy (Tornabene et al. 1985).

4 Toxicita lipopolysacharidd

Prace Takada and Kotani (1992) naznacuje, Ze fosfatova skupina u gramnegativnich
bakterii v lipidové c¢asti ovliviiuje toxicitu bakteridlnich LPS. Avsak toxicita u sinic je
prisuzovdna strukturni oblasti Lipid A, jez ve své struktufe postrada fosfat (Rietschel et al.
1993). Struktura této lipidové casti neni zcela rozkdédovana, tudiz nejsou zndmy vsechny

informace o stupni sinicového toxického potencialu (Funari a Testai 2008).
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LPS jsou extrahovany a popsany u mnoha druhl sladkovodnich sinic, vcetné
Anacystis nidulans, Schizothrix calcicola, Phormidium africanum, Phormidium laminosum,
Phormidium uncinatum, Oscillatoria brevis, Agmellum quadruplicatum, Oscillatoria tenuis,
Anabaena variabilis, Anabaena flos-aquae, Spirulina platensis, Microcystis aeruginosa
(Buttke and Ingram 1975; Mikheyskaya et al. 1977; Tornabene et al. 1985; Kaya 1996).
Predpoklada se ale, Ze LPS produkuji vsechny sinice (Kehr and Dittmann 2015).

Pomoci rlznych testl Ize zméfit u LPS toxicitu, coZz znamena schopnost vyvolat otravu
u lidi a zvitat. Dale Ize zméfit aktivitu (LPS jsou schopné uvadét v ¢innost imunitni sytém) a téz
pyrogenitu (LPS muZou vyvolat horecku po proniknuti do téla hostitele) v porovnani se
standardem z E. coli. Rizné metody mohou analyzovat pfitomnost a mnoZstvi LPS.
Pfitomnost LPS se obvykle analyzuje testem lyzatem Limulus amoebocytl (LAL — Limulus
Amebocyte Lysate), jeZ je zaloZen na srazeni hemolymfy Limulus polyphemus po expozici
endotoxinu (Lindsay et al. 1989; Meriluoto et al. 2016). Ve studii Reta et al. (2019) byl vyvinut
elektrochemicky biosenzor na bazi porézni kiemikové membrany (pSiM), ktery umozniuje
pfimé a citlivé detekce LPS. Tento pSiM byl modifikovan polymyxinem B (PmB — polymexin
B), antimikrobidlnim peptidem se silnou afinitou k LPS. Obsahuje pole nanokanalk(. Detekce
LPS byla zaloZzena na méreni zmén v difuzi elektroaktivni latky pridané do roztoku pres
nanokanaly, které byly zplsobeny zablokovanim nanokanalu pfi vazbé LPS na PmB. Vysledky
ukazaly mez detekce 1,8 ng - ml L a linedrni odezvu aZ do 10 000 ng - ml ~* v tlumivém roztoku.
Rlzné LPS maji podobny zplsob biologického ucinku (toxicity), ale u rGznych kmena sinic maji
rdznou chemickou strukturu. Proto se pfi analyze LPS nepouZivaji bézné tradi¢ni pfistupy
(Blahova and Blaha 2016). Jednim ztradi¢nich pristupl je chromatografie, jez obvykle
analyzuje jen urcité Casti LPS z vybranych mikroorganism(, a ne celkovou strukturu LPS
(Blahova et al. 2013). Aktivitu LPS Ize zméfit rliznymi metodami, jako je napf. test toxicity in
vivo, standardizovany LAL test pyrogenity a testovani Ucinnosti aktivace lidskych leukocytl,
tedy aktivaci slozky imunitniho systému, takZe Ize urcit nepfimo imunitni odpovéd (Sandle
2012; Blahova et al. 2013; Zhang et al. 2019). Nékteré studie ukazaly (Lindsay et al. 2006;
Meriluoto et al. 2016), Ze endotoxiny jsou nepfimo schopny zvySovat toxicitu jinych znamych
toxind, viz kapitoly 5, 6. Testy testuji toxicitu napf. na vodnich organismech nebo bunécnych
liniich.

V nasledujicim textu budou shrnuty a zhodnoceny poznatky o toxicité bunécné
komponenty, LPS. Tato kapitola se zabyva toxicitou nezndmych sloucenin ze sinic rodu, jez
poodhaluje, Ze kromé MCs existuji dalSi toxické slouceniny pro organismy. Néktefi autofi
toxicitu kvétl prisuzuji LPS. Az dalsi kapitoly se zabyvaji toxicitou sinicovych LPS, kterym je

posledni roky vénovdna zvlastni pozornost ve védeé.
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4.1 Toxicita sloucenin sinic

Studie, které poukdzaly na to, Ze nejcastéji detekované cyanotoxiny, jez jsou Casto
sledovany ve vztahu k toxicité vodniho kvétu, nejsou hlavni pfi¢inou toxicity fas a sinic, byly
Jungmann (1992) a Jungmann and Benndorf (1994). Dale prace Lirling (2003), Oberemm
(1999) Keil et al. (2002), Pichardo et al. (2005), Pichardo et al. (2006), Blahova et al. (2013),
Sorichetti et al. (2014) a Smutna et al. (2014).

Nejcastéji sledovanym a zkoumanym rodem sinic je rod Microcystis spp. a to zejména
kvlli jeho celosvétovému rozsiteni v sinicovych kvétech ve sladkovodnich ekosystémech.
Toxicita latek produkovanych rodem Microcystis spp. pro teplokrevné ZivoCichy byla
zaznamenana po celém svété. Ddle bylo zjisténo, bunky Microcystis mohou mit také negativni
vliv na perloo¢ky Daphnia, a tudiz nejsou pro né vhodnou potravou, ovliviuji jejich rast
a prezivani. (Lampert 1987; Carmichael 1992; Jungamnn 1992; Lirling 2003). V praci
Jungmann (1992) byly zkoumany organické latky produkované fytoplanktonem tzv. AOM
(Algal Organic Matter) z kmenu Microcystis PCC786, z hlediska toxicity pro druh Daphnia
pulicaria. Byla stanovena toxicita surového vodného extraktu z lyofilizovanych bunék tohoto
rodu sinice. LCsp pro Daphnia pulicaria surového extraktu byla 47,4 ug - ml ~1. Dale bylo
pomoci vysokoucéinné kapalinové chromatografie (HPLC) stanoveno, Ze surovy extrakt
obsahoval 22 pg - ml ~* microcystinu-LR (MC-LR) a 12,3 pg - ml ~! 3-des-methylmicrocystinu-
LR, tedy dva typy microcystini (MCs). Ze surového extraktu autofi odstranily zminéné dva
typy MCs extrakci na pevné fazi (SPE — Solid Phase Extraction) v kolonce obsahujici C18. Bylo
zjisténo, Ze AOM je podobné toxicky pro Daphnia, i po odstranéni microcystind na kazeté
C18. Autor této studie predpoklada, Zze MCs nejsou slouceniny v Microcystis PCC786, jez jsou
toxické pro Daphnia.

Nasledna studie, jez provedli Jungmann and Benndorf (1994), se zaméfila na
slouceniny produkavé rodem Microcystis spp., jez se ukazuji jako toxické pro Daphnia, ve
studii nazyvané jako DTC (Daphnia-Toxic Compound). V praci nebyla nalezena zadna korelace
mezi koncentracemi MCs rliznych laboratornich a pfirodnich kmend Microcystis a toxicitou
extraktl pro D. pulicaria ze stejnych kment. Déle bylo zjisténo, Ze toxicita extraktu pfirodniho
Microcystis pro Daphnia méla nejvyssi aktivitu pfi LCsp 36 pg - ml ~Xsusiny Microcystis, kdezto
laboratorni kmen Microcystis se nejevil toxicky pfi 1600 pg - ml 2.

Podobné i Liirling (2003) zjistil, Ze Microcystis musi obsahovat i jiné sloueniny nez
MCs, které jsou toxické pro perloocky rodu Daphnia. Autor na zacatku stanovil hypotézu, ze
negativni ucinky MC na rlst a reprodukci Dafnie lze vysvétlit pritomnosti MC v bunkach
Microcystis, byla testovana porovnanim Gcinkdh mutantniho kmene bez MC a kmene sinice

Microcystis aeruginosa PCC7806 obsahujiciho MC na Zivotni funkce Daphnia. Aby se zabranilo
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nutricnimu nedostatku, byla Microcystis nabidnuta Daphnia samostatné a v rlznych smésich
s vysoce kvalitni zelenou fasou Scenedesmus obliquus. V rozporu s ocekavanim nebyl rist
Daphnia na bunkach bez MC o mnoho lepsi nez rlst na bunkach obsahujicich MC. Prlimérna
doba potiebna k usmrceni 50 % dafnii byla kratsi, kdyz byl MC+ (buriky Microcystis s obsahem
microcystinu) soucasti potravy, nez kdyz byl soucasti potravy MC- (buriky Microcystis bez
microcystinu). Bunky obsahujici MC tedy zabily Daphnia rychleji nez buriky bez MC. Vsechny
Daphnia krmené rlznym mnoZstvim S. obliquus (tj. 100, 75,50 a 25 % S. obliquus) prezily aZ
do konce pokusu. Kromé silnych Ucink( na somaticky rlst pritomnost Microcystis v potravé
méla silny vliv na reprodukci (viz obrazek 2). Zadné Daphnia nedospély, kdyZ byly vystaveny
pouze MC—, kdyz 75 % potravy tvoril MC— nebo kdyz byl soucasti potravy MC+. Ve vSech
téchto osetteni byla proto reprodukce nulova (viz obrazek 2). KdyZz 50 % potravy tvofil MC—,
dosdhla jedna samice dospélosti a vyplodila dva potomky, zatimco pfi 25 % MC— dosahly
dospélosti a rozmnoZily se dvé (viz obrazek 2). Ve vsech osetrenich Scenedesmus vykazovaly
Daphnia dobrou reprodukci. Autor ve své studii nedokazal vysvétlit, z jakého divodu nebyl

ocekavany rlst Daphnia na burikach bez MC pomoci vyZivy, morfologie a inhibice krmeni.
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Obrdzek 2. Celkovy pocet potomkii na jednu Daphnia krmenou pouze Scenedesmus obliquus
(100% Scenedesmus obliquus (So)), smési 3:1 (75% So/25% M. aeruginosa (Ma)), smési 1:1
(50% So/50% Ma) a smési 1:3 (25% So/75% Ma) Scenedesmus s Microcystis aeruginosa
PCC7806 obsahujici microcystin (MC1+) a bez microcystinu (MC-) a pouze s Microcystis (100%
Ma). Chybové usecky oznacujici jednu smérodatnou odchylku. (pfevzato z Lirling, 2003,

upraveno)
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Toxicitu pro perloocky zjistoval uz Jungmann (1992), Jungmann and Benndorf (1994)
a Larling (2003). Také dalsi studie Smutna et al. (2014) a Bldhova at al. (2013) hodnotily
toxicitu pomoci pelagického koryse, Dapnia magna, jez se vyznacuje vysokou citlivosti na
toxické latky. Smutnd et al. (2014) zkoumali chronickou a akutni toxicitu vzorkd sinic
srozdilnym obsahem MCs ve standardizovaném 48hodinovém imobilizacnim testu
a 21dennim reprodukénim testu pomoci D. magna. Zjistili, Ze vzorky komplexni biomasy
cyanobakterii, které obsahovaly — M. aeruginosa, Microcystis wesenbergii, Microcystis sp.,
Anabaena spiroides, Aphanizomenon flos-aquae, Microcystis viridis, Planktothrix agardhii
a byly odebrané z osmi lokalit v Ceské republice, a réizné frakce (¢asti, do kterych byl rozdélen
vzorek biomasy sinicového kvétu) z téchto biomas maji vyznamné chronické a akutni toxické
ucinky, jez byly zpozorovany u Sesti z osmi vzorkl odebrané biomasy na D. magna. Toxicita
vzork( byla nezavisla na obsahu MCs a nezavisla na oblasti, ze které byla biomasa odebrana,
nebo identité dominantnich druhl sinic v biomase. Vysledky naznacuji, Ze za pozorované
toxické Ucinky jsou nepochybné zodpovédné jiné slouceniny nez MCs, a téZ MCs v celkové
ekotoxicité vodnich sinicovych kvétl maji bezvyznamnou roli. Komplexni biomasa, surovy
vodny extrakt a permeat SPE bez MCs vyvolaly letalni ucinky s hodnotami LCspkolem 35,6 mg
sudiny biomasy (neboli dw) It po 21 dnech. Déale vzorky biomasy cyanobakterii ovlivnily
45 mg dw I, a pfi 15 mg dw It inhibovaly plodnost o 50 %. Vysledky této prace poukazuji na
jiné slozky sinic, neZ jsou MCs, v celkové ekotoxicité komplexnich vodnich kvét(
cyanobakterii. Autofi zminuji LPS, ale také se priklani k metabolitim polarnich alkaloid(,
depsipeptidim, peptiddm a pfipadné dalSim nezndmym metabolitim. Dalsi prace také
naznacily, Ze za toxicitu jsou odpovédné jiné sinicové toxiny nebo bioaktivni slouceniny, kam
jsou fazeny LPS (Oberemm et al. 1999; Pichardo et al. 2006).

Ve studii, kterou provedli Keil et al. (2002) bylo téZ zpozorovano, Ze toxicitu nelze
pfipisovat pouze MCs, coz bylo zpozorovdno na laboratornich kmenech sinice Planktothrix
agardhii. Laboratorni kmen P. agardhii NIVA 34 neobsahoval zadné MCs. Vodné extrakty
tohoto kmene vykazovaly nejvyssi akutni toxicitu pro testovany druh korySe Thamnocephalus
platyurus. LCso byla na hodnoté 0,08 mg - ml™. Naproti tomu vodné extrakty z pfirodniho
kvétu Planktothrix obsahovaly vysoké mnozstvi MCs a byly méné akutné toxické. Konkrétné
LCso pro tyto extrakty bylo 0,46 mg - mll. Autofi této studie pfedpoklddaji, Ze existuji dalsi
toxické metabolity v kmenech P. agardhii.

Ze studie Kaplan et al. (2012) je znamo, Ze produkce MCs se zvySuje, kdyZ jsou sinice
omezeny Zelezem. Studie Sorichetti et al. (2014) detekovala Skodlivé bioaktivni slouceniny
produkované pelagickymi rasami, které tvofi vodni kvéty, pomoci testu cytotoxicity gill-wil

pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss). Kultury sinic péstované v podminkdach s relativné
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vysokym obsahem Fe (10 uM) byly na zakladé testu cytotoxicity gill-wl pstruha duhového
zodpovédné za vétsi snizeni Zivotaschopnosti bunék RTgill-W1 ve srovndni s podminkami
s nizkym obsahem Fe (0,1 uM), cozZ naznacuje, Ze MC v prirodnich systémech pravdépodobné
neni dobrym ukazatelem celkovych hladin cytotoxickych a/nebo bioaktivnich slouéenin
pfitomnych ve vzorku.

Ndsledujici studie fika, Ze toxicita vodniho kvétu Microcystis pro nékteré organismy
a buné¢né linie neni zplisobena MCs. V praci Srédlova et al. (2021) po pFipraveni celuldrnich
organickych latek (COM — Cellular Organic Matter) M. aeruginosa bylo zjiSténo, ze COM
tohoto druhu sinice bylo toxické pro bunécné linie RTgill-W1, RTL-W1 a RTG-2 (ECso pfi
hodnotach mezi 0,48 + 0,02-1,9 + 0,1 mg DOC - I'}); také pro cévnatou rostlinu Lepidium
sativum (ICso pfi hodnoté 241 + 13 mg DOC - I'Y) a koryse Thamnocephalus platyurus (LCsg pfi
hodnoté 20 + 1 mg DOC - I'). Smés cyanotoxind pfipravend odpovidajici koncentracim
identifikovanym v COM (viz tabulka 2) byla testovdna na Thamnocephalus platyurus a také
na bunécné linii RTgill-W1, aby se vyhodnotila toxicita cyanotoxinli detekovanych v COM M.
aeruginosa. Nebyla detekovana Zadnda odezva ani pfi nejvy$si testované koncentraci
(ekvivalentni koncentraci COM 100 mg DOC- ') u dvou zminénych nejcitlivéjSich test(
(zivotaschopnost bunécné linie RTgill-W1 a Umrtnost T. platyurus). Uméle pfipravend smés
jednotlivych toxin stéZi vyvolala odpovéd v bunécné linii RTgill-W1l v mnohem wvyssich
koncentracich (1 mg - I'Y sumy cyanotoxint). Z uvedeného vyplyva, Ze testovand bunééna linie
a korys byla citlivd pouze na COM jako celek, ale nereagovala na uméle pfipravenou smeés
cyanotoxinQ. Autofi navrhuji, Ze toxické ucinky COM mohou byt zplsobeny mnoha dalSimi
toxiny, které nebyly v této studii zkoumany a pro které je vyzkum omezeny. Mezi tyto toxiny
mohou patfit LPS nebo peptidy jiné nez MCs, jako jsou kyanopeptoliny, aeruginosiny,
mikrogininy nebo anabaenopeptiny (Srédlové et al. 2021; Jenssen 2019).
Tabulka 2. Koncentrace cyanotoxini detekovanych v celuldrnich organickych Idtkdach (COM)

Microcystis aeruginosa. (pfevzato z Srédlovd et al., 2021, upraveno)

Detekovany toxin Cv Microcyst_if aeruginosa COM obsahujicim
100 mgpoc* |

MC-LR 71+4pg- |71

MC-RR 34+1pg-I17?

MC-YR 25+2pug- |17t

MC-LY 2.33+0.07 ug- 171

MC-LF 1.28 +0.06 ug- 171

MC-LW 0.80 £0.07 pg- 171

Anatoxin-a 0.25+0.01 pg- 171
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Cylindrospermopsin <LOD (0.075 pg - 17Y)

Nodularin <LOD (0.1 pg- 1)

Koncentrace cyanotoxini v COM Microcystis aeruginosa byla detekovdna kapalinovou
chromatografii s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS). Hodnoty jsou znaceny
jako stredni hodnota * smérodatnd odchylka (n = 3). DOC = rozpustény organicky uhlik, ¢ =

koncentrace, MC = microcystin, LOD = mez detekce.

LPS mUzZe stimulovat imunitni systém a vyvolat tak zanétlivou reakci. Reakce muze
vést ke zvysené produkci reaktivnich forem kysliku (ROS — Reactive Oxygen Species), které
mohou oxidovat polynenasycené mastné kyseliny (PUFA) (Danielli et al. 2023). Dalsi studie
Mardones et al. (2015) se zabyvala synergickym ucinkem ROS a PUFA pfi poskozeni rybich
Zaber testem bunécné linie O. mykiss RTgill-W1. Zahrnovala chilské ichtyotoxické
mikrofasové kmeny Alexandrium catenella, jez vyluCuji paralytické toxiny mékkyst (PST —
Paralytic Shellfish Toxin — N-sulfokarbamoylové analogy C1&C2, saxitoxin, gonyautoxiny).
Byla porovnavana ucinnost intaktnich bunék, lyzovanych bunék a kultivacniho média.
Lyzované bunky vykazovaly vyssi toxicitu neZ intaktni buriky a supernatant, coZ snizilo
Yivotaschopnost zabernich bunék na 20 % kontrol pfi 4000 burikdch mlt. Zaberni buriky
vystavené puUsobeni Cistych frakci PST vsak vykazovaly jen velmi omezenou ztratu
Zivotaschopnosti (<30 %) ve svétle i ve tmé, a to i pfi koncentracich bunék, které byly vyssi
nez koncentrace zjisténé v jiznich chilskych fjordech. Lytické slouceniny vylucované timto
kmenem fas se sice rychle rozkladaji na svétle (1-4 dny), ale jsou stabilni pfi hodnotach pH
7-9 a teploté 17-85 °C. To naznacuje, Ze tyto slouceniny nejsou bilkovinného plivodu. Dale
profily charakterizovanych mastnych kyselin z celych bunék kmenl zahrnovaly vysoké
koncentrace  polynenasycenych  mastnych  kyselin s dlouhym  Fetézcem, napf.
dokosahexaenova kyselina (DHA) tvofila 16—20 % celkovych mastnych kyselin. Tyto PUFA byly
vysoce toxické vic¢i Zabernim burikdm jako purifikovand frakce s LCso 1,30 pg - ml™. Studie
ukazuje, Ze poskozeni Zaber ryb slouceninami z A. catenella v chilskych fjordech nelze
vysvétlit pomoci PST, cozZ ale mlze byt do velké miry zplsobeno synergickou interakci mezi
ROS a DHA a poptipadé dalSimi PUFA, zejména za podminek, jez podporuji lyzi bunék. Jejich
navazujici studie Mardones et al. (2018), kde bylo potvrzeno, Zze samotny PST nehraje roli
v poskozeni zaber ryb béhem vyskytu A. catenella, ale Ize objasnit ichtyotoxickymi metabolity
z lyzovanych bunék ras. Produkty peroxidace lipidd nebo doposud neobjevené metabolity,
vedou k ¢istému odtoku K*iontd z Zabernich bunék ryb, a tim dochazi k bunécné smrti. Z toho
divodu, Ze frakce saxitoxinu, gonyautoxini a N-sulfokarbamoylovych analogl C1&2

neovlivnily Cisté toky K* iontl z Zabernich bunék, zatimco kultury A. catenella ano. Prace
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Mardones et al. (2015) predpoklada, Ze Cisty eflux K* iont(l by mohl byt vysledkem interakci
jinych toxickych metabolitl, jako jsou PUFA, ROS nebo obou dvou metabolitd dohromady.

Z vyse citovanych studii vyplyva, Ze ve vodnich kvétech sinic jsou pravdépodobné
dalsi toxické latky nez ty zndmé a prozkoumané (napf. MCs). Dale bylo zjiSténo, Ze tyto
nezndmé latky jsou pro nékteré ZivoCichy a bunécné linie (RTgill-W1, RTL-W1 a RTG-2)
mnohem toxi¢téjsi nez MCs. Néktefi autofi studii navrhuji, Ze pfi¢inou toxicity vodnich kvétd
i laboratornich kultur sinic (coZ bylo zkoumano zejména u sinice M. aeruginosa) by mohly byt

LPS. Jejich toxicitu rozebiraji nasledujici kapitoly.

4.2 Toxickeé ucinky lipopolysacharidl na lidského zdravi

Jednotlivé kvéty sinic a kmeny sinic jsou schopny produkovat rdzné tfidy cyanotoxin(
ve vodnich utvarech. Tyto toxiny jednotlivé predstavuji rizika pro zdravi lidi a zvirat. Rizika,
ktera predstavuje LPS a jeho toxicita v kombinaci s dalSimi cyanotoxiny, jsou vSak nejasna
(Lindsay et al. 2006). Tato podkapitola se bude vénovat shrnuti dosavadnich védeckych
poznatkl toxickych ucinkd LPS na lidské zdravi.

PFi rozkladu sinicovych bunék nebo pfi jejich pfemnoZeni se uvolni endotoxiny, jez
vykazuji mnoho biologickych aktivit (Rietschel et al. 1993). Endotoxiny se mohou podilet na
zdravotnich problémech (Funari and Testai 2008). Endotoxiny se vaZou na transmembranové
receptory z rodiny Toll-like receptord (viz podpodkapitola 3.1.1), ¢imZ spoustéji kaskadu
hostitelem vyvolanych reakci, mezi néZ patfi uvolfiovani cytokini a dalSich zanétlivych
medidtord, stimulace makrofdgd a monocytld a shlukovani neutrofild a trombocytl
v mikrokapildrach s naslednym poskozenim cév. Endotoxiny LPS tedy nejsou pfimo toxické,
ale jejich toxicita je spojena s interakci s faktory zprostfedkovanymi hostitelem (Susmann
2001; Stewart et al. 2006; Funari and Testai 2008). Endogenni mediatory jsou uvoliovany
zanétlivymi bunkami pfi kontaktu s endotoxiny. Jednd se o mediatory — kyselinu
arachidonovou, oxid dusny, toxické metabolity kysliku, vazoaktivni aminy, produkty
koagulacnich  kaskad, faktor aktivace krevnich destiCek, protedzy, produkty
komplementovych kaskad a cytokiny. Cytokiny se vyznacuji autokrinnimi a parakrinnimi
ucinky (Stewart et al. 2006). Mohou tedy stimulovat bunky, které je vylucuji, k tvorbé dalsich
cytokin(, a téZ stimulovat ostatni buriky k produkci cytokint (Hamblin 1992).

Pti kvétu sinic dochazi k rozpusténi organickych latek — aldehydd, keton( a terpent.
Nékteré z nich maji senzibilujici a drazdivé vlastnosti. Je pravdépodobné, Ze Ucinky na sliznici
a kazi jsou zplsobeny soucasnou pfitomnosti rliznych patogeni. Pfimy kontakt s endotoxiny
zplsobi — alergické reakce, gastroenteritidu a podrazdéni kéie a oci. U&inky v ddsledku
primého kontaktu vsak nikdy nebyly reprodukovany v laboratofi a mechanismus plsobeni

LPS endotoxinu neni znam. Pfedpoklada se, Ze gastrointestindlni a zanétlivé problémy jsou
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analogii s ucinky LPS gramnegativnich bakterii, kdy se jejich LPS vaze na transmembranové
receptory z rodiny Toll-like receptor( (Funari and Testai 2008).

Strukturni cast nazyvana O-Antigen u bakterii je imunoreaktivni, je rozpoznana
imunitnim systémem hostitele, coz vede k vylucovani protilatek. Lze tedy konstatovat, Ze
bakteridlni endotoxiny patii mezi imunostimulatory, a to se ukazuje jejich schopnosti
aktivovat imunitni buriky — B-lymfocyty, granulocyty a mononuklearni buriky (Rietschel et al.
1993).

Dvé studie zkoumaly hladiny a biologické aktivity LPS ze znamé a globalné rozsirené
sinice M. aeruginosa (Bernardova 2008; Blahova et al. 2013). Blahova et al. (2013) zkoumali
koncentrace a biologické aktivity LPS, jez byl izolovan extrakci horkym fenolem ze trech
laboratornich kultur M. aeuruginosa a 11 pfirodnich vodnich kvétl, kde prevazovala M.
aeuruginosa. Studie hodnotila rlizné tradic¢ni i méné prozkoumané koncové body metod
pouzivanych ke stanoveni aktivity endotoxind, jako je endotoxinova aktivita v tradi¢nich LAL
testech, schopnost aktivovat leukocyty v lidské pIné krvi stanovenad jako produkce reaktivnich
forem kysliku, interleukinu 8 (IL-8) a tumor nekrotizujiciho faktoru a (TNF-a). Dale stanovili
pyrogenitu pomoci PyroGene testu. Bylo zjiSténo, Ze endotoxiny vykazuji silné biologické
v lidské krvi. Dale bylo zjiSténo, Ze tento druh sinice produkuje vyznamné mnozstvi
bioaktivniho LPS v laboratornich kulturach a téz ve vzorcich pfirozeného kvétu (viz kapitola
5).

Bylo prokazano, Ze endotoxiny jsou pyrogenni. Pyrogenni latky jsou schopné po jejich
dopraveni do téla savce vyvolat nékolik symptom(, mezi né patfi predevsim horecka (Sandle
2012). Ve Finsku byla horecka popsana u lidi, u kterych se v pribéhu experimentu nejprve
snizila difuzni kapacita plic po jednom nddechu po podani vzorku pitné vody z vodovodu
obsahujiciho bakteridlni endotoxiny, dale se dostavila jiz zminénd zvySena télesna teplota.
Koncentrace endotoxini ve vodé z vodovodu byla na hodnoté 40 ng - ml 1 a v jezefe, ze
kterého byla tato voda vyrabéna, dosahovala hodnot 200-1000 ng - ml ~! (Muittari et al.
1980). Mezi dalsi priznaky, kdy se pyrogen dostane do kontaktu s lidskym organismem, patfi
zimnice, zvraceni a bolest sval(. Tyto symptomy byly vypozorovany roku 1974 na
hemodialyzac¢ni klinice ve Washingtonu, ktera se potykala s epidemii reakci na endotoxiny
obsazené v mistnim vodnim zdroji. Reakce se projevily ve vys$i mife u europoidni rasy nez
u negroidni rasy. Dale pacienti, ktefi se jiz setkali s gramnegativni bakterialni infekci, prokazali
nizsi miru pyrogenni reakce neZ pacienti bez predchoziho styku s infekci (Hindman et al.
1975).

Prace Mouihate et al. (2010) uvedla, Ze expozice bakterialnim LPS béhem raného
détstvi preformuluje neuroimunitni osu, coZz miZe byt vyhodou po zbytek lidského Zivota.

Posilena regulace nespravné aktivace imunitniho systému v raném détstvi by mohla pomoci
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snizit symptomy béhem kritickych alergickych onemocnéni (napr. astmaticky zachvat) nebo
akutni systémové zanétlivé reakce (napf. septicky Sok) v dospélosti.

Bakterialni a sinicové LPS se podileji i na syndromu septického Soku, kdy jejich ucast
na syndromu septického Soku muZe zvySovat jaterni poskozeni vyvolané hepatotoxiny
(Przybocki et al. 1992; Choi and Kim 1998; Zanchett and Oliveira-Filho 2013). Septicky Sok
zplsobeny bakteridlnim LPS ma az 30 % umrtnost (Miyake 2004). Pfi inhalaci sinicovych LPS
se vyvolavaji pfiznaky podobajici se chfipce — horecka, zimnice, kasel, bolesti hlavy, ztuhlost,
nevolnost, ospalost, artralgie, mirna ztrata paméti, prijem a bolest v krku Funari and Testai
2008; Jakubowska and Szelgg-Wasielewska 2015). Ackoliv bakterialni LPS jsou
nékolikanasobné toxiC¢téjSi nez sinicové LPS, tak stdle muUZeme fici, Ze existuji
gastrointestindlni onemocnéni, respiracni onemocnéni a horecka zplsobené sinicovymi LPS
(Weise et al. 1970).

Ucinky na lidské zdravi jsou popsany vice u bakterialnich LPS neZ u sinicovych LPS.
Zdravotni dasledky sinicovych LPS nejsou zcela pochopeny, a proto je potiebny dalsi vyzkum
(Funari and Testai 2008). Dle mého ndzoru, lze usuzovat z bakteridlnich LPS ucinky sinicovych

LPS na lidské zdravi.

5 Srovnani toxicity LPS sinic a gramnegativnich bakterii

Zatimco toxické ucinky MCs jsou pomérné dobre prozkoumany, mnohem méné
pozornosti bylo zaméfeno na toxicitu LPS. Vodni kvéty sinic jsou hlavni hrozbou pro zasoby
vody po celém svété. LPS mohou dosahnout velmi vysokych koncentraci ve vodnich nadrzich
béhem rozsahlého ristu kvétld sinic. V pochopeni komplexnich toxickych uéinkd masivniho
toxického kvétu existuji velké mezery, véetné ucinku LPS (Anderson et al. 2002; Rapala et al.
2002; Blahova et al. 2013).

V poslednich desetiletich se nékolik praci snazilo vyhodnotit biologickou aktivitu LPS
sinic (Weise et al 1970; Mikheyskaya et al. 1977; Katz et al. 1977; Keleti et al. 1979; Keleti and
Sykora 1982). V organismu mysi mnoho LPS sinic nezplsobilo toxicitu nebo byla zjisténa jen
nizka toxicita ve srovnani s gramnegativnimi LPS (Buttke and Ingram 1975; Keleti et al. 1979;
Keleti and Sykora 1982; Tornabene et al. 1985; Rapala et al. 2002; Bernardova et al. 2008).
Navzdory tomu nékteré LPS poskytly pozitivni vysledky v lokalni Schwartzmanové reakci nebo
v LAL testu (Raziuddin et al. 1983; Keleti et al. 1979; Kelti and Sykora 1982).

Jak je poznamenano v kapitole 4.2, studie Blahova at al. (2013) zaznamenala
biologickou aktivitu LPS M. aeruginosa, jak v laboratornich kulturach, tak v komplexnim
vodnim kvétu, pficemz vyssi hodnoty pyrogenity LPS byly pozorovany ve vzorcich vodniho
kvétu (vzorky obsahovaly M. aeruginosa, Woronichinia naegeliana, Aphanizomenon sp., M.

viridis, Microcystis flos-aquae, Microcystis ichtyoblabe, Anabaena spiroides, Anabaena flos-
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aquae, Anabaena crassa, Anabaena circinalis). Vysledky ukazuji, Ze stanovena pyrogenita LPS
se pohybovala v laboratornich kulturdch pfi hodnotdch 0,003—0,008 EU - 100 pg™ LPS. Ve
vzorcich komplexniho kvétu pyrogenita dosahla vy3sich hodnot 0,01-0,078 EU - 100 pg™ LPS.
S podobnymi vysledky také pfrisSla prace Bernardové et al. (2008), jez se zamérovala na
biologické aktivity LPS u gramnegativnich bakterii (Pseudomonas fluorescens, E. coli,
Pseudomonas putida a Kluyvera intermedia) a rGznych druh( sinic (Microcystis sp., Anabaena
sp., Planktothrix sp., Aphanizomenon sp.) béiné se vyskytujici ve sladkych vodach. Vyssi
hodnotu biologické aktivity LPS komplexniho vodniho kvétu podle autorl pravdépodobné
zpUsobily LPS z rGznych druhl sinic (nejen zkoumané Microcystis) nebo LPS heterotrofnich
gramnegativnich bakterii, jez byly pfitomny v odebranych vzorcich vodnich kvétu.

Autofi studie Blahova et al. (2013) poukazuji na to, Ze ve srovnani se standardnim
gramnegativnim bakteridlnim LPS (standardem pro stanoveni aktivity endotoxinl je
endotoxin Escherichia coli 0113:10. ktery vykazuje aktivitu 1 EU - 100 pg™) mély studované
vzorky sinic z laboratornich kultur a pfirodnich vodnich kvétl pyrogenni uUcinnost LPS
minimalné 12x nizsi (Blahova et al. 2013). Autofi ke stanoveni pyrogenni ucinnosti LPS pouzili
test PyroGene. Jiz dfive bylo popsano, Ze sinice LPS vykazuji nizsi biologickou aktivitu in vivo
nez LPS z bakterii (Keleti et al. 1979; Keleti and Sykora 1983; Raziuddin et al. 1983).

Naopak vysledky aktivity LPS Bernardové et al. (2008) ziskané pomoci testu LAL
ukazaly, Ze biologické aktivity LPS ze sinic i heterotrofnich gramnegativnich bakterii byly
srovhatelné a jejich hodnoty se pohybovaly p¥i stejném rozmezi (1 - 103-1 - 10° EU - mg™?).
TaktéZ Rapala et al. (2002) pomoci testu LAL zjistili, Ze nepatogenni gramnegativni bakterie
Sphingomonas sp. jevi priblizné stejnou endotoxinovou aktivitu jako sinice. Rozdilné vysledky
zminénych tfi studii lze vysvétlit tak, Ze izolaty LPS M. aeruginosa jsou v tradi¢nim testu LAL
silnym pyrogenem, ale ve srovnani s testem PyroGene, pouzitym ve studii Blahova at al.
(2013). LAL test ma omezenou selektivitu a nékolik interferenci (Blahova et al. 2013), proto
autofi studie Blahova et al. (2013) ziskali vétsi rozdily mezi aktivitou sinicovych a bakterialnich
LPS. Pfed samotnym testovanim testem LAL musi byt peclivé Cistény extrakty LPS, aby
pfitomné kontaminanty nemohly nadhodnocovat aktivity endotoxini (Bernardova et al.
2008).

Systémovy gramnegativni LPS mUzZe pfimo ovliviiovat hematoencefalickou bariéru
(Banks and Erickson 2010) nebo se do mozku dostane pres oblasti s posSkozenou funkci
hematoencefalické bariéry, a poté se aktivuji mozkové mikroglie, makrofagy mozkového
imunitniho systému (Rock et al. 2004), které se podileji na nervovém zanétu (Cunningham et
al. 2005). Rozsahly vyzkum v poslednich dvou desetiletich ukazal, Ze pfi aktivaci mikroglie
pusobenim gramnegativniho LPS in vivo nebo in vitro (Rock et al. 2004; Ransohoff and Perry

2009) muze dojit k uvolnéni zanétlivych mediatort (Mayer 1998) véetné reaktivnich forem
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kysliku, napr. O, (Colton and Gilbert 1987), které mohou zpUsobit poskozeni neuronli (Mayer
et al. 1999). Studie Mayer et al. (2011) jako prvni popsala Ucinky LPS sinic tvorbu O,.
mozkovymi mikrogliemi. Autofi studie provedli srovnani uc¢ink( stimulace potkanich mikroglii
LPS M. aeruginosa s LPS Escherichia coli 026:B6. Autoti zprvu uvedli, Ze k dosazeni stejného
toxického ucinku jako u LPS Escherichia coli 026:B6 byly nutné témér 1000nasobné davky LPS
M. aeruginosa, tzv. PS Escherichia coli 026:B6 L1000 krat vice stimuluje potkani mikroglia nez
LPS M. aeruginosa. Dale se vénovali zkoumani panelu markerd, aby urcili, ktery LPS je
ucinnéjsi a silnéjsi pri vyvolavani prozanétlivé reakce. LPS M. aeruginosa byl 1000 krat méné
ucinny nez LPS Escherichia coli 026:B6 pfi stimulaci uvolfiovani prozanétlivych mediatord —
chemokint, cytokinG (napf. GF-B; a TGF-B2), matrixovych metaloproteindz (MMP)
a tromboxanu B, (TXB;) po 17hodinové in vitro stimulaci. Protizanétlivé medidtory jsou
produkovany aktivovanymi mikrogliemi, a k dosazeni maximalniho Ucinku byly nutné vyssi
davky LPS M. aeruginosa.

Podobné Mayer et al. (2016) publikovali praci s pouzitim LPS sinice Oscillatoria sp.
kmene HCC-1097 ve srovnani s LPS Escherichia coli 026:B6. Pokusy byly opét provedeny na
mikrogliich od potkand, ale s pouzitim Sirsiho panelu marker(l. Prace znovu prokazala, Ze jsou
nutné vyssi davky LPS Oscillatoria sp. k vyvolani stejného toxického ucinku, jakého bylo
dosazeno s LPS Escherichia coli 026:B6. Celkové byly LPS Oscillatoria sp. méné ucinné nez LPS
Escherichia coli 026:B6 pfti stimulaci uvolfiovani mikrogliovych protizanétlivych mediatort po
17 hodinach in vitro. | kdyZ byla jeho ucinnost nizsi témeér na vSechny testované mediatory,
byly pozorovany nékteré vyjimky, napf. LPS Oscillatoria sp. indukuje 2,5krat vy$si mnoZstvi
chemokinu CXCL-1 a podobné mnoZstvi RANTES ve srovnani s LPS E. coli. Z vysledk( z obou
praci vyplyvda, Ze LPS sinic jsou schopny stimulovat imunitni odpovéd jinym zplsobem nez
LPS gramnegativnich bakterii (Mayer et al. 2011; Mayer et al. 2016).

Autofi studie Moosova et al. (2019) studovali toxicitu LPS z axenické (Cisté) kultury
Microcystis ve srovnani s neaxenickou (necistou) kulturou a z ptirodniho vodniho kvétu.
Hodnotili potencidl LPS vyvolat aktivaci fagocytl v lidské krvi projevujici se degranulaci
a produkci Siroké skaly zanétlivych mediatord. Prostfednictvim in vitro testl na lidské krvi
odhalili, Ze LPS izolovany z komplexniho vodniho kvétu byl Uc¢innéjsi pfi aktivaci fagocytl
(monocytl a polymorfonukleadrnich leukocytt) nez LPS z axenické kultury izolovany ze sinice
M. aeruginosa. PrestoZe LPS z axenické kultury mély mensi Ucinek na aktivaci fagocytl se
autofi této studie se domnivaji, Ze samotny LPS z axenickych kultur Microcystis ptispiva
k celkové toxicité komplexni smési latek, které se nachdazeji v kultufe nebo ve vodnich
kvétech, a Ze zdravotni rizika spojena s LPS sinic by neméla byt podcefiovdna. Studie uvadi,
Ze izolované LPS z neaxenického i axenického kmenu Microcystis maji prozanétlivé ucinky,

protoZe zvysily produkci prozanétlivych cytokinG TNF-a, IL-8, a interleukinu 11 B (IL-11pB)
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a interleukinu 6 (IL-6), coZ je v souladu s vysledky predchazejicich studii Blahova et al. (2013)
a Ohkouchi et al. (2015), kde byla podobna odpovéd popsana na LPS z neaxenického kmene
Microcystis aeruginosa NIES-44 v monocytech a neaxenickych kmenl Microcystis aeruginosa
PCC 7806, UTEX 2667 a A017 v plné krvi. Prace také hodnotila pyrogenitu LPS izolovaného
z M. aeruginosa, jez byla stanovend testem PyroGene (viz tabulka 3). Escherichia coli 026:B6
byla priblizné Sestkrat pyrogennéjsi nez LPS z neaxenické kultury (kultura blizkd podminkam
prostredi s pritomnosti heterotrofnich bakterii) Microcystis aeruginosa PCC 7806 a priblizné
700krat Microcystis aeruginosa PCC 7806 nebo 2000krat Microcystis aeruginosa
HAMBI/UHCC 130 pyrogennéjsi nez LPS z axenickych kultur (Cisté sinicova kultura). Z ¢ehoz
prace usuzuje, Ze pyrogenicita LPS izolovaného z kultur M. aeruginosa byla mnohem nizsi nez
Escherichia coli 026:B6, coz je v souladu s praci Mayer et al. (2016). AvSak nejvyssi pyrogenni
aktivita byla zjisténa u LPS izolovaného z environmentalniho vzorku vodniho kvétu.
Dosahovala hodnoty témér dvakrat vyssi nez stanovena pyrogenita Escherichia coli 026:B6.
PfestoZe ve vodnim kvétu dominovala M. aeruginosa, bylo zde také mnoho odlisnych
heterotrofnich bakterii, véetné nejméné jednoho gramnegativniho druhu (Moosova et al.
2019). Pyrogenita sladkovodnich bakterii m0ze dosahovat wvysSich hodnot v porovnani
s Escherichia coli 026:B6 (Bernardova et al. 2008; Ohkouchi et al. 2015). K pyrogenité vzorku
vodniho kvétu prispivaji pravdépodobné LPS z gramnegativnich bakterii, coz ale nebylo ve
studii Moosova et al. (2019) konkrétné rfeseno.

Tabulka 3. Pyrogenita testovanych vzork( LPS posouzend testem PyroGene. (prevzato

z Mossova et al., 2019, upraveno)

— )
LPS Pmygrggl-?sl)ta (x104 EU
Escherichia coli 026:B6 674

Vzorek vodniho kvétu pro environmentalni analyzu 1210

Neaxenicka kultura Microcystis aeruginosa PCC 7806 108

Axenicka kultura Microcystis aeruginosa PCC 7806 <1

Axenicka kultura Microcystis aeruginosa HAMBI/UHCC 130 <1

Hodnoty pyrogenity jsou vyjadreny jako endotoxinovd aktivita (EU) na mg purifikovaného LPS

(primér dvou nezdvislych stanoveni).

Aktivitou LPS rGznych druh sinic se zabyvala jedina studie (Bernardova et al. 2008).
Tato studie zkoumala aktivitu LPS z pfirodnich vodnich kvétl a také z laboratornich kultur
pomoci testu LAL.

Ukazala, Ze rtizné druhy sinic maji rozdilnou aktivitu LPS. Nejvyssi aktivity mezi vzorky

sinic vykazoval vodni kvét s dominantni sinici Aphanizomenon sp. (7800 EU - mg* d.w.). Dali
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sinice, které prevazovaly v analyzovanych vzorkach vodnim kvétu, projevovaly toxické ucinky
pti hodnotach: 61 EU - mg™ d.w. Planktothrix sp., 799 EU - mg* d.w. M. aeruginosa, 989
EU - mg d.w. Microcystis sp., 277 EU - mg™* d.w. Anabaena sp.

TéZz byla zmérena toxicita laboratornich kultur sinic. Aktivita laboratorni kultury
Trichormus variabilis byla vyhodnocena pfi hodnoté 2518 EU - mg?! d.w., ddle pro dalsi
druhy — Aphanizomenon flos-aquae 426 EU - mg™ d.w., Microcystis aeruginosa 257 EU - mg™
d.w., Planktothrix agardhii 301 EU - mg* d.w. (Bernardova et al. 2008).

LPS rliznych druhl sinic se podstatné lisi v jejich endotoxinové aktivité. Také se
podstatné lisi mnozstvi LPS produkovanych rlznymi druhy sinic, coz také zkoumali autofi
studie Bernardova et al. (2008). Tato studie stanovila mnoZstvi LPS v susiné (d.w.-— ,dry
weight”), jak pro laboratorni kultury sinic, tak pro vodni kvéty. NejvysSi mnozstvi sinicovych
LPS v susiné v laboratornich sinicovych kulturach autofi stanovili pro sinici Aphanizomenon
flos-aquae pfi hodnoté 11,1 pg - mg*d.w. Pro vodni kvét bylo nejvy$si mnoZstvi LPS stanoveno
u Aphanizomenon sp. pfi hodnoté 8,6 pug - mg™ d.w. (viz tabulka 4).

Tabulka 4. mnoZstvi sinicovych LPS ziskanych po tplném precisténi. (pfevzato z Bernardovad et

al., 2008, upraveno)

Vzorek s dominantni sinici :i.[::)polysacharidy v biomase (pg - mg™*
Laboratorni sinicova kultura

Aphanizomenon flos-aquae 11,1
Microcystis aeruginosa 7,4
Planktothrix agardhii 8,5
Trichormus variabilis 9,3
Vodni kvét

Anabaena sp. 5,7
Aphanizomenon sp. 8,6
M. aeruginosa 4,0
Microcystis sp. 2,2
Planktothrix sp. 57

NiZe jsou uvedeny zavéry, které z vyse citovanych studii vyplyvaji:

e Laboratorni kultury sinic vykazuji nizsi pyrogenitu nez komplexni sinicovy kvét.
Sinicové LPS maji nizsi toxicitu nez LPS gramnegativnich bakterii. Ddle nékteré studie

naznacuji, Ze LPS sinic maji schopnost narusit imunitni systém hostitele, i kdyz

31



vykazuji jiny zplsob stimulace imunitni odpovédi nez bakteridlni LPS. Domnivam se,
Ze toxicita pfirodnich sinicovych kvétl je vyssi ve srovnani s toxicitou kultur
kultivovanych v laboratofich, protoze ve vodnich kvétech plsobi synergetické efekty,
tedy spoluptsobi vétsi mnozstvi toxickych latek v kvétech. Ve vodnich kvétech se
nachazi celd rada organisml, vcetné gramnegativnich bakterii, jejichz LPS
pravdépodobné prispivaji k vysoké pyrogenité LPS izolovanych z vodnich kvétl. Toto
tvrzeni podporuje pozorovany rozdil mezi pyrogenitou axenické, tedy
nekontaminované kultury jinymi organismy, a neaxenické kultury, jez je vice toxicka,
protoze se v ni pravdépodobné vyskytuji jiné organismy, jez umocnuji celkovou
toxicitu LPS.

e Aktivita LPS je zavisla na pouZitém testu (LAL vs. PyroGene) a Cisténi extraktu LPS
pred testem. Podle mého ndazoru lze tézko porovnavat vysledky ziskané dvéma
rdznymi testy.

e LPS zrlznych druhl sinic maji riznou aktivitu, takZe aktivita LPS z vodniho kvétu
bude zaviset na jeho druhovém sloZeni. To samé plati pro mnoZstvi LPS z vodniho
kvétu: LPS z rlznych druh( sinic maji rizna mnozZstvi LPS v susiné, takze mnozstvi LPS
z vodniho kvétu bude zaviset na jeho sloZeni (Bernardova et al. 2008).

o Na zakladé popsanych vysledkd se mizeme domnivat, Ze ¢im pestiejsi bude smésna
kultura organismd, tim vyssi bude pyrogenita izolovanych LPS. Toto tvrzeni je
nicméné potreba podlozit dalSim vyzkumem.

e Microcystiny mohou vice produkovat sinice ve vodnim kvétu, zatimco v laboratorni
kultufe produkce téchto toxinl byvd mensi. Zde je otazka, jestli by podle tohoto
mohla existovat analogie s LPS. Podle tabulky 4 lze fici, Ze produkované mnoZzstvi
vsuSiné je u laboratornich i pfirodnich kultur dosti podobné. Z toho divodu se
domnivam, Ze LPS sinic z laboratornich kultur a z vodniho kvétu by mély podobné
vlastnosti. Proto by LPS nemohly vykazovat vyssi pyrogenitu ve vodnich kvétech.
Tedy z mého pohledu vyssi pyrogenita pfirodnich kvétl neni zplsobena tim, Ze by
sinice v pfirodnich kvétech produkovaly vice LPS neZ laboratornich kulturach. Takze

analogie LPS s MCs neexistuje.

Ackoliv akutni endotoxinovd pyrogenita LPS sinic je niZsSi neZ u gramnegativnich
bakterii, nékolik studii popisuje modulac¢ni ucinky LPS a toxicitu jinych sloucenin (napf.
microcystinu) ve vodnich organismech (Best et al. 2001, 2002, 2003; Lindsay et al. 2006).

Proto v kapitole 6 bude vénovéna pozornost modulacnim ucinkim LPS cyanobakterii.
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6 Pusobeni lipopolysacharidt spole¢né s dalSimi

cyanobakteridlnimi toxiny

Mezi zndmé a studované toxiny cyanobakterii patfi zejména MCs, u kterych je
nejznaméjsi a nejprozkoumanéjsi struktura MC-LR. Dosud bylo nalezeno 246 rznych variant
MCs (Spoof and Catherine 2017). Obecnd struktura MC je cyklo (-D-Ala-L-X-Derythro-B-
methylAsp-L-Y-Adda-D-Glu-N-methyldehydro-Ala), v niz Adda je neobvyklda C20
aminokyselina (3-amino-9-methoxy-2,6,8-trimethyl-10-fenyl-4,6-dienoova kyselina)

(Catherine et al. 2017) (viz obrazek 3).
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Obrdzek 3. Schéma struktury microcystinu. Pro microcystin-LR je X L-leucin, Pro microcystin-

YR je X L-tyrosin a pro microcystin-RR je X L-argin (prevzato z Du et al., 2019, upraveno)

Toxicita MC byla prokdzana v 79 zemich a diverzita struktury MC vede k vyznamnym
rozdildm v toxicité (Buratti et al. 2017). MC-LR je klasifikovan Mezindrodni agenturou pro
vyzkum rakoviny (IARC) jako mozny lidsky karcinogen skupiny 2B (Zuckerman 1995). MCs jsou
produkovany nékolika rody sinic vcetné Anabaena, Dolichospermum, Geitlerinema,
Leptolyngbya, Microcystis, Nostoc, Phormidium, Planktothrix, Spirulina, Synechococcus
a Trichodesmium (Salmaso etal. 2017; Tamele et al. 2019). DalSimi béZnymi cyanotoxiny jsou
cylindrospermopsin  (CYN), nodularin (NOD), saxitoxin (STX) a anatoxiny (ATX). Nicméné
cyanobakterie produkuji obrovskou rozmanitost dalSich chemickych struktur. Odhaduje se,
Ze chemickd struktura nebyla zatim popsana u pfiblizné 80 % jejich sloucenin (Bérdy 2005;
Welker and Von Dohren 2006; Hrouzek et al. 2011). O toxicité cyanotoxind existuje pomérné
malo udajd. Pro nodulariny jsou k dispozici Udaje z nékolika studii na zvifatech. Toxicita
saxitoxinu a anatoxinu-a je znama pouze z omezenych Udajd, ale napf. tolerancni limity byly
stanoveny pro ochranu pfed moZnymi negativnimi Gcéinky STX, které se mohou hromadit

,,,,,,

pro ostatni cyanotoxiny nebyly stanoveny, pouze orienta¢ni hodnoty pro MCs v pitné vodé
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stanovila Svétova zdravotnickd organizace (WHO World Health Organization) (1 ug - I'* pro
microcystiny na zakladé jejich toxicity) (Duy et al. 2019; van Apeldoorn et al. 2007). V Ceské
vyhlasce 252/2004 Sb. je bé&iné se vyskytujici MC-LR limitovdn také hodnotou 1 pg - I'%.
Ucelem této kapitoly a podkapitol je shrnout poznatky o ostatnich vybranych sinicovych

toxinech, predevsim jejich toxicitu popsat v souvislosti s jiz zmifnovanym LPS.

6.1 Spoluplsobeni microcystinG a lipopolysacharid

Vlivem purifikovaného LPS a MC-LR ze sinice Microcystis kultivované v laboratofi na
vodni bezobratlé (Daphnia galeata, D. magna a Artemia salina) se zabyvala jedind studie
Lidsay et al. (2006). Aktivita LPS byla zjiSténa pomoci LAL testu. LCso pro purifikovany MC-LR
byla pro Artemia salina 2 pg - ml't. MC-LR vykazoval nepatrné vy3$i toxicitu pro Daphnia
magna (LDsg = 1,26 pg - ml') a nejvyssi toxicita byla zaznamenana pro Artemia salina (LDsg =
0,003 pg - ml'). Samotny purifikovany LPS z Microcystis CYA 43 byl v testech na letalitu mélo
toxicky pro vSechny tfi druhy vodnich bezobratlych, LCso byla ve vSech pripadech vyssi nez
1000 pg - mlt. Purifikovany LPS ze sinic byl poté pfiddn véem tfem bezobratlym v jediné
koncentraci 2 ng - ml't a pak purifikovany MC-LR v rozmezi 1 pg-20 pg - mIt. U viech tFi
testovanych druhl byla provedena predbézna expozice LPS po dobu 24 hodin pred pfidanim
MC-LR. Tato predbézna expozice chranila organismy do urcité miry proti letalni toxicité pred
MC-LR. U D. galeata doslo az k 170nasobnému snizeni toxické reakce. Soucasné pridani MC-
LR s LPS (2 ng - mlI') rovnéZ vedlo ke zvy$eni LCso u vSech tfi organismd ve srovnani s expozici
samotnému MC-LR. Toto zvySeni LCso bylo vSak ve vsSech pfipadech nizsi nez v pfipadé
preexpozice LPS pred pfidanim MC-LR. Studie predpoklada, Ze LDsov pfipadé preexpozice LPS
byly vyssi diky vlivu LPS na detoxika¢ni enzymatické drahy. Dalsi prace rovnéz uvadéji, Ze
subletalni davka LPS z heterotrofnich bakterii mizZe zpUsobit, Ze organismy budou tolerantni
vUci smrtelné davce tohoto toxinu a mdzZou se chranit pred toxicitou hepatotoxint (Williams
1988; Ishikawa et al. 1990; Liu et al. 2000).

V praci Lindsay et al. (2006) byla sledovdna aktivita glutathion-S-transferaz (GST)
u Artemia salina, a to jak rozpustnych GST (sGST), tak i mikrosomalnich GST (mGST), jez
napomahaji detoxikaci MCs nebo jinych xenobiotik. Bylo zpozorovano, Ze aktivita GST (sGST
a mGST) byla zvy$ena po expozici MC-LR, jenZ byl v koncentraci 2 ng - mI™t nebo 2 pg - ml™.
Zatimco aktivita GST po pfidani 2 ng - mlI’t LPS byla vyznamné sniZena. TéZ aktivita GST
v pfipadé, kdy Artemia salina byla vystavena soucasné LPS a MC-LR, vyznamné poklesla.
Stejna situace byla zpozorovana u soucasného pridani LPS a cylindrospermopsinu, jemuz se

vénuje nasledujici podkapitola 6.2.
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6.2 Spoluptsobeni cylindrospermopsinu a lipopolysacharidd

Cylindrospermopsin (CYN) wvznikd z tricyklické guanidinové ¢dasti v kombinaci
s hydroxymetyluracilem (Hinojosa Hidalgo et al. 2019). V soucasné dobé je zndmo pét
analogli CYN, a to CYN, 7-deoxydesulfo-CYN, 7-deoxydesulfo-12-acetyl-CYN, 7-epi-CYN, 7-
deoxy-CYN (Kokocinski et al. 2017) (viz obrazek 4).
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Obrdzek 4. Schéma struktury cylindrospermopsinu. (prevzato z Du et al., 2019, upraveno)

Cyanotoxin byl popsdn na tropickém druhu sinice Cylindrospermopsis raciborskii,
vyskytujici se v tropickych a subtropickych vodach Australie, jehoZ LDsgpo 24 hodinach byla
64 +/- 5 mg lyofilizované kultury na kg télesné hmotnosti mysi (Hawkins et al. 1985). Prvni
vyskyt tohoto toxinu v Ceské republice popsala studie Blahova et al. (2008), kde byl popsan
na druhu sinice Aphanizomenon klebahnii.

CYN je pomaly toxin s LDsg 2000-2100 pg - kgt (po 24 h) a LDso 200 pg - kg™ (po 5-6
dnech). CYN vykazuje nékolik toxickych ucink(, véetné inhibice glutathionu, naruseni syntézy
proteini a cytochromu P450 a naruseni bunééného cyklu. Naruseni bunééného cyklu mize
vést k apoptdze nebo nekréze bunék. Dale CYN zplsobuje poskozeni jater a ledvin. Také
zpUsobuje patologické zmény cévniho systému, lymfatického systému, nadledvin, plic,
Zaludku a srdce (Hawkins et al. 1985; Ohtani et al. 1992; z Hitzfeld et al. 2000; Froscio et al.
2003; Poniedziatek et al. 2014).

Ve studii Lindsay et al. (2006), jez byla podrobnéji popsana v podpodkapitole 6.1, bylo
zjisténo, Ze CYN ziskany z Microcystis CYA 43 plisobi toxicky na koryse Artemia salina, pro néz
je LCso CYN 2,33 pg-mll. Pomoci biotestd na Artemia salina bylo téZ? hodnoceno
spoluplisobeni CYN s LPS a také plsobeni preexpozice LPS a nasledné expozice CYN. Vysledky
byly podobné jako u testd hodnoticich LPS spolu s MC-LR (viz kapitola 6.1) v tom, Ze
preexpozice LPS 24 hodin pred CYN vedla k naslednému sniZeni toxické reakce na CYN (LCsg

of 4,8 ug - mlt), aviak Artemia salina nebyla chrdnéna pfed toxicitou CYN pfed inkubaci s LPS,
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tak vyrazné jako u LPS nasledovaného MC-LR. Jiz dfive bylo zjisténo, Ze CYN je toxicky pouze
po metabolické aktivaci systémem cytochromu P450 (Runnegar et al. 1995; Shaw et al. 2000).
Autofi studie se domnivaji, ze pfedb&Zna inkubace s 2 ng - mlI’t LPS mGZe potlaovat systém
cytochromu P450 bezobratlych, coz vede ke snizeni pfemény nasledné pridaného CYN na
toxické metabolity, a tedy i jeho toxicity.

Z vyse jediné citované studie vyplyvd, Ze LPS ma u sledovanych planktonnich korys
ochranny ucinek proti mensim sinicovym toxinlm, MC-LR a CYN. U preexpozice 24 hodin
pomoci LPS byl ochranny efekt vyrazné;jsi, tedy LDso u sledovanych organismu byly vyssi. LPS
poskytovalo vétsi ochranu vybranych koryst v pripadé, kdy byl po 24 hodinach pridan
microcystin-LR, neZ kdyZ byl po 24 hodinach pfidan cylindrospermo psin.

Tabulka 5. Toxicita cyanobakteridlnich toxini vyjddrena v LDsy. (pfevzato z Hitzfeld et al.,

2000, upraveno)

LDso (ug - kg™, ip,

Toxin . Druh sinice
mys)
. . Microcystis aeruginosa, Microcystis
Microcystin-LR 50 . v . 9 y
viridis, Aphanizomenon flos-aquae
. . Microcystis aeruginosa, Microcystis
Microcystin-LA 50 s v 9 v
viridis
. . Microcystis aeruginosa, Microcystis
Microcystin-YR 70 . v 9 v
viridis
. . Microcystis aeruginosa, Microcystis
Microcystin-RR 600 Y g Y

viridis, Anabaena sp.

Microcystis aeruginosa, Oscillatoria
[D-Asp®]microcystin-LR 50-300 agardhii, Microcystis viridis,
Aphanizomenon flos-aquae

Microcystis aeruginosa, Oscillatoria

[D-Asp3]microcystin-RR 250 agardhii, Anabaena sp.
[Dha’]microcystin-LR 250 CAZZ;Z?,{ztijanZ;ueg,:Zoz; Oscillatoria
[(6Z)-Adda]microcystin-LR | >1200 Microcystis viridis
[(6Z)-Adda]microcystin-RR | >1200 Microcystis viridis

Nodularin 50 Nodularia spumigena
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[D-Asp!]nodularin 75 Nodularia spumigena

[(62)-Adda®]nodularin >2000 Nodularia spumigena

Cylindrospermum sp.,
Aphanizomenon flos-aquae,

Anatoxin-a 200-250 Oscillatoria sp., Anabaena spp.,
Aphanizomenon sp.
Anatoxin-a(s) 20 Aphanizomenon flos-aquae

Anabaena circinalis, Lyngbya wollei,
Saxitoxin 10 Aphanizomenon flos-aquae,
Cylindrospermopsis raciborskii

Aphanizomenon ovalisporum,
Cylindrospermopsin 2000 Umezakia natans, Cylindrospermopsis
raciborskii

Dle studie Lindsay et al. (2006) to vypada, Ze LPS z Microcystis nepatfi mezi latky, které jsou
toxické pro Daphnia, a budou to jiné latky nez zminéné LPS. Dvé studie uvedly v rdzné
koncentrace MCs. MCs ve studii Srédlovd et al. (2021) jsou uvedeny v tabulce 2
v koncentracich vy$sich neZ 75 pg - I naopak ve studii Lindsay et al. (2006) jsou koncentrace
nad 1 pg- I't. Obé studie pfi téchto koncentraci uvadi, Ze MCs nejsou zodpovédné za toxicitu
latek ze sinice Microcystis, aviak studie Srédlova et al. (2021) nevylucuje LPS, jez mize byt
zodpovédny za toxicitu, podobné jako dal$i prace z kapitoly 4.1. Dle studie Lindsay et al.
(2006) se naopak zd3, Ze za toxicitou latek ze sinice Microcystis nejsou LPS, protozZe poskytuji
ochranny ucinek testovanym koryslim proti toxicité MC-LR napf. u D. galeata doslo az
k 170ndsobnému sniZeni toxicity MC-LR. Je zajimavé, ze MC-LR vykazoval toxicitu pro vodni
organismy, i kdyZ studie uvadi nizsi koncentrace MCs, coz ale lze tézko porovnat ze studii
Srédlovd et al. (2021), protoZe ta k testu toxicity pouzila buné&éné linie. Studie (Jungmann
1992; Benndorf 1994; Keil et al. 2002; Liirling 2003; Smutnd et al. 2014; Srédlova et al. 2021)
z kapitoly 4.1 ftikaji, Ze microcystiny v toxicité pro Daphnia nehraji takovou roli a Ze toxické
budou jiné latky ze sinic. Naskytd se otdzka, zda toxicita LPS a MCs v extraktu ze sinice
Microcystis neni ddna spiSe nez jejich toxikologickymi vlastnostmi jejich mnozstvim
produkovanym sinici. Studie Jungmann et al. (1996) sledovala dynamiku MCs v populaci
Microcystis v letech 1992—-1994, kdy ve vSech tfech letech bylo maximum koncentrace MCs
na konci ¢ervna pfi koncentracich 3,3-14,7 pg - mg* d.w. KdyZ tyto hodnoty porovname

s mnozstvim LPS na mg d.w. rGznych druh( sinic v tabulce 4, zjistime, Ze mnoZstvi MCs jsou
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podobna mnozZstvi LPS. Z toho lze usoudit, Ze pfispévek LPS k toxicité vodniho kvétu skutec¢né

pravdépodobné neni vyznamny.
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7 Zaver

Tato bakalarska prace shrnuje poznatky o toxickych produktech sinic se zamérenim
na endotoxiny. Z kapitoly 4 vyplyvd, Ze samotné MCs a dalsi sinicové toxiny nebyly zdaleka
tolik toxické pro vodni organismy (perloocky a dalsi) a bunécné linie (napf. ze pstruha
duhového) jako extrakt ze sinice Microcystis (Jungmann 1992; Jungmann and Benndorf 1994;
Lurling 2003; Srédlova et al. 2021) nebo celkovy vodni kvét (Smutna et al. 2014; Bldhova at
al. 2013). Z toho autofi usuzuji, Ze ve vodnim kvétu nebo extraktu z Microcystis jsou jesté
dalsi latky prispivajici k toxicité a jednémi z téchto latek by mohly byt LPS. Z kapitoly 6 (studie
Lindsay et al. 2006) zase naopak plyne, Ze kdyz se LPS a MC-LR nebo CYN vyskytuji spolecné,
je toxicita pro koryse mensi nez u samotnych MC-LR nebo CYN. Proto z vysledkd z kapitol 4,
6 predpokladam, Ze jsou v sinicich a vodnich kvétech jesté dalsi latky, které jsou toxictéjsi nez
MCs ¢i LPS. Kapitola 6 je nicméné zaloZena na jediné studii, proto je potfeba tyto predpoklady
podloZit dalsim vyzkumem. Dadle ze studie vyplyva, Ze LPS extrahované ze sinic jsou mnohem
méné toxické pro zkoumané vodni korySe nez MCs: LCso LPS z Microcystis pro Daphnia
galeata, Daphnia magna a Artemia salina byla vy3§i nez 1000 ug - mlL. Soucasné byla popsan
modulacni ucinek LPS na MC-LR a CYN. LPS poskytly ochranny Ucinek proti toxicité MC-LR
a CYN u testovanych druhl korysu, pficemz ochranny ucéinek byl vyssi u MC-LR.

O lipopolysacharidech se z kapitoly 3 lze dozvédét, Ze LPS se nachazi u sinic
a gramnegativnich bakterii. Dale tvofi hlavni sloZzkou vnéjSich membran bunécnych stén sinic
(Snyder and Mclntosh 2000; Sutherland 2001) a obsahuji tfi chemické strukturni oblasti. Tyto
strukturni oblasti jsou Lipid A, centralni oligosacharid a O-Antigen (Tobias et al. 1986).
Struktura Lipidu A gramnegativnich bakterii je popsana vice nez u sinic, napf. sinicovy lipid A
neobsahuje dvé fosfatové skupiny a tyto skupiny nahradila kyselina galakturova (Snyder at
al. 2009). Déle struktury LPS sinic se lisi s jednotlivymi druhy. Ve srovnani se strukturou
gramnegativniho LPS se u sinicovych LPS chybi heptdza, KDO a fosfat (Snyder et al. 2009; Fuijii
et al 2012; Durai et al. 2015). Z dalsi literatury Blahova et al. (2013) z kapitoly 5 vyplyva, ze
sinicové LPS maji nizsi pyrogenitu neZz LPS gramnegativnich bakterii. Dale z kapitoly 5 se
zjistilo, Ze LPS z rGznych druhi sinic maji rdznou aktivitu, z toho divodu aktivita LPS z vodniho
kvétu bude zaviset na jeho sloZeni. Toto plati i pro mnozstvi LPS. Tedy LPS z rliznych druh
sinic maji riznd mnozstvi, takZze mnozstvi LPS z vodniho kvétu bude zaviset na jeho sloZeni
(Bernardova et al. 2008). Je podstatné zminit, Ze aktivita LPS je zavisla na pouZitém testu
(napf. na LAL a PyroGene testu) a CiSténi extraktu LPS prfed testem (Bernardové et al. 2008;
Blahova et al. 2013). Podle mého nazoru je obtizné porovnavat vysledky ziskané dvéma

rdznymi testy.
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Komplexni vodni kvét vykazuje vyssi pyrogenitu nez laboratorni kultury (Moosova et
al. 2019). Dle mého nazoru je toxicita kultur kultivovanych v laboratofich nizsi ve srovnani
s toxicitou pfirodnich sinicovych kvétd, ponévadz ve vodnich kvétech spoluplsobi veétsi
mnozstvi toxickych latek v kvétech, tedy plsobi synergetické efekty. Vodni kvéty obsahuji
mnoho rlznych organismd, véetné gramnegativnich bakterii, jejichz LPS pravdépodobné
prispivaji k vysoké pyrogenité LPS izolovanych z vodnich kvétd. Toto tvrzeni podporuje
pozorovany rozdil mezi pyrogenitou axenické, tedy nekontaminované kultury jinymi
organismy, a neaxenické kultury, jez je vice toxicka, protoZe se v ni patrné vyskytuji jiné
organismy, jez umocnuji celkovou toxicitu LPS. Z vysledkd kapitoly 5 se domnivam, Ze ¢im
pestrejsi bude smésna kultura organism(, tim vyssi bude pyrogenita izolovanych LPS. Toto
tvrzeni je vSak potreba podlozit dalSim vyzkumem.

Nékteré studie ukdzaly, Ze napf. microcystiny mohou vice produkovat sinice ve
vodnim kvétu, zatimco v laboratorni kultufe produkce téchto toxin( je mensi. Dle tabulky 4
je vidét, Ze produkované mnozstvi v susiné je u pfirodnich a laboratornich kultur velmi
podobné. Z toho divodu vyssi pyrogenita pfirodnich vodnich kvétli neni zpUsobena tim, Ze
by sinice v pfirodnich vodnich kvétech produkovaly vice LPS neZ laboratornich kulturach.
Z toho vyplyva, Ze analogie MCs s LPS je nepravdépodobna.

V pitné vodeé se sleduje pouze koncentrace jediného cyanotoxinu MC-LR. Podle mého
nazoru zjistovani jenom tohoto toxinu v pitné vodé je nedostatecné. Presto studie Sorichetti
et al. (2014) uvadi, ze i kdyZz monitorovani hladin MC v pfirodnich vodach neni vhodnym
indikatorem bioaktivnich sloucenin pfitomnych ve vzorku a celkovych cytotoxickych hladin,
tak pfesto MC patfi mezi dileZité parametry v monitoringu kvality pitné vody. Vzhledem ke
vySe zminénym udajum bych rada navrhla, Ze ke sledovani toxicity cyanotoxin(i v pitné vodé,
je lepsi zavést toxikologicky test a sledovat cytotoxicitu celé smési latek ve vodé v jednom
cytotoxickém testu. Z mého pohledu je to lepSi zplsob nez se zabyvat sledovanim
jednotlivych cyanotoxin(, jelikoZ toxickych latek je cela rada.

Celkové existuje pouze malo studii o toxicité lipopolysacharidd sinic. Kapitoly 4 a 5
jsou poskladany pouze z par studii a kapitola 6 pouze z jedné prace. Tajako jedind se vénovala
spoluplisobeni lipopolysacharid( s jinymi sinicovymi toxiny. Pomérné vice informaci je
dostupnych o gramnegativnich lipopolysacharidd. V budoucnu by bylo dobré se zaméfit na
popsani toxicity lipopolysacharidd sinic daleko vice a hledat dalsi toxické latky ve vodnich

kvétech.
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