Inovace předmětu Toxikologie potravin a toxikologické laboratorní metody 2009/2010 o problematiku využití biochemických markerů při hodnocení kontaminace POPs financované grantem FRVŠ 334/2009/FVHE
Biochemické markery kontaminace
· senzitivita: možnost indikace znečištění vodního prostředí v době, kdy nelze tuto skutečnost zjistit jinými  laboratorními metodami

·  hodnocení negativního vlivu zatížení vodního ekosystému na  

             vlastní organismus 
·  komplexní shrnutí vlivu znečištění na živý organismus s 

             podchycením synergických a antagonistických účinků   

             jednotlivých polutantů obsažených v prostředí

·  snaha omezení používání polutantů s toxickým   

             potenciálem, ochrana zdraví, ochrana životního prostředí

Typy biomarkerů
– markery expozice
detekce přítomnosti polutantů

měření množství polutantů

– markery odpovědi
měření změn v důsledku působení polutantů

– markery vnímavosti
schopnost obranné rce na změny po expozici

· markery 1. fáze detoxikace – Cyp450, EROD
· markery 2. fáze detoxikace – GSH, GST

· jiné markery – MT , VTG, 11-KT

· doplňkový markerový parametr: HSI (hepatosomatický index)
HSI = % podíl hmotnosti jater z celkové hmotnosti jedince

Stockholmská úmluva

Stockholmská úmluva, která je zaměřena na ochranu lidského zdraví a životního prostředí před účinky persistentních organických látek (tzv. POPs), tedy látek schopných dlouhodobě setrvávat v ŽP, přenášet se na velké vzdálenosti a koncentrovat se v živých organismech,  byla v květnu 2009 rozšířena o dalších 9 látek:

· Alfa a beta hexachlorcyklohexany

· Lindan

· Chlordekon

· Komerční oktabromdifenyl ether, pentabromdifenyl ether, hexabrombifenyl

· Pentachlorbenzen

· Perfluorooctansulfonát

Biochemické markery kontaminace POPs jsou detoxikační enzymy 1. a 2. fáze detoxikace:

Cytochrom P450 - jaterní systém dekontaminace xenobiotik představuje rozvětvenou enzymatickou skupinu hemoproteinů, která je citlivým indikátorem rozsáhlé skupiny kontaminantů, především však perzistentních organických polutantů (tzv. POPs) - PAH, PCB, PCDD, PCDF a řady pesticidů (Van der Oost et al. 2003, Široká and Drastichová 2003). Jedná se o velmi významné oxidační komplexy první fáze metabolismu cizorodých látek (Lewis 2001), ve které se vytváří polárnější sloučenina, která se po konjugaci ve druhé fázi metabolismu snáze vylučuje z těla (Arinç et al. 2000). Strukturálně jde o specifickou skupinu hemoproteinů (Woongchoi et al. 2004), kde je porfyrinový skelet částečně vázán hydrofobními silami a zároveň prostřednictvím sulfhydrylové skupiny cysteinu přítomné v aktivním centru enzymu (Stiborová et al. 1999). Skupina cytochromu P450 se dělí do rodin a podrodin, nejvýznamnější z celé skupiny ve vztahu ke kontaminaci životního prostředí je u ryb CYP 1A. Jeho nejdůležitějšími induktory jsou polycyklické aromatické uhlovodíky (PAH), nitrované polycyklické aromatické uhlovodíky (NPAH), polychlorované bifenyly (PCB), dioxiny a některé pesticidy (Jung et al. 2001, Schlenk and Di Giulio 2002). CYP 1A je také zodpovědný za metabolickou aktivaci většiny známých promutagenů a prokarcinogenů (Lewis et al. 2003, Carlson et al. 2004).

Ethoxyresorufin-O-deethylasa (EROD) je dalším enzymem, jež lze využít jako biochemický marker kontaminace perzistentními organickými polutanty. Hlavními induktory jsou především PCB, PAH, NPAH a dioxiny (Whyte et al. 2000), které silně zvyšují katalytickou aktivitu CYP 1A. S CYP 1A je EROD funkčně spjat a jeho činnost lze zjistit různými metodami detekce fluorescenčního záření, neboť je schopen přeměňovat substráty na produkty vykazující fluorescenci. Jedná se o specifický substrát ethoxyresorufin, který se pomocí  enzymatické  reakce  katalyzované  ethoxyresorufin-O-deethylasou  mění  na  7-hydroxyresorufin (Machala et al. 2000), jehož fluorescenci měříme  pomocí fluorescenční spektrofluorimetrie. EROD indukuje cytochrom P450 dependentní monooxygenasy (zejména podskupiny CYP 1A) prostřednictvím receptorů. Zvýšenou aktivitu EROD v játrech jelce tlouště v důsledku průmyslové a zemědělské kontaminace vodního prostředí zaznamenali Devaux et al. (1998) ve Francii na řece Rhoně.

Hlavní reakcí druhé fáze metabolismu xenobiotik je konjugace tripeptidu glutathionu (GSH) s elektrofilním centrem široké řady cizorodých látek, katalyzovaná konjugačními enzymy glutathion-S-transferasami (Perez-Lopez et al. 2002, Sheehan et al. 2001). To je považováno za první krok k biosyntéze merkapturových kyselin, usnadňující eliminaci cizorodých látek (Dierickx 1985). Glutathion-S-transferasy (GST) se nacházejí hlavně v játrech, ale jejich aktivita byla prokázána i v žábrách, ledvinách, střevě a čichovém epitelu (Pérez-López et al. 2000). Úroveň vyjádření celkové aktivity glutathion-S-transferas je rozhodujícím faktorem při určení citlivosti buněk k širokému spektru toxických látek (Gagagbui and James 2000), jako jsou PAH, PCB, PCDD a řady pesticidů (Van der Oost et al. 2003). Zvýšenou katalytickou aktivitu v játrech jelce tlouště v důsledku průmyslového a zemědělského znečištění zaznamenali Lenártová et al. (1997)  na dvou řekách východního Slovenska.

Doposud byla výuka toxikologických předmětů zaměřena na významný biochemický marker vitellogenin, pomocí něhož jsou sledovány účinky enviromentálních endokrinních disruptorů na organismus. Trendem v toxikologii posledních let je sledování enzymů 1. a 2. fáze detoxikace polutantů (cytochrom P450, ethoxyresorufin-O-deethylasa, glutathion-S-transferasa), kterým v rámci dosavadní výuky nebylo věnováno dostatek pozornosti, především z důvodů metodických.

Situace související se zkvalitňováním informací z oblasti celosvětového monitoringu taktéž vyžaduje hlubší seznámení s výskytem perzistentních organických polutantů uvedených ve Stockholmské úmluvě s ohledem na existující kontaminace prostředí, ale i potravin a dalších veterinárních komodit.

Případová studie I.

Využití biochemických markerů pro hodnocení kontaminace řek Svitavy a Svratky v brněnské aglomeraci

 Koncentrace  vybraných biochemických markerů (cytochrom P450, EROD a GST) byla stanovena v játrech samců jelce tlouště. Jelec tloušť (Leuciscus cephalus) patří k našim nejrozšířenějším druhům ryb, a proto je hojně využíván jako citlivý bioindikátor kontaminace cizorodými látkami. Ryby byly odloveny na toku řeky Svitavy a Svratky, v následujících sedmi lokalitách:


              Svitava   - Bílovice nad Svitavou (kontrolní lokalita)
                             - Svitava nad soutokem se Svratkou (Modřice)
              Svratka   - Kníničky
                             - Svratka nad soutokem se Svitavou (Modřice)
                             - výpusť ČOV Modřice
                             - Rajhradice
                             - Židlochovice

Na každé lokalitě  bylo odloveno 12 kusů  samců jelce tlouště o srovnatelné hmotnosti. Ryby byly změřeny a zváženy, věk se určil podle šupin. Následně byly odebrány vzorky jater ke stanovení vybraných biochemických markerů (cytochrom P450, EROD a GST).
 

Před vlastním stanovením koncentrace  cytochromu a aktivity ethoxyresorufin-O-deethylasy se odebrané vzorky jater vyjmou z mrazícího boxu a uloží se na led k roztátí. Pak  se ke vzorkům  přidá fosfátový pufr a celá směs se homogenizuje. Homogenát se odstředí při 10 000 g  po dobu 20 min při teplotě 4°C. Výsledkem takového odstřeďování je peleta, která obsahuje  jak nehomogenizovanou jaterní tkáň, tak supernatant s jednotlivými hepatocyty. Supernatant se opatrně odpipetuje (nesmí dojít k porušení pelety ani flotující fosfolipidové vrstvy na povrchu) a ještě jednou se odstřeďuje při    100 000 g po dobu  jedné hodiny při teplotě 4°C. Takto získaná peleta obsahuje buněčné organely (mikrosomální frakce) a supernatant (cytosolická frakce). Supernatant se odstraní slitím,  pelety se propláchnou pufrem a nakonec jsou pufrem resuspendovány. Tato suspenze se uchovává v jednotlivých eppendorfkách v mrazícím boxu při teplotě - 80°C až do  vlastní  enzymatické analýzy.

 Stanovení množství cytochromu P450 se provádí spektrofotometricky v oblasti viditelného světla při vlnové délce 450 nm. Měření se provádí po redukci cytochromu dithionitem sodným a po vytvoření komplexu s oxidem uhelnatým. Směs suspenze, fosfátového pufru a dithionitu promícháme a vzniklý roztok nalijeme do dvou skleněných kyvet o objemu 3,5 ml. Jednu použijeme jako standard při spektrofotometrickém stanovení, ve druhé  necháme 20 sekund  probublat výše zmíněný CO a následně měříme množství cytochromu P450.

 Stanovení enzymatické aktivity ethoxyresorufin-O-deethylasy (EROD) se provádí spektrofluorometricky. Pokud je tento enzym přítomen, přeměňuje svojí činností substrát ethoxyresorufin na produkt resorufin za přítomnosti NADPH. Resorufin vykazuje fluorescenci. Do kyvety se tedy dá fosfátový pufr, NADPH a suspenze, následně se přidá ethoxyresorufin. Po přídavku ethoxyresorufinu se zaznamenává zvýšení fluorescence. Aktivita EROD se vypočítá na základě srovnání s fluorescencí standardu o známé koncentraci.

Obsah cytochromu P450 a aktivita ethoxyresorufin-O-deethylasy se přepočítá na obsah mikrosomálních proteinů ve vzorku. Proteiny jsou stanovovány metodou dle Lowryho (Lowry et. al. 1951: Protein measurement with the folin phenol reagent. J. Biol. Chem. 193: 265-275).

Stanovení katalytické aktivity glutathion-S-transferas bude prováděno spektrofotometricky na základě detekce tvorby konjugátu mezi redukovaným glutathionem a substrátem vhodným pro všechny izoformy glutathion-S-transferas, 1-chloro-2,4-dinitrobenzenem. Vzorek jater je homogenizován, homogenit je odstředěn při 10 000 g při teplotě 4ºC po dobu 10 minut a  získaný supernatant je pipetován do kyvet spolu s reagenčními činidly (fosfátový pufr, 1-chloro-2,4-dinitrobenzen, roztok redukovaného glutathion). Měření probíhá při vlnové délce 340 nm. Aktivita transferasy je vyjádřena jako množství konjugátu GSH, které se za jednu minutu přemění v 1 mg proteinu. Principem metody stanovení hladiny glutathionu je tvorba barevného produktu thiol-selektivní Ellmanovy reagencie s volnými –SH skupinami redukovaného glutathionu. Před vlastním spektrofotometrickým stanovením se proteiny obsažené v získaném supernatantu vysráží kyselinou trichloroctovou a vzorek je znovu odstředěn. Vzniklý supernatant je pipetován spolu s reagenčními činidly do kyvet. Měření probíhá při vlnové délce 414 nm. Obsah glutathionu a aktivita glutathion-S-transferasy je přepočítána na obsah proteinů ve vzorku. Proteiny jsou stanovovány metodou dle Lowryho.
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Případová studie II. – lokalita Neratovice

V letech 1965-1968 probíhala v komplexu budov Spolana na lokalitě Neratovice výroba pesticidů na bázi kyseliny fenoxyoctové (kys. 2,4-D-fenoxyoctová; 2,4-T-fenoxyoctová). Při výrobě a použití těchto látek docházelo k úniku persistentních organických polutantů dioxinů (TCDD) do životního prostředí. K hodnocení této kontaminace lze opět využít biochemické markery.
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Klinickým projevem akutního působení TCDD je tzv. chlorakné.
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