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HISTOLOGICAL CHANGES IN POECILIA RETICULATA AFTER INTERACTION
OF IONIZING RADIATION AND ZINC SULFID

Viera Almasiova, Andrej Rencko, Katarina Holovskd, Michaela gpalkovd

ABSTRACT

In our experiment we have studied interaction of ionizing radiation and zinc at Poecilia reticulata. Fish were irradiated with
a 20 Gy of gamma-rays. Zinc sulphate in concentration 25 mg.I"* was added to water in aquarium. Food intake, clinicl
symptoms and histological changes were followed after gamma-irradiation and zinc sulfid in guppy Poecilia reticulata. In
the first days timidity and lethargy were observed. The most prominent clinical symptoms observed were emaciation,

hampered breathing and haemorrhages. Histological findings corresponded with these symptoms.

Keywords: histological changes, ionizing radiation, zinc sulfid, Poecilia reticulata

UVOD

V suvislosti s rozsiahlym zavadzanim atomovej energie
do praxe sa prejavila nutnost’ vypracovat’ spdsoby ochrany
pred ziarenim. Z tychto doévodov je dolezité poznat
biologické vplyvy ionizujuceho ziarenia a patogenézu
choroby  z oziarenia. 'V sucasnej dobe uz bolo
zhromazdené obrovské mnozstvo faktov o roéznych
aspektoch posobenia ionizujuceho ziarenia na Zivé
organizmy (Cigankova et al., 1993; Cigankova
and Ciganek, 1998), avSak aj napriek tomu neexistuje
jednotna tedria mechanizmu ich biologického pdsobenia.
Vo vicsine publikovanych prac sa venuje len mala
pozornost’ tak zavaznym uclinkom interakcii Ziarenia
akovov u ryb. Do ovzdusia, vody a pody sa dostavaja
toxické latky, ktoré sa nasledne stavaju siicast'ou kolobehu
latok v prirode. Prirodzenou sucastou  vsetkych
ekosystémov su rozne tazké kovy (Korénekova et al.,
2002; Novakova et al.,, 2007). Medzi najdolezitejsie
kontaminanty zivotného prostredia zo skupiny tazkych
kovov patria ortut’, olovo, kadmium, zinok, med’, chrom
a polokov arzén, ktoré nepriaznivo pdsobia na organizmus
ludi (Kimakova, 2008) aj zvierat (Kramarova et al.,
2005; Kolesarova et al., 2008; Korénekova et al., 2008;
Massanyi et al., 2008; Lukacinova et al, 2008;
Cigankova et al., 2010).

Klasickym prikladom prvku, ktorého biologicky ucinok
je v maximalnej miere zavisly na koncentracii je zinok.
Ako vyznamny biogénny prvok je pritomny prakticky vo
vsetkych zivocisnych a rastlinnych tkanivach. Ovplyviuje
syntézu a metabolizmus bielkovin, sacharidov
a horménov. Mechanizmus uc¢inku a toxicita spociva
v inhibicii niektorych enzymov acetylcholinesterazy,
katalazy, kyslej fosfatazy, pepsinu, trypsinu a amylazy
zavislej na SH- skupinach (Bencko et al., 1984). Zinok
ako karcinogén je preskimany najmenej, aj ked’ nadorové
tkanivo ma vysSiu koncentraciu zinku ako normalne. Boli
potvrdené aj jeho mutagénne ucinky. Pre overovanie
citlivosti biotestov je Standardne pouzivany siran
zinoénaty. U¢inok gama Ziarenia a zvySenych davok zinku
na ryby sa skiimal v relativne menSom rozsahu. V ostatnej

dobe sa v biomedicinskych vyskumoch zaéinaji pouzivat
alternativne modelové systémy (Dvorak and Befova
2002; Dvorak et al., 2005; Sklenar et al., 2006;
Novikova et al., 2007). Siroké uplatnenie nadobtidaji tiex
akvariové ryby, predovsetkym Poecilia reticulata a Danio
rerio (LeSnik and Jur¢ina, 1994).

MATERIAL A METODIKA

V experimente sme pouzili ryby Poecilia reticulata
z laboratorneho chovu zalozeného pred dvoma rokmi
zjedincov ziskanych zo §pecidlneho chovu gupiek
uréenych pre laboratorne ucely. Chov sme udrziavali za
konstantnych podmienok: voda o teplote 24 °C, obsah Ca
+ Mg 0,7 mmol.I*, pH 7,04, umelé vzduchovanie, filtracia
vody, fotoperioda 12 hod/dent (OECD, 1992). Ryby sme
kfmili  Zivou, vlo¢kovou a granulovanou potravou.
Pokusné ryby ndhodne vybrané a rozdelené do skupin sme
chovali za rovnakych podmienok. V kazdej
experimentalnej skupine bolo 30 ryb. Pre 1 chovnu
skupinu sme pouzili akvarium o objeme 20 litrov.
V priebehu pokusu sme skrmovali vlo¢kové krmivo
(AQUA EXOTIC, Kapusany, Slovakia ).

V priebehu 30 dni po oziareni sme ryby pozorovali
a denne zaznamenavali tdaje o klinickych priznakoch a
zmenach spravania. Ryby boli oziarené davkou 20 Gy
gama laémi  ®Co-zdroj  Chisostat pri  prikone
11,36 Gy/min. Ryby sme oziarili v sklenenej Petriho miske
v akvériovej vode, pri vyske vodného stipca 1 cm.
Zdanlivo boli oziarené aj kontroly, t.j. podrobili sa
vSetkym proceduram manipulacie ako ozarované,
s vynimkou samotného ozarovania gama lu¢mi.

Do akvériovej vody sme pridali siran zinoc¢naty
v koncentracii 25 mg.1™. Vzorky na histologické vysetrenie
boli spracované bezne zauzivanou metodikou. Celé ryby
boli fixované v4 % neutrdlnom formole a zaliate do
parafinu. Histologické zmeny o hrubke 7 pm boli ofarbené
Hematoxylin-eozinom. Vzorky sme vysetrovali svetelnym
mikroskopom JENAMED s digitalnym mikrografickym
zariadenim.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

V prvych dnoch po oziareni sme uryb pozorovali
plachost’ a malatnost, malo sa pohybovali a mali
nekoordinované pohyby. Prijem potravy bol znizeny a od
10. dia po oziareni sme pozorovali odmietanie potravy, ¢o
viedlo k napadnému vychudnutiu. Medzi prvé zmeny na
tele oziarenych ryb patril exoftalmus na oboch ociach,
ktorému casto predchadzala hemoragia oka. Od 7. dia po
oziareni sme pozorovali napadné prudké dychanie
s ki¢ovito doSiroka otvorenymi Ustnymi otvormi. 3 dni
pred thynutim telo ryb bolo v polohe kolmo na hladinu
tak, ze papulky mali na hladine a chvostové plutvy
smerovali ku dnu akvaria. VysSie percento thynu
a vyraznejsie klinické priznaky sme pozorovali u samic.
Nase pozorovania sa zhoduju s vysledkami aj inych
autorov (Elias et al., 2004).

Obr. 1 Pozdizny rez ¢ast'ou Ziabier po kombinovanom
ufinku ionizujiceho Ziareniaa siranu zino¢natého
(H - E; zvicsenie 400 x)

Po kombinovanom tu¢inku ionizujiiceho Ziarenia a zinku
z klinickych priznakov sme pozorovali plachost,
malatnost, znizeny prijem potravy, krvacaniny, stazené

, AL =

Obr. 2 Priefny rez ¢astou ¢reva po kombinovanom
ufinku ionizujliceho Ziarenia a siranu zino¢natého
(H - E; zvicSenie 200 x)

Obr. 3 Rez parenchymom obli¢ky po kombinovanom

ufinku ionizujiceho Ziarenia a siranu zino¢natého
(H - E; zviéSenie 200 x)

dychanie a vychudnutost’.

Histologickym vySetrenim sme zistili u pokusnych ryb po
kombinovanom ué¢inku onizujuceho ziarenia a siranu
zinocnatého na ziabrach patologické zmeny. Na baze
epitelovych buniek sa nachadzali vakuoly a v niektorych
ziabrach sme pozorovali masy denzného materidlu.
Predpokladame, ze sa jedna o krvné zrazeniny v cievach
(obr. 1). Vyrazné zmeny sme pozorovali aj v Struktire
¢reva (obr. 2). Crevné klky boli vyrazne poskodené
Vv celom rozsahu. Epitel bol odlupnuty a na baze ¢érevnych
klkov sa nachadzali rozsiahle prazdne priestory.
Pozorovali sme zvySené mnozstvo intraepitelovych
lymfocytov, ako aj lymfocytov vo vizive. V dosledku
vysokej radiosenzitivity deliacich sa enterocytov dochadza
Kk preruseniu ich tvorby v kryptach, posunu k vrcholom
klkov a nahrade funkéne odumretych enterocytov. Tento
stav vedie K preruseniu celého obnovovacieho procesu
¢revnej sliznice astrate funkénej schopnosti CErevnej

sliznice. Klinicky sa tento stav prejavuje hnackami,
nechutenstvom a naslednou kachexiou. Porusenie ¢revnej

pecene  po
kombinovanom ucinku ionizujuceho Ziarenia a siranu
zino¢natého (H — E; zvidSenie 200 x)

Obr. 4 Rez c¢astou parenchymu
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bariéry bolo pozorované aj pri chorobe z oziarenia
u cicavcov (Prochazka and Dvorak, 2002; Berova et al.,
2007) aj ryb (Benova et al.,, 2009) asuvisi s vysokou
radiosenzitivitou epitelovych buniek. Nami pozorované
nechutenstvo je podobné ako sa uvadza po oziareni
cicavcov avtakov aaké popisala u Poecilia reticulata
oziarenych x-lu¢mi (Seilerova , 1986).

V parenchyme obli¢iek boli najvyraznejSie poSkodené
oblickové telieska (obr. 3), ktoré boli ohranicené
Bowmanovym  puzdrom  svyrazne  poskodenym
jednovrstvovym  dlazdicovym  epitelom.  Niektoré
oblickové telieska obsahovali homogénny material
a odumierali. Kandliky nefronu nejavili vyraznejsie
znamky posSkodenia Struktiry. V intersticiu tkaniva
obliciek sa nachadzali zhluky hemopoetického tkaniva,
ktoré zohrava dolezita ulohu v tvorbe erytrocytov
a leukocytov a mnozstvo krvnych ciev.

V porovnani s kontrolou sme morfologické zmeny
pozorovali aj v parenchyme peéene po kombinovanom
uéinku ionizujiceho Ziarenia a siranu zino¢natého (obr. 4).
Peceniové bunky — hepatocyty boli polyedrického tvaru
svyraznym okruhlym centralne ulozenym jadrom
a vyraznym jadierkom a Vvich cytoplazme sa nachadzali
pocetné tukové vakuoly réznej velkosti. Krvné cievy boli
nastrieknuté a obsahovali mnozZstvo krvnych elementov.

Zinok patri k biogénnym prvkom a je pritomny prakticky
vo vSetkych zivoc¢isnych a rastlinnych tkanivach. Hlavnou
cestou jeho vstupu do organizmu je inhaldcia a ingescia.
Resorpcia zinku v traviacom aparate je obmedzena. Do
organizmu sa z ¢reva dostane len asi 10 %. Ak je sliznica
tenkého c¢reva poSkodena, vstrebavanie moze byt
podstatne vyssie.

Po inhalacii par alebo vel'mi jemného prachu kovového
zinku a oxidu zino¢natého dochadza u 'udi k tzv. horucke
zlievaCov. Dostavia sa pocity malatnosti, bolesti hlavy,
sucho v ustach s pocitom kovovej chuti, Skrabanie v krku,
bolesti na hrudniku a drazdivy kaSel. Po niekolkych
hodinach sa objavi zimnica a teplota vystipi az na 39 °C.
Horucka trva niekolko dni a pripomina zachvat malarie.
Klinicky moZno na placach najst’ astmoidny néalez. Casta
byva glykosuria, albuminuria a leukocytdza. Pri expozicii
ZnCl, moéze dojst k tazkému postihnutiu dychacieho
aparatu, k pneumonii a pl'acnemu edému (Gandini et al.,
2002). Otravy zlu¢eninami zinku patria medzi zriedkavé
ochorenia. Klinicky obraz otravy rozpustnymi solami
zinku nie je typicky. Spoéiatku dochddza len k zastaveniu
rastu u mladych zvierat, alebo zlému zuzitkovaniu krmiva.
Vznika lokalne bolestivé drazdenie az poleptanie sliznice
hltana, zaludka a c¢riev, ¢o ma za nasledok zvracanie a
krvava hnacku s abdomindlnymi bolestami, vznika
pankreatitida (Smith and Embling, 1999; Hammond et
al., 2004; Gandini et al., 2002; Meiser and Schulz,
1997). Nastava pokles krvného tlaku a tachykardia.
Poskodenie pecene sa prejavuje ikterickym zafarbenim
viditenych sliznic (Hammond et al., 2004). Po dlh§om
podévani zvySeného mnozstva zinku v krmive sa rast
zvierat zastavuje, dostavuje sa unava, pri oSipanych
krivanie, paréza panvovych konCatin a artritida. Pri
akutnych otravach zinkom sa zvySuje jeho obsah v peceni
a v mlieku, prejavuje sa malatnost, znizuje sa chut
k prijimaniu potravy, objavuji sa hnac¢ky, anémia.

ZAVER

Po kombinovanom ucinku ionizujiiceho Ziarenia a siranu
zino¢natého sme pozorovali urybiciek znizeny prijem
potravy, kacheksiu, plachost’, malatnost’, stazené dychanie
apocetné hemoragie. Histologickym vySetrenim sme
zistili vyrazné morfologické zmeny na ziabrach, kde na
baze epitelovych buniek sa nachadzali vakuoly a v cievach
krvné zrazeniny. Vyrazné patologické zmeny boli aj
v strukture ¢reva. Poskodené boli ¢revné klky, ich epitel
bol odlupnuty avyrazne bolo zvySené mnozZstvo
intraepitelovych lymfocytov, ako aj lymfocytov vo vézive.
Nedochadzalo tu k obnove enterocytov v Crevnych
kryptach aich posunu k vrcholom klkov. V parenchyme
oblic¢iek boli najvyraznejSie poskodené oblickové telieska,
zatial' ¢o kanaliky nefrénu nejavili vyraznejSie znamky
poskodenia. V cytoplazme peceniovych buniek sa
nachadzali pocetné tukové vakuoly réznej velkosti a krvné
cievy boli vyrazne nastricknuté. Na zaklade uvedenych
klinickych priznakov a patologicko-morfologickych zmien
v sledovanych organoch uryb po kombinovanom u¢inku
ionizujuceho Zziarenia a zinku konstatujeme, Ze tieto su
podobné ako boli popisané u vtakov, cicavcov aj u l'udi.
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