M BIOTEKNOLOGI

Fiskegiftige algetoksiner

Kendskabet til de fiskegiftige stoffer, der af og fil forédrsager
massedgd blandt fisk, er stadig begroenset, hvorfor det er svoert
at monitorere disse stoffer i haviorug og dambrug. Det strategiske
projekt Harmful Algae Blooms and FISHKkills (HABFISH) studerer
denne gruppe af toksiner i ef taet samarbejde imellem forskere fra
KU og DTU, og projektets nyeste resultater ser lovende ud.
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Marine mikroalger er encellede organismer, der udggr funda-
mentet for den marine fgdekaede. Mikroalger udnytter foto-
syntesen og far derfor deres energi fra solen og kuldioxid. En
del alger er dog mixotrofe og kan supplere fotosyntesen ved at
optage bytte og samtidig fa de ngdvendige nzringssalte.

Figur 1. Opdreet of regnbuegrred, Hjarng fiskefarm. Po grund of
den lange kystlinje og mange fjorde har Danmark en god geo-
grafi fil et gget havfiskebrug.

Struktur af giftstoffer

Ligesom andre mikroorganismer, f.eks. bakterier og svampe,
producerer mikroalger sekundare metabolitter, sdsom signal-
stoffer og giftstoffer. Den eksakte biologiske rolle, som disse
sekundare metabolitter spiller, kendes meget sjeeldent, men ud
fra et gkologisk perspektiv fungerer de ofte som et forsvar mod
andre mikroorganismer i kompetitive marine miljger. Nogle
stoffer ender via fgdekaden i stgrre organismer, som far deres
naring ved at indtage mikroalger.

De mest kendte humane algegiftstoffer er paralytisk skal-
dyrstoksiner (PST), diarrétisk skaldyrstoksiner (DST) samt
de neurotoksiske skaldyrstoksiner (NST). Disse giftstoffer
ophobes typisk i muslinger og transporteres videre i fgdekaeden
til hgjere dyr (se faktaboks). Fra et naturstofkemisk perspektiv
har marine alger varet en kilde til nogle af de mest komplekse
og stgrste (non-peptid) kemiske strukturer, man kender.

Fiskegiftige alger og havbrug/akvakultur

Gennem det sidste arti har der varet en stgt stigning i bidraget
fra fiskeopdrat i dam- og havbrug til den globale fiskepro-
duktion, se figur 2. En af udfordringerne ved fiske-opdret

er, at visse typer af alger kan producere fiskegiftige stoffer
(ichthyotoksiner), der ved en algeopblomstring kan drabe en
hel fiskebestand. Dette fenomen forekommer ogsa i naturlige
fiskebestande og er altsa ikke ngdvendigvis en sekunder effekt
af en gget havbrugsproduktion. Senest har en giftig algeop-
blomstring varet skyld i, at fiskefarmere i Chile har mistet over

Strukturerne af PST, DST og NST. Disse giftstoffer ophobes for eksempel i muslinger og @sters, og kan medfgre forgiftning

hos mennesker, hvis kontamineret skaldyr indtages.
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24.000 tons laks, hvilket er svarende til godt 2% af hele Chiles
arlige akvakulturproduktion. Lakseproduktionen i Norge har
ogsd veeret ramt i starten af 90’erne, hvor 750 tons opdreattet
laks og grred gik tabt.

Selvom vi ved, at en del marine mikroalger kan sla fisk ihjel,
sa kendes de ansvarlige stoffer desvarre ikke for hovedparten
af disse alger. Dette ggr det selvsagt svert at monitorere, fjerne
og radgive om disse stoffer i havbrug og dambrug. Netop denne

bdillion tonnes.
164
140
130

0

8 8 B B

=]

a0 - ] B0 6% o T BO | 1] S0

Figur 2. Den globale fiskeriproduktion har veeret stigende det sidste arti pga. of en gget dam- og
havbrugsproduktion. Figuren er hentet fra FN's fadevare- og landbrugsorganisati-on, FAO.org.
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gruppe af toksiner har vi studeret i projektet Harmful Algae
Blooms and FISHkills - HABFISH.

Ekstraktion af algekulturer - en udfordring

En af de store udfordringer ved at arbejde med marine mikro-
alger er det store volumen af algekultur, der er ngdvendigt for
at kunne isolere nye aktive metabolitter. Oftest skal der dyrkes
>100 L, hvor bade biomassen og supernatanten skal ekstra-
heres. Til dette formal settes
algekulturen pé en kontinuert
centrifuge, hvorpa biomassen
og supernatanten kan opsamles
separat. Vi har desuden obser-
veret, at nogle af disse toksiner
nedbrydes hurtigt, og dette
stiller isaer krav til, hvor hurtigt
det store volumen af superna-
tanten kan ekstraheres. Vi har
derfor med fordel benyttet os af
Solid-Phase Extraction (SPE)-
kolonner, der loades online med
centrifugatet.

Bio-assay

Til identifikationen af fiskegif-

tige stoffer havde vi brug for

et hurtigt og simpelt bio-assay.
Men hvordan tester man lige for
fiskegiftighed i et in-vitro-assay? p
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Do you need help with...

v PCR/qPCR

v  NGS library prep
v’ Restriction enzymes
v Cloning

v’ Electrophoresis

v’ Antibodies

v’ Cell culture media
v’ Biochemicals

v Custom services

info@bionordika.dk
www.bionordika.dk
+45 3956 2000
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molekyleformel pd C, H ,,CINO,,.
For at kunne bestemme den
kemiske struktur blev dette stof
isoleret med henblik pa analyse
med NMR-spektroskopi. En af
udfordringerne var at fa nok stof
fra algerne, da udbyttet var meget
lille. Derfor blev der dyrket >100
L algekultur samt >40 L algekul-
tur, som var beriget med "*C-
mearket natriumhydrogenkarbonat.
Det sidste var ngdvendigt for at
kunne fa signal pa de mindre
NMR-fglsomme *C-isotoper.
Det neesten fuldt *C-merkede
stof resulterede ogsa i, at det blev
muligt, at foretage mere avance-
rede 3D NMR-eksperimenter, som
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normalt kun benyttes indenfor
proteinstrukturkemien.

Figur 3. Her ses strukturen af prymnesin-B1, som er oprenset fra en dansk stamme af P. parvum,

sammen med strukturen af det originale prymnesin-2.

Det stod hurtigt klart, at stof-
fet var en polyether, hvilket rent
NMR analytisk betgd, at det
ville vaere svert at se forskel pa
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henholdsvis ether- eller alkohol-
bundne atomer. Dette lgste vi ved
at udnytte isotop-udskiftnings-
effekten, hvor en lille eendring i
det kemiske skift kunne méles pa
alkoholbundne karbonatomer ved
optagelse af NMR-data i hen-
holdsvis CD,0D og CD,OH.

Den endelige struktur af vores
nye stof viste sig at veere analog
til et andet kendt fiskegiftigt stof
kaldet prymnesin-1, isoleret for
20 ar siden. En mindre, men
vaesentlig strukturel forskel ligger
iden centrale del af polyether-
grundskelettet. Pa baggrund af
dette definerer vores arbejde en
ny B-type af prymnesiner. Test af
prymnesin-B1 pa regnbuegrred
viste at stoffet, tilsvarende til de

»*

Figur 4. Stammer af P. parvum og deres oprindelse, der er blevet brugt i vores studie.

Fra forsgg med fisk havde vi observeret, at det typisk var
fiskens geller, der blev pavirket. Det var derfor nzrliggende
at benytte et regnbuegrrred fiskegallecelle-assay. Pa grund af
dyrefor-sggslovgivningen er det ganske omstendeligt at udfgre
forsgg pa levende fisk. Dog har vi undervejs i projektet haft
tilladelse til at udsette fisk for giftige alger, siledes at vi har
kunnet undersgge, hvorvidt vores in-vitro-fiskegelle assay nu
ogsa korrelerede med den observerede giftighed pa fisk, nar de
udsettes for den samme mangde algegift.

Isolering af et 1815
Da stort fisketoksin
Vi har i dette projekt bl.a. arbejdet med den fiskegiftige alge
Prymnesium parvum, en art der i disse ar er skyld i udbredt
fiskedgd i iseer det sydlige USA.

I vores jagt pa at finde de fiskegiftige stoffer fra en dansk
P. parvum-stamme isolerede vi et meget in-vitro aktivt stof.
Ved hjelp af hgjoplgst massespektrometri (HRMS) kunne vi
detektere en ion pa hele 1815 Da, hvilket kunne omszttes til en
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oprindelige prymnesiner, er giftigt
nede i de lave nM-koncentrationer.

Kemodiversitet af prymnesin-toksinerne

Med strukturopklaringen af en ny B-type prymnesin var det
narliggende at se pa udbredelsen af stoffer med dette nye
grundskelet i mange stammer. Vi havde observeret, at nar
prymnesiner fragmenteres (MS/MS) i massespektrometret,

sa vi kun grundskelettet uden sukker pa (algyconen). Nar vi
derefter testede 10 stammer, som var indsamlet fra hele verden,
kunne vi se, at det nye B-type grundskelet var udbredt i 4 stam-
mer fra Skandinavien samt Australien. Til vores forblgffelse
fandt vi, at kun én stamme, ud af de undersggte 10 stammer,
producerede prymnesiner med det originale grundskelet. Scree-
ningen viste ligeledes, at de sidste 5 stammer hverken produce-
rede originale eller nye B-typer af prymnesiner.

Vi gik derfor i gang med at lede efter flere lignende stoffer i
vores prgver. Med hjelp fra HRMS- og MS/MS-eksperimenter
Iykkedes det at identificere, hvad der ligner en yderligere
C-type, der is@r produceres af stammer fra Den engelske Ka-
nal. I alt har vi detekteret 16 forskellige analoger indenfor de tre
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Ved hjcelp af hgjoplgst massespekirometri (HRMS) blev der detekteret en ion med molekyleformlen
CINO,,. MS/MS-eksperimenter hjalp os med at detektere yderligere en C-type, med et kortere
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grundskelet.

typer prymnesiner, der varierer i deres indhold af klorinering-
samt glycocyleringsgrad, og vi forudser, at antallet af prymne-
siner sandsynligvis er langt stgrre i naturen.

Samlet set har vores resultater dokumenteret en meget stgrre
kemisk diversitet af disse typer af prymnesiner, end man hidtil
har kendt til, og det forklarer, hvorfor ingen har veret i stand til

vum revisited: Relationship
between allelopathy, ichtyotox-
icity, and chemical profiles in

5 strains. Aquatic Toxicology,
157, 159-166.
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at detektere prymnesiner i forbindelse med algeopblomstringer

ELGA vandbehandlingsanlaeg til klinisk laboratorium
— daekker alles behov for rent vand

Specielt udviklet til hospitaler med fuldautomatisk back up
Dokumenteret overvagning af vandkvalitet

Opfylder klinisk standardkrav (CLSI) for rent vand

Sikker og stabil vandforsyning til klinisk laboratorium

Hojt serviceniveau med vagtordning

Kontakt vores vandspecialist for mere information
Mette Linding Nygaard, Sales Engineer - ELGA Labwater, KRUGER AQUACARE
mob.: +45 26 28 3141/ email: MLN@kruger.dk
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