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Navrhovatel (jméno, piijmeni, UCO)

Ondrej Adamovsky

Kontakt (adresa, telefon, e-mail)

Kaminky 13, 63400 Brno, tel.: 608 / 774 671,
e-mail.: ondrej.adamovsky@centrum.cz

Fakulta

Pfirodovédecka

Studijni program — obor

Chemie Zivotniho prostiedi

Nézev projektu

Bioakumulace cyanotoxinil v potravnim fetézci

Akronym

CYANOTOX

Odborny garant — spolufeditel (+UCO)

Doc. Ludék Blaha, PhD.

VS — fakulta — pracovisté

Masarykova univerzita — Ptirodovédecka fakulta,
RECETOX

Kontakt (adresa, telefon, e-mail)

Kamenice 126/3, Brno, 549 491 491

Dalsi spolupracovnici

studenti-pocet : zaméstnanci-pocet: 1

Vystupy projektu

Uvedte konkrétni vystupy (publikace, prednasky a postery na konferencich, patentové piihlasky,
apod.) a porovnejte s planovanymi vystupy navrhu projektu. Komentujte ptipadny nesoulad.

= ZavéreCna zprava projektu shrnujici reSersi problematiky, kompletni data,
podrobnou analyzu a interpretaci vysledki (viz.ptiloha I)

= Prezentace na mezinarodni konferenci
Prednaska na konferenci ROYAL SOCIETY WORKSHOP IN ACCRA
GHANA- . Analysis of microcystins in different matrices ; Microcystin kinetics
(bioaccumulation, elimination) and biochemical responses in common carp
and silver carp exposed to toxic cyanobacterial blooms.

28.7.—1.8. 2008, Accra, Ghana

= Postup i vysledek optimalizace budou spolu se ziskanymi daty z métent
koncentrace MCs ve vodach CR uvefejnény v zahrani¢nim Casopise




(naptiklad: Analytical and bioanalytical chemistry).

» SOP (standardni operaéni postup) nové metody rozsifujici sadu stanoveni
cyanotoxinil se zaméfenim na microcystiny; vyuzitelné ostatnimi studenty v dalSich
studiich (pfiloha L.);

V plvodnim navrhu projektu jsme planovali nové zavedenou metodu pouzit v experimentu
s akumulaci microcystinii v rybach, nicméné naSe studie ukéazala, Ze je tato metoda méné
vhodna pro slozitou matrici tkdni ryb. Proto jsme vtomto experimentu pouzili jinou
metodu detekce (LC-MS). Detaily s argumentaci jsou v pfiloze I.

Odborna charakteristika dosaZenych vysledkii

Strucné charakterizujte dosazené vysledky z hlediska problematiky oboru a jejiho feseni na
pracovisti, kde nachazite zazemi pfi feSeni projektu.

Cilem projektu byla optimalizace a zavedeni nové imunoanalytické metody, ktera by
byla schopna stanovit velmi nizké koncentrace sinicovych toxinii — microcystind. Tyto
latky se b&zné vyskytuji ve vodach CR a to zejména béhem masivniho rozvoje sinic.
Metoda stanoveni vSech microcystinli ve vzorku byla z literarnich zdroji navrhnuta a
pozd¢ji sérii experimentl optimalizovana. Zaklad této metody spociva ve vyuziti protilatek
(AD4G2) které jsou specialné piipraveny proti obecné struktue microcystinll (specifické
aminokyselin¢ Adda). Tato protilatka je komercné dostupna a pro toto pouziti idedlni.
Vyjimecnost této metody spociva ve stanoveni sumy vSech kongenerti microcystini,
kterych existuje celkem devadesat a také dalSiho toxinu nodularinu, ktery rovnéz patii do
skupiny cyklickych peptidi. BéZn¢ pouzivana metoda pouzivajici protilatku proti jednomu
z microcystintia to microcystinu-LR(MC10E7) detekuje pouze ty microcystiny které maji
ve své struktufe 4-arginin. Ostatni microcystiny nedetekuje viibec nebo jen v nepatrném
mnozstvi (malé kiizova reaktivita).

Dil¢im cilem bylo zavedeni této metody do stanoveni microcystinli v bioakumulacnim
experimentu s riznymi druhy ryb ve spoluprace z Mendlovou zemédélskou universitou.
Pfi pokusném stanoveni microcystinii ve tkanich ryb se ukdzalo, Ze tato metoda je pro
stanoveni ve tkanich maélo pouzitelna z diivodi nespecifickych vazeb jinych latek nez
microcystini na protilatky (detaily shrnuje ptiloha I.). Pro stanoveni v takto sloZzitych
matricich se ukéizala vhodnéjSi metoda kapalinové chromatografie s hmotnostné-
spektrometrickou koncovkou, kterd je nové k dispozici na pracovisti RECETOX. Nase
nové vyvinuta a optimalizovand metoda Anti-Adda je vSak velmi dobfe pouzitelna pro
stanoveni celkového obsahu prioritnich toxickych latek produkovanych sinicemi v jinych
matricich (npf. ve vodach) jako suma vSech znamych forem microcystint.

Pro hodnoceni toxicity vod a souvisejicich zdravotnich rizik jak pro ¢lovéka tak pro




nehummani druhy, je nezbytné znat koncentrace vSech kongenerd microcystint. Ostatni
bézné pouzitelné metody maji bud ne¢kolika fadove vyssi detekéni limit (HPLC-UV), nebo
dokézi méfit pouze par vybranych kongenerii (Anti-MC-LR ELISA). VétSina téchto metod
musi k analyze pouzivat zakoncentrovani vzorkii pomoci metody extrakce na pevné fazi —
SPE. NaSe nov¢ piipravend ELISA metoda ma velmi nizky detekéni limit (0,125ug/1),

takze ji 1ze ispéSné pouzivat piimo na vzorky z prostiedi.

V ramci projektu bylo s vyuzitim nové metodiky zméfeno nékolik vybranych nadrzi
v Ceské republice na obsah microcystintl. Vzorky znadrzi byly odebrany béhem letni
sezény 2007 a byly analyzovany na obsah microcystinti ve vodach i biomase sinic. Jedna
se o0 nadrze které maji jak rekreacni charakter tak i charakter zdroje pitné vody. Informace
o realnych koncentracich toxickych latek jsou z hlediska mozné expozice Cloveka
nezbytné a zdsadni. Nase vysledky tUspé$né potvrdily praktické vyuziti noveé vyvinuté
metody. Ve vzorcich vod jsme naméfili vyssi koncentrace microcystinii nez s pouzitim
predchozi metody neumoziujici stanoveni vSech microcystinti a jejich fragmentti. Tato
metoda vyrazné zptesituje odhady zdravotnich rizik spojenych s moznou expozici ¢lovéka

cyanotoxiny.

Pracovist¢ RECETOX mi nabidlo nadstandardni zdzemi pro provedeni experimentli a
také moznost své dosazené vysledky diskutovat. Diky projektu jsem mohl zakoupit
reagencie a material pro provedeni experimentll. Zakoupenim elektronické pipety se
zjednodusila i zpfesnila kvalita prace. Diky tomu jsem se mohl vénovat v CR i ve svété
malo prostudovanému problému, ktery kombinuje pfistupy chemie zivotniho prostredi,
imumochemie a toxikologie.

Charakteristika dosaZenych vysledku z hlediska projektu

Stru¢né popiste dosazené vysledky z hlediska cili projektu a pouzitého zptisobu fesent.

Cild projektu bylo dosazeno systematickou praci na péti tizce souvisejicich, ale
experimentalné nezavislych vyzkumnych blocich:

(1) Byla prostudovédna literatura souvisejici s vyskytem a formami nejbéznéjSich
toxind sinic a nastudovan princip jejich toxicity a stanoveni. V rdmci piiprav byla
shromazdéna literatura umoznujici naplanovani optimaliza¢nich  kroka
k Gspésnému sestaveni nové metody stanoveni microcystind.

(2) Casové i manualnd byla nejnaro¢ndjsi samotna &ast projektu souvisejici se
samotnou optimalizaci jednotlivych dil¢ich reagencii a postupii. V sérii na sobé
navazujicich krokt byly odzkouSeny rGzné koncentrace obou protilatek které maji
zasadni vliv na uspésné zvladnuti celé¢ metody. Nemén¢ vyznamnym krokem bylo
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samostatné zvladnuti vyroby enzymové znaceného konjugatu, ktery je nezbytny
pro stanoveni spektrofotometrickou koncovkou. Kromé optimalizace reagencii
jsme se zabyvali kiizovou reaktivitou jednotlivych forem microcystinii vic¢i nasi
protilatce a hodnoceni ziskanych dat s literaturou. Vysledky ziskané z této studie
jsou soucasti ptilohy I.

Pro ziskani dat o kiizové reaktivit¢ jsme separovali vybrané microcystiny pomoci
metody HPLC-DAD zbiomasy sinic znadrze Nové Mlyny. Nami vybrané
microcystiny jsou ty, které patii do skupiny nejcastéji nalézanych sinicovych latek
ve vodach CR. Jedna se o kongenery microcystin-LR, -RR, -YR.

V ramci naslednych experimentd byli vytvoiena kolekce experimentalnich vzorkl
s riznymi obsahy nami separovanych microcystini —LR,-RR,-YR. Koncentrace
jednotlivych kongenerti byly v rozsahu 0-0,5 pg/L tak aby spolecné nepiesahly
rozmezi kalibrace 0,125-2 pg/l MCs. Tento experiment ndm pomohl validovat
optimalizovanou metodu a ovéfit spravnost méfeni pii zachovani environmentalné
relevantnich koncentraci. Kazdé dil¢i méfeni béhem optimalizace i validace byly
vzdy realizovany v duplikatu pro potvrzeni spravnosti méten.

Nové vyvinuta imunochemické metoda byla pouzita pro méteni ptirodnich vzorkia
vod z nékolika nadrzi v CR ze sezény 2007. Ziskana data z méfeni ndam vyrazné
uptesni odhad zdravotniho rizika souvisejiciho s kontaminaci vod sinicovymi
toxiny — microcystiny. Metoda najde svoje uplatnéni také ve vSech
ekotoxikologickych studiich kde je potieba znat presné koncentrace téchto latek.
Samoziejmym cilem projektu je prezentace ziskanych vysledki na mezinarodni
konferenci a ptiprava manuskriptu ¢lanku do odborného zahrani¢niho ¢asopisu.

Dal$imi pfinosy jsou:

1)

2)

Metodicky a profesni rozvoj feSitele (studenta DSP) a univerzitniho pracovisté
(zavedeni a optimalizace nové metody).

Motivace pre-gradudlnistudentky pro samostatnou védeckou praci (Eliska Sychrova
- ve Skolnim roce 2007-8 studentka 3. rocniku Obecné biologie, specializace
Ekotoxikologie, ktera se aktivné podilela na realizaci dil¢ich experimentalnich
ukoli).




Ucast na odbornych akcich v porovnani s planem

Uvedte
1. nazev akce, misto konani, dobu konani,
2. aktivni ucast — pfednaska, poster, apod.
3. planovana akce ano o ne O (,,ne“ zdivodnéte)

Ucast na odbornych akcich:

Society for Environmental Toxicology and Chemistry — SETAC Europe — Annual Meeting.
Varsava, Polsko, 25-29.5.2008

Aktivni Gcast — poster — vybrano pro vetejnou prezentaci formou ,,poster Conner*

Tato akce nahradila ucast na konferenci Environmental Toxicology 2008 (Spanélsko)
Finan¢ni néklady za ucast hrazena z jinych zdroji

Abstrakt — ptiloha II.

Z prosttedkl grantu byly uhrazeny naklady na dal$i konferenci:

ROYAL SOCIETY WORKSHOP IN ACCRA GHANA- . Analysis of microcystins in
different matrices ; Microcystin kinetics (bioaccumulation, elimination) and biochemical
responses in common carp and silver carp exposed to toxic cyanobacterial blooms.
28.7.—1.8. 2008, Accra, Ghana

Ptednaska na konferenci

Abstrakt — priloha II.




Cerpani finanénich prostitedkii (uvadét v tisicich K& na jedno desetinné misto)

polozka Pridéleno cerpani
1 | Odmena fesitele 5 5
2 | Odmeéna garanta 6 6
3 | Odmeény pro spolupracovniky 0 0
4 | Zakonné odvody 4 4
5 | Socialni fond 0,2 0,2
6 | Dohody o provedeni prace 20 20
7 | Stipendium pro spolupracovniky 6 6
8 | Cestovné 24 243
9 | Studijni literatura 0 0
10 | Drobny hmotny a nehmotny majetek 18 24,4
11 | Material 29 223
12 | Sluzby 0 0
13 Celkem 112,2 112,2

Zdivodnéni rozdila v planovaném Cerpani finanénich prostiedki

Slovni komentar k jednotlivym polozkam ptedchozi tabulky.

Drobné ptfesuny mezi Castkami byly vzdy provadény az po dohodé s Mgr.Martinou
Hlavatou z Rektoratu MU. VsSechny piesuny byly schvaleny a jsou dolozitelné
potvrzujicimi e-maily. Cestovné i drobny hmotny majetek byl navySen z diivodl zvySeni
cen zejména z divodi pohybu kurzu CZK/Euro. ZvySeni cen nebylo znamo v dobé
sestaveni rozpoCtu. Penize se naopak uSetfili v kategorii material.

Datum: 30.5.2008




