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Uvod do problematiky

Sinice a jejich toxiny budi zajem védct celého svéta nejen kvili jejich celosvétovému
roz$iteni ve vodnim ekosystému, ale také kvili stale cetnéjsimu vyskytu otrav divokych i
domestikovanych zvifat (Carmichael 1992). Zajem o tyto organismy neni jen z hlediska
toxikologického, ale i ekotoxikologického. Masovy rozvoj sinic muze mit i znacné
ekonomické dusledky, jako v roce 1992 v piipad¢ hromadného uhynu skotu, ¢itajiciho 10.000
kust, ktery byl chovan okolo feky Darling v Australii. Smrt byla zplsobena masovym
rozvojem neurotoxické Anabena circinalis (Briand et al. 2003). Cetné vyskyty otrav zvifat,
predevS§im ryb, Ize nalézt i v Evropé (Codd et al. 1992). Na uhynu se podili nejen
neurotoxické ale 1 hepatotoxické latky, mezi nez patii nejcastéji nalézany microcystin.



K poskozeni organismu nedochézi jen pii akutnich otravach cyanotoxiny, ale i béhem
dlouhodobé opakované expozice a to v mnohem mensich davkach (Falconer et al. 1988;
Falconer et al. 1994). Podle né¢kterych studii miize opakovany piijem nizSich davek
davkou (Carmichael 1994). Tento ptfipad expozice nastava napiiklad pii dlouhodobém
pozivani vody z kontaminovaného zdroje. V civilizované ¢asti svéta je voda upravovana
v Upravnach vod, ale v rozvojovém sveté vétSinou tyto Gpravny chybi. Obsah téchto latek ve
vodach je nebezpecny nejen pro lidi, ale také pro zivocichy zijici ve vodnim prostiedi.
Sinicové toxiny jsou lidmi jen vzacné piijimany v takovém mnozstvi, které odpovida letalni
davce. V lidské populaci se vSak Casto lze setkat s U€inky dlouho trvajici expozice. Na
ochranu zdravi a sniZeni zdravotniho rizika doporucuje Svétova zdravotnickéd organizace jako
maximalni bezpe¢nou koncentraci microcystinu -LR v pitné vodé 1 ],Lg.l'1 (WHO 1998). Tento
limit byl odvozen z experimentalné¢ prokdzaného maximalniho tolerovatelného denniho
pfijmu (TDI) produktd sinic a to 0,04 pg MC-LR na kilogram télesné hmotnosti a den
(Chorus and Bartram 1999).

Bioakumulace microcystini (MC) ve vodnim prostiedi a organismech byla popsana
hned nékolika autory (Williams et al. 1997; Amorim and Vasconcelos 1999; Thostrup and
Christoffersen 1999; Engstrom-Ost et al. 2002; Magalhaes et al. 2003). Existuje vice
laboratornich nez terénnich studii, umoziujicich odhad realného zdravotniho rizika pro lidi,
pfi konzumaci vodnich zivocicht, ktefi pfijimali a akumulovali microcystiny (Magalhaes et
al. 2001). V této studii autofi poukazuji na moznost expozice kontaminovanymi potravinami,
jako jsou ptfedevSim ryby, krevety, garnati aj. Mezi dal$si mozné expozi¢ni cesty patii piti
vody z kontaminovaného zdroje.

Tyto studie potvrzuji nutnost monitoringu obsah téchto latek nejen rybéach ale i ve
vodach, které mohou slouzit jako zdroj pitné vody. Tento monitoring je nejvice aktudlni praveé
v dobé rozvoje toxickych druhti sinic. Toto tvrzeni podporuje i silici trend masového rozvoje
kvétu toxickych sinic (Marsalek et al. 1996).

Program rektora pro podporu studentu byl realizovan na spole¢ném pracovisti Centra
pro sinice a jejich toxiny a Masarykovy univerity, Centra pro chemii Zivotniho prostfedi a
ekotoxikologii (RECETOX) kde se o problematiku sinic a jejich toxind intenzivné zajimame.
Vyznamnym pfispénim k problematice je i zavedeni novych metod pro stanoveni téchto
toxickych latek. Jednou z nich je i nové zavedena, velice citlivda imunochemickd metoda Anti-
Adda ELISA.

Co jsou sinice ?

Sinice neboli cyanobaktérie (Cyanobacteria, Cyanophyta) predstavuji starobylou skupinu
prokaryotickych organismt. Fosilni nalezy dokladaji, ze tyto organismy byly pfitomny na
nasi planeté jiz pted 3,5 miliardami let a mély podil na vytvareni tehdejsi atmosféry (Briand et
al. 2003). Se sinicemi se mlizeme setkat v rozmanitych druzich biotopd - jak za polarnim
kruhem tak v rovnikovém pasu (Tang et al. 1997). V soucasné dobé¢ je znamo vice nez 150
rodl cyanobaktérii s pfiblizné¢ 2000 druhy. Molekularni studie jiz dnes ukazuji, ze ve
skute¢nosti je mnohem vice roda i druhtli a jejich systematika se zfejmé& v budoucnu zméni
(Mur et al. 1999).

Cyanobaktérie obyvaji jak suchozemské, tak vodni ekosystémy. Je mozno je nalézt jak
v moftich, tak ve sladkych vodach (feky, jezera a rybniky), stejn¢ jako na povrchu vlhké pady
a skal. V motich tvoii vyznamnou slozku planktonu v litordlu a sublitoralu (az do hloubky
200 m). Ve vodach s dostatkem zivin tvofi fada zastupct v pribéhu vegetacni sezony tzv.
"vodni kvét" (napt. Rudé mote dostalo své jméno podle Cervené zbarveného vodniho kvétu)
(Obr.1). Vodni kvét ma hned nékolik neptiznivych dopadii na vodni ekosystém — jednak



piimou kompetici mohutné biomasy a na konci vegetacni sezény jejim hromadnym
odumirdnim, kdy se do vody dostavé velké mnozstvi cyanotoxind.
Z pohledu ¢loveéka maji sinice vlastnosti jak prospésné tak Skodlivé. Jejich schopnost fixovat
vzdusny dusik se vyuziva v Asii pfi zGirodiiovani ryzovych poli. Preparaty ze sinic slouZzi jako
slozka potravy ve vychodni Asii. Velmi Casto se uplatituji v biotechnologiich, a to k produkci
potravin s velkym obsahem proteind a nékterych vitamind. Potravinaisky primysl vyuZziva i
jejich fikobiliny jako barviva. Spekuluje se i o vyuziti v mediciné pfi znackovani diky
fluorescenci - mozna nahrada radionuklidd. Sinice jsou zdrojem farmaceuticky velmi
zajimavych latek (napf. s antivirovou, antibakterialni nebo protinadorovou aktivitou) (Kalina
1997; Mur et al. 1999). Na druhou stranu sinice svym intenzivnim rustem s tvorbou
rozmanitych , ¢asto toxickych latek zplsobuji zadvazné problémy pfi vyuZivani vodnich nadrzi
a mohou za urcitych okolnosti ohrozovat lidské zdravi.

Masovy rozvoj sinic je globalni problém. Nejvice k tomuto masovému rozvoji ptispiva
proces eutrofizaci jezer a nadrzi.

®
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Obr.1: Fotografie nadrze Brnénska piehrada s extrémné pfemnozenou populaci sinic (vlevo).
Mikroskopicky snimek v Ceské Republice b&zné sinice Microcystis aerogenosa
(vpravo).

Jednu z hlavnich pfi¢in tohoto jevu je povazovana antropogenni (kultruni,
indukovand) eutrofizace téchto vodnich ekosystémt, tzn. jejich obohaceni o Ziviny (zejména
dusik a fosfor) v disledku lidské ¢innosti (napft. z pruimyslovych a méstskych odpadnich vod,
zemé&délstvi). ZvySena nabidka Zivin v prostfedi pak podporuje rozvoj primérnich producentt,
tedy i planktonnich a bentickych sinic, které jsou pfirozenymi obyvateli vodnich ekosystémd.
Situace neziidka vede k jejich naprostému premnozeni, které se u planktonnich druhti sinic
oznacuje zpravidla terminem ,,vodni kvét®.

S nadmérnym rozvojem primarnich producentii v eutrofizovanych vodnich
ekosystémech je spojena celd fada neptiznivych jevu. Pti rozkladu velkych objemt biomasy
vytvotfenych zvySenou primdrni produkci dochdzi ke spotiebé kysliku a tedy ke sniZeni jeho
koncentrace ve vod¢, coz mize zpusobit az thyn ryb a dalSich vodnich Zivoc¢icht. Naslednym
rozkladem organickych latek v anaerobnich podminkach (hniti) vznikaji rtizné toxické
produkty (H2S, NH3, CH4). Pokles redoxniho potencidlu mtze vést k remobilizaci latek
vazanych v sedimentech - kovi, toxickych polutantli a mj. slouc¢enin fosforu, které mohou
eutrofizaci jesté vice akcelerovat. Dochazi ke zhorSeni kvality vody (estetické znehodnoceni,



pritomnost latek ovliviujicich chut' a zépach vody), které znemoziiuje vyuziti nadrzi pro
hospodaiské nebo rekreacni ucely a zté€zuje proces Gpravy pitnych vod.

V ptipadé masového rozvoje sinic piedstavuje velmi zavazny problém jejich
schopnost produkovat rozmanité sekundarni metabolity. Jedna se o latky casto velmi toxické
(cyanotoxiny) nebo biologicky aktivni, které jsou nebezpeCim pro ostatni zivé organismy
véetné Clovéka (Carmichael 2001). Nékteré ze sloucenin produkovanych sinicemi vyrazné
ovliviiuji organoleptické vlastnosti vody (pachy a pachut¢).

Hlavni skupiny toxinu sinic

Cyanotoxiny jsou do jist¢ miry uméle vytvofenou skupinou latek, kterda zahrnuje

nékolik vzdjemné nepiibuznych (strukturné a zfejmé také evoluéné a funkéné) typl sloucenin
s velmi rozdilnymi toxikologickymi i chemickymi vlastnostmi. Pfirozena tuloha téchto
metabolitl a jejich pfinos pro cyanobaktérie jsou dosud ve vétSing€ ptipadii nejasné.
Po chemické strance jsou cyanotoxiny nejcastéji oligopeptidy (hepatotoxické microcystiny a
nodulariny, dermatotoxické aplysiatoxin a lyngbyatoxin) nebo heterocyklické latky
(neurotoxické anatoxiny a saxitoxiny, hepatotoxicky cilindrospermopsin). Jednotlivé toxiny
maji Casto smiSenou biologickou aktivitu (tabulka 1). Jiné déleni cyanotoxini vychazi
z chemické struktury toxinti a n¢kteti autoii déli cyanotoxiny dle typti molekul — cyklické a
linedrni peptidy, alkaloidy a lipopolysacharidy (Sivonen and Jones 1999). Mezi
nejstudovanéjsi patii neurotoxiny a hepatotoxiny.

Nékteré druhy sinic mohou produkovat i n€kolik druhil toxinli soucasné, na druhou

stranu nékteré jiné populace téchto druhi mohou byt zcela netoxické. Spektrum
produkovanych toxind i jejich obsah v biomase sinic se také mlize vyrazné ménit i béhem
jedné vegetacni sezény (Sivonen and Jones 1999). Zhruba 75% vodnich kvétd sinic obsahuje
néktery z uvedenych cyanotoxini (WHO 1998; Chorus et al. 2000). Toxicitu vykazuji téz
lipopolysacharidy, které jsou soucasti vsech bunécnych stén baktérii vsech sinic.
Je nutné si uvédomit, Ze ackoli jsou vySe zminéné cyanotoxiny povazovany za
nejnebezpecnéjsi z hlediska humdnnich rizik a je jim tedy opravnéné vénovana znacna
pozornost, toxicita ¢i jind biologické aktivita byla zaznamenéna u desitek dalSich sloucenin
produkovanych sinicemi a kazdoro¢né jsou podavany zpravy o nové identifikovanych
toxickych metabolitech sinic nebo o nov€ objevenych toxickych ucincich jiz znamych
sloucenin.

Skupina toxinu | Cilovy organ u savcu Rod sinic

Cyklické peptidy

Microcystis, Anabaena Planktothrix

microcystin Jatra (Oscillatoria), Nostoc, Hapalopsiphon,
Anabaenopsis

nodularin Jatra Nodularia

Alkaloidy

anatoxin-a nervova zakoncéeni Anabaena Planktothrix (Oscillatoria), Aphanizomenon

anatoxin-a(S) nervova zakoncéeni Anabaena

aplysiatoxin Kuze Lyngbya, Achizothrix, Planktothrix (Oscillatoria),

cylindrospermopsin Jatra Aphanizomenon, Cylindropermopsis, Umezakia

gastro-intestinalni

lyngbyatoxin-a trakt, kiize Lyngbia

saxitoxin nervové axony Lyngbia, Aphanizomenon, Cylindropermopsis, Anabaena
Lipopolysacharidy vliv na nespecifickou | VSechny G-bakterie véetné

(LPS) imunitni odezvu sinic

Tabulka 1 : Piehled nevyznamnéj$ich cyanotoxind, jejich ptisobeni a piivod. Sestaveno podle (WHO 1999).




Microcystiny — toxické latky sinic

Nejrozsitenéjsi, nejcastéji nalézanou a také nejvice studovanou skupinu cyanotoxinii
predstavuji hepatotoxické cyklické heptapeptidy — microcystiny. Geny kddujici enzymy
zodpoveédné za syntézu microcystinll (neribozomalni peptidsyntetdzy a polyketidsyntazy) jsou
velmi starobylé a nachdzeji se 1 u evolu¢né malo piibuznych druht sinic (Rantala et al. 2004).
Microcystiny byly dosud izolovany ze zastupct jak planktonnich, tak bentickych i piidnich
sinic rodi Anabaena, Microcystis, Planktothrix, Nostoc, Anabaenopsis, Hapalosiphon
(Sivonen and Jones 1999).

Obecny vzorec microcystint je: cyklo - (D-alaninl-L-X2-D-MeAsp3-L-Y4-Adda5s-
D-glutamova kyselina6-Mdha7), kde X a Y jsou ridzné L-aminokyseliny, MeAsp je
D-erythro-B-methylasparagova kyselina a Mdha je N-methyldehydroalanin. Neobvykla
aminokyselina Adda je hlavnim charakteristickym rysem molekuly microcystint. Jedné se o
(2S,3S,8S,9S)- 3-amino- 9-methoxy- 2,6,8-trimethyl- 10-fenyldeka- 4,6-dienovou kyselinu.
Podle nejnovéjsich informaci je zndmo ptes 90 strukturnich variant microcystint (Fischer et
al. 2001; Zeck et al. 2001; Spoof et al. 2003). Nejcastéji se 1isi riznymi aminokyselinami X a
Y v pozicich 2 a 4 a také demethylaci aminokyselin v pozicich 3 a 7, strukturni variace vSak
byly popsany i u aminokyselin v ostatnich polohdch (Sivonen and Jones 1999).
Dvoupismenny kod v nazvu microcystinu vyjadiuje, jaké aminokyseliny se v molekule
nachazeji v polohach 2 a 4 (v pfipad¢ microcystinu-LR jde tedy o leucin -L a arginin -R).
Nejbéznéjsimi microcystiny nalézanymi v biomase sinic CR jsou microcystiny LR, YR a -RR
(Blahova et al. 2007).
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Obr.2 : Chemicka struktura microcystinu-LR, -RR, -YR, -LF, a -LW,
3-desmethylmicrocystinu-LR a -RR, a nodularinu.

Microcystiny jsou vysoce toxické pro nejriznéjsi organismy. Hlavni mechanismus
ucinku microcystinll spocivéa v kovalentni vazbé na katalytickou podjednotku proteinfosfataz
1 a 2A (MacKintosh et al. 1990) a v inhibici aktivity téchto enzym, které uvnitt bunék vSech
organismii plni dualezitou ulohu v regula¢nich procesech a pifi pfenosu signali.
V exponovanych buitkach microcystiny ovliviiuji celou fadu procesu: fosforylaci cytoskeletu
a jinych proteinti, oxidativni stres, mitochondrialni procesy, apoptézu (Toivola and Eriksson
1999; Ding and Ong 2003; Gehringer 2004). Kompletni mechanismus u¢inku microcystinil na
bunécné a molekularni urovni vSak nebyl dosud zcela objasnén a neni ziejmé, do jaké miry
nékteré pozorované efekty souvisi s inhibici proteinfosfatdz, anebo zda existuji i jiné
vnitrobunécné cile microcystinti (Mikhailov et al. 2003).

U savct pusobi microcystiny toxicky predevsim na jatra (hepatotoxicita), nebot’ jaterni
buiiky aktivné pfijimaji microcystiny z krevniho ob&hu prostfednictvim transportniho systému
pro zlu¢ové kyseliny (Eriksson et al. 1990). Vedle jater mohou microcystiny puisobit toxicky
také na ledviny, plice a stfeva (Kuiper-Goodman et al. 1999) a nové se diskutuje také o
neurotoxicité¢ microcystinti (Fischer et al. 2005). Hodnota akutni LDsy pro myS$ se u
nejsledovangjsiho microcystinu-LR  pohybuje mezi 50-60 pgkg' Zivé vahy pii
intraperitonealni aplikaci toxinu (i.p.) (Kuiper-Goodman et al. 1999), pii peroralni expozici



(p.0.) dosahuje LD hodnot mezi 5 000 — 10 900 pgkg” Zivé véhy (Fawell et al. 1994;
Yoshida et al. 1997).

Microcystiny jsou toxické rovnéz chronicky (tzn. pti dlouhodobé opakované expozici)
a to v mnohem mens$ich davkach (Falconer et al. 1988; Falconer et al. 1994; Fawell et al.
1994). Podle né¢kterych studii mulze opakovany piijem nizSich davek microcystint
(Fitzgeorge et al. 1994).

Microcystiny jsou povazovany za latky podporujici nadorové bujeni - tzv. promotory
karcinogeneze (tumor promoting factors; (Fitzgerald 2001)). Existuji rovnéz ¢etné dikazy o
schopnosti microcystinti indukovat poskozeni DNA (Zegura et al. 2003; Zhan et al. 2003;
Zegura et al. 2004; Zhan et al. 2004). Genotoxické procesy obecné se mohou vyznamné
podilet na iniciaci a také na dalSi progresi nddorovych onemocnéni, podil microcystinii na
iniciaci karcinogeneze vSak nebyl zatim experimentalné¢ prokazan. Podle vysledkti n¢kterych
vyzkumu by microcystiny mohly ovliviiovat také imunitni systém (Chen et al. 2004; Lankoff
et al. 2004).

Vedle toxikologickych studii existuje velké mnozstvi praci, které popisuji negativni

ucinky microcystini na nejrizngj§i druhy akvatickych organismi (pro piehled napf.
(Wiegand and Pflugmacher 2005; Zurawell et al. 2005)) a dokumentuji tak vysokou
ekologickou nebezpecnost microcystinti a jejich ekotoxikologicky vyznam.
Sinice produkujici microcystiny byly pfi¢inou fady hromadnych thynii hospodaiskych i
divokych zvirat (krav, ovci, pst, ryb, ptaka apod.; pro piehled viz napt. (Duy et al. 2000)) a
hraly hlavni roli také pfi mnoha humannich intoxikacich (Kuiper-Goodman et al. 1999; Duy
brazilském Caruaru, kde v disledku rozvoje hepatotoxickych sinic v naddrzi dodavajici vodu
pro hemodialyzni jednotku mistni nemocnice doslo po rutinni rendlni dialyze k umrtni zhruba
50 pacientt (Azevedo et al. 2002).

Dokumentované ptipady otrav zvitat a lidi spolu s vysledky laboratornich experimentt
se zvitaty ukazuji, Ze microcystiny mohou byt lidskému zdravi velmi nebezpecné. Skutecnost,
7ze se masové rozvoje sinic v poslednich letech objevuji se zvySenou frekvenci, zvySuje
zaroven pravdépodobnost expozice lidské populace microcystiny, a tedy i pravdépodobnost
redlného poskozeni zdravi (=ndrGstajici zdravotni rizika). Na zakladé¢ syntézy vsech
dostupnych udaji o toxicité microcystint byla proto experty Svétové zdravotnické organizace
(WHO) odvozena pro ucely charakterizace a minimalizace moznych zdravotnich rizik
hodnota tolerovan¢ho denniho ptfijmu (TDI) pro microcystin-LR (zatim jako pro jediny
z cyanotoxintl), a dale byl doporucen limit pro jeho maximalni koncentrace v pitné vodé - 1,0
ng.L' (WHO 1998). Tato smérnice byla implementovana do legislativy a hygienickych
norem v mnoha zemich svéta, véetnd Ceské republiky (vyhlaska ¢. 252/2004), coz vypovida o
zvySené pozornosti, které je problematice toxickych sinic v soucasné dob¢ vénovana.

Metody detekce microcystind a jejich srovnani

Ke stanoveni microcystini muze byt pouzito nékolika principialné odlisnych metod.
Vedle klasickych instrumentdlnich technik (HPLC, MS) mohou byt microcystiny
analyzovany také biochemicky (enzymatické stanoveni) nebo imunochemicky (ELISA)
(Harada et al. 1999).



HPLC

Pravdépodobné nejrozsitenéjsi metodou pro stanoveni microcystini je vysoko u¢inna
kapalinova chromatografie na reverzni fazi (reversed phase high performance/pressure liquid
chromatography, RP — HPLC). Princip metody spociva v separaci microcystini na
analytické koloné (typicky se stacionarni fazi tvofenou chemicky modifikovanym
silikagelem s navdzanymi oktadecylovymi fetézci, tzv. C-18 kolony) a jejich nasledné
detekci, nejcastéji bud’to pomoci jednoduchého UV detektoru (ultra violet detector, UVD)
anebo pomoci detektoru s diodovym polem (diode array detector, DAD). Za absorpci zafeni v
UV oblasti vinovych délek je v molekule microcystinli odpovédna zejména aminokyselina
Adda, kterd microcystiniim udéluje charakteristickd absorpcni spektra s maximem pii 238 nm.
Vzhledem k tomu, Ze analytické standardy jsou komer¢né nabizeny jen pro nékteré strukturni
varianty microcystinl, predstavuje nespornou vyhodu detektoru s diodovym polem (oproti
jednoduchému UVD) jeho schopnost odliSit microcystiny v chromatogramu od pikil jinych
slou¢enin na zaklad¢ jejich absorpénich spekter. Spolehliva identifikace konkrétnich
strukturnich variant vSak také u DAD vyzaduje pouziti pfisluSnych analytickych standardi,
podobné jako u jednoduchého UVD.

Kromé spektrofotometrické detekce bylo popsano stanoveni microcystinli pouzitim
HPLC v kombinaci s hmotnostné¢ spektrometrickou detekci (Poon et al. 1993) nebo
elektrochemickym detektorem (Meriluoto et al. 1998). Existuji také techniky vyuzivajici
derivatizacnich reakci microcystini s fluorogennim (Shimizu et al. 1995) nebo
chemiluminiscencnim substratem

ELISA

ELISA je zkratka metody s nazvem Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay. NaSe
usporadani odpovida ptimé kompetitivni ELISE ve které se jednad o kompetici stanovované
latky s latkou znacenou enzymem o vazebna mista na protilatce (obr.3).

Pro takovéto stanoveni je nebytné vyuziti protilatek vazajicich microcystin ze vzorku.
Citlivost stanoveni velmi zavisi na pouzité protilatce, tak i na uspofadani jednotlivych kroka
v ELISE. Vlastni postup je detailn¢ popsan v sekci metod.

Protilatky proti microcystiniim jsou navdzany na stény jamky v mikrotitrani desticce.
Microcystiny ze vzorku obsadi urcity podil vazebnych mist na protilatkach na sténach jamky,
pficemz velikost tohoto podilu je tmérnad koncentraci microcystinil. Zbyvajici vazebna mista
jsou v dalsim kroku obsazena microcystinem enzymaticky znacenym (zpravidla kfenovou
peroxiddzou), ktery je pifiddn do reakéni smeési. MnoZstvi navazanych znacenych
microcystini je pak nepfimo imérné koncentraci microcystinti ve vzorku a urci se (po
odmyti nenavazanych znacenych microcystinil) zmétenim aktivity kienové peroxidazy, ktera
Stépi externé dodany kolorimetricky substrat (intenzita zbarveni odpovida mnozstvi enzymu,
tzn. soucasné také mnozstvi navazanych znacenych microcystintl). K méfeni intenzity barvy
se pouziva fotospektrometr.

Enzymy pouZzivané pro tuto techniku by méli mit vSeobecné malou relativni
molekulovou hmotnost, vysokou stabilitu a enzymovou aktivitu (Rapala et al. 2002). Musi
se dat kovalentné¢ navédzat na protilditky a na rtizné funkcéni skupiny antigent. Produkt
enzymové reakce musi byt dostatecné barevny, nebo lehce detekovatelny. Enzym by mé¢l také
byt lehce dostupny a i cena hraje urcitou roli. Nejvice se pouziva kienova peroxiddza (HRP),
mén¢ Casto pak alkalicka fosfataza, nebo B-D-galaktozidaza obcas glukézooxidaza (Ferencik
1989; Zeck et al. 2001; Zeck et al. 2001). V na8i metod€ jsme pouZili microcystin znaceny
kfenovou peroxidazou. Tento konjugdt (MC+HRP) jsme nové pfipravili podle literatury



(Fischer et al. 2001; Zeck et al. 2001). Jeho ucinnost a spravnou reak¢ni koncentraci jsme
pak stanovili sérii méteni.

Pro stanoveni microcystinu se bézné¢ pouziva protilatka kterd byla vyvinuta proti
microcystinu-LR (MC-LR). WHO doporucilo jako limit pro pitnou vodu 1pug/L MC-LR. Tuto
normu pievzala i Ceska republika. Do dnesniho dne nebyl jinych analog microcystinu
zaveden do legislativy CR. Z toho diivodu se tato protilatka bézné pouziva ke stanoveni
microcystini a to 1 vkomerénich kitech (Alexis® Bichemicals s oznaCenim [anti-
Microcystin-LR MAb (MC10E7)], produkt ¢islo 804-320-C200).

Tato protilatka byla vyrobena k ucelu identifikace microcystini, které maji v pozici 4
arginin (viz. obr.2). Sem spada 1 bézn€ nalézany a rutinn€ stanovovany MC-LR. Detekéni
limit pro tento MC-LR je uveden 6 ng.l". Viechny microcystiny obsahujici [4-arginin] maji
teoreticky shodny detekéni limit. V dneSni dobé je zndmo ptes 90 strukturnich variant
(kongenerti) microcystini a velka ¢ast z nich [4-arginin] neobsahuje (Fischer et al. 2001;
Chorus 2004; Meriluoto 2004). Vyrobce této protilatky (Alexis Bichemicals) uvadi miru
ktizové reaktivity a detek¢ni limity pro jednotlivé varianty microcystinu u této protilatky.
Detekéni limit  microcystinovych variant, které obsahuji jinou aminokyselinu, v pozici 4
peptidového kruhu, nez arginin, je o Sest fadu vétsi. U microcystinu-LR je tato hodnota 100%
(Zeck et al. 2001).

Nékteré laboratofe vyvinuli hned nékolik imunoanalytickych metod pro detekci
microcystini pouzivajici jak monoklonni tak polyklonni protilatky, nicméné vétSina z nich je
vyvinuta proti uzké skupiné microcystinovych kongenert (Saito et al. 1994; Nagata et al.
1995; Ueno et al. 1996; Tsutsumi et al. 1998). Takové metody jsou vSak pro pouziti
monitoringu nevhodné protoze umoznuji vznik faleSné negativnich vysledki ve vzorku,
ktery obsahuje ty kongenery microcystinu pro které je tato protilitka necitliva. To
vyrazn¢ ovliviluje i odhady zdravotnich rizik a ekotoxikologickych dopadi na vodni
ekosystém.

Vyrazny posun ve vyvoji imunoanalytickych metod prinesla monoklonni
protilatka proti neobvyklé aminokyseliné Adda ktera je obsaZena ve vSech strukturiach
znamych microcystinii(90) a nodularina(5) (Fischer et al. 2001). Tato ptotilatka (AD4G2)
je komer¢né dostupnéd od firmy Alexis Biochemicalsa pravé tuto protilatku vyuziva i naSe
metoda. Vyrobce uvadi kiizovou reaktivitu jednotlivych analogu microcystinu v rozmezi 27-
129 %. Detekeni limit se pohybuje v rozmezi 0,02-0,14 pg/L pro jednotlivé analogy, coZ je
dostacujici pro detekéni limit z hlediska limiti navrzenych WHO (WHO 1998). Tato
protilaitka je vhodna ptfedevSim pro screeningové programy jako je napiiklad sledovani
obsahu toxickych latek produkovanych sinicemi v nadrzich CR. Podle literarnich zdroji ma
tato protilaitka dobrou stabilitu i proti interferencim v méfeni vlivem organickych
rozpoustédel, pH, nebo oxidac¢nich Cinidel které se mohou ve stanovovanych vodach nalézat
(Zeck et al. 2001). Nékteré studie toxickych Uc¢inka a bioakumulace microcystinli pouzivaji
pro detekci ptitomnosti MC ve tkanich zivocichi metod ELISA (Amorim and Vasconcelos
1999; Thostrup and Christoffersen 1999; Magalhaes et al. 2001; Sipia et al. 2001; Engstrom-
Ost et al. 2002; Ferrao et al. 2002; Kankaanpaa et al. 2002; Magalhaes et al. 2003; Mohamed
et al. 2003; Orr et al. 2003; Soares et al. 2004). Nicméné nové studie poukazuji na moznost
ovlivnéni méfeni vlivem nespecifickych vazeb jinych latek nez microcystinii na vazebna
mista protilatek pravé v metodé¢ ELISA (Sipia et al. 2001; Ernst et al. 2005). Ernst (2005)
poukazuje na sporny vliv matrice na analyzu, nicméné méfeni vytéznosti extrakce
microcystinu z mas ryb ukazuji dobrou shodu vysledki mezi HPLC i ELISA. Z toho autor
vyvozuje zaver, ze matrice nehraje v téchto analyzach podstatnéjsi roli. Oproti tomu
Kankaanpaa (2002) vysvétluje ve studii s nodularinem (NOD) (microcystinu podobném
pentapeptidu) rozdilné koncentrace zjistené metodou ELISA a HPLC u experimentu se
pstruhem motskym (nodularin poddvany oraln€). Ackoli naméfené koncentrace metodou



ELISA dosahly 1,2 ug NOD /g tkané, méfeni pomoci HPLC nodularin neprokazalo 1 kdyz se
koncentrace pohybovala nad limitem detekce pro HPLC (0,15 pg/g). Autor se domniva, Ze
nesrovnalost mezi HPLC a ELISA spociva spiSe v moznosti stanoveni konjugati nodularinu
pomoci ELISA, zatimco metodou HPLC by to bylo velmi obtizné (Metcalf et al. 2000;
Kankaanpaa et al. 2002). Matrice vSak hraje také vyznamnou roli v detekci microcystini.
V ptipadé biologickych vzorki, jako jsou tkanég, je velkd pravdépodobnost, Ze se nékteré
peptidické latky ze vzorku budou vazat na protilatky a tak nadhodnocovat vysledek. Toto
tvrzeni podporuje i studie s nodularinem ve které se jako limit detekce metody ELISA bere
hodnota nejméné 0,01ug NOD /g tkédné€ pravé z divodi nespecifického ovlivnéni méteni
latkami z biologické matrice (Sipia et al. 2001). Podobny limit 0,02 pg NOD /g tkané
doporucuje i studie zamétena na méteni NOD v jatrech ryb pomoci ELISA (Kankaanpaa et al.
2002). Presto vSechno, kolektiv autorii Ernst (2005) doporucuje k méfeni obsahu
microcystinii v tkanich vyhradné metodu anti-Adda ELISA zdtvodu velmi nizkého
detek¢niho limitu, ktery je nékolika fddov€é mens$i oproti metodam HPLC, nebo metod
spojenych i inhibici protein-fosfataz. Z vysledku jejich studie se zda byt vliv pozadi/matrix-
asociovanych efektli zanedbatelny a nemajici velky vliv na nadhodnoceni vysledkt (Ernst et
al. 2005). Obecné lze fici, zZe existuje jen velmi malo studii zabyvajici se moznou interferenci
latek, které negativné ovliviiuji méteni metodou ELISA.

Chromogenni Barevny
substrat produkt

Fromyti
—_—
Enzymaony

substrét

Obr. 3: Princip metody imunoanalytické metody ELISA. Microcystin ve vzorku soupefi o
vazebna mista s enzymové znacenym microcystinem (konjugdtem) o vazebna mista na
protilatce. Pomér volného microcystin/konjugatu se urcuje barevnou reakci se substratem.

Hodnoceni metod

Nejvice pouzivanou metodou stanoveni microcystini je metoda kapalinové
chromatografie (HPLC). Velkou vyhodou této metody je jeji spolehlivost, robustnost a pouziti
pfi rutinnich analyzach. Metoda je rovnéz schopna rozlisit jednotlivé kongenery microcystinu,
nicméné k jejich stoprocentni validité je potfeba zakoupit standart dané latky. V ptipadé
velkého spektra microcystintl je to vSak velky problém, protoze vétSina z nich se jako Cista
latka koupit nedaji. Velkou nevyhodou této metody je také jeji potfizovaci cena, naro¢nost na
kvalifikovanou obsluhu a pomérné vysoky detekéni limit neumoziiujici méfit microcystiny
pfimo ve vodach, bez nutnosti jejich zkoncentrovani (napt. metodou SPE), coz zase vyrazné
zvySuje cenu piepoctenou na vzorek a ¢as potiebny k analyze.

Pro ucely rutinniho stanoveni se jevi jako nejvice vhodnd metoda ELISA, kterd je
oproti metodé¢ HPLC nenaro¢nad na laboratorni vybaveni ani na kvalifikovanou obsluhu.
Velkou vyhodou je moznost stanovit sumu vSech znamych microcystinti a tim 1épe postihnout
toxicky potencidl vzorku. Kazdym rokem je nové objeven dal$i z fady microcystint. Tato
metoda je schopna zachytit i ty microcystiny a nodulariny, které nejsme zatim schopni
stanovit jinou metodou. Krom& molekul microcystinu je tato metoda schopna zméfit i
microcystinové biokonjugaty, fragmenty a residua (Fischer et al. 2001). S porovnani
s metodou HPLC je ELISA levnéjsi, ale jen v pfipad€ ze vyuzivame vlastni metody, nikoli
komeréniho kitu. Béhem jednoho testu (v 96 jamkové mikrodesce) trvajiciho 3 hodiny jsme
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schopni zméftit az 28 vzorki, zatimco metoda HPLC méii v priméru jeden vzorek 30 minut.
Metoda ELISA je v priméru o tii fady citlivéj$i nez metoda HPLC, ale zato v nékterych
piipadech mtze byt méfeni ovlivnéno sloZzenim matrice. Detekéni limit ELISY je na Grovni
desitek ng MC/L , proto miizeme tuto metodu pouzivat k méfeni MC pfimo ve vzorcich vod
bez nutnosti zakoncentrovani.

Navaznost na projekt

Cilem tohoto projekt byla optimalizace a zavedeni nové velice citlivé imunoanalytické
metody (ELISA) pro méfeni microcystini - toxickych latek sinic, kterd by na rozdil od
ostatnich dostupnych metod umoznila stanovit v§echny analogy microcystini ve vzorku. Po
uspésné optimalizaci se metoda stala soucasti zavedenych metod rozsifujici sadu stanoveni
microcystinu v nasich laboratofich.

S nové vytvorenou metodou jsme se chtéli zapojit do projektu Mendlovy zemé&délské a
lesnické University v Brn¢, kde jsme chtéli tuto metodu pouzit na stanoveni microcystini
v bioakumula¢nim experimentu s rybami. Ziskand data méla slouzit jako podklad ke studiu
toxokinetiky téchto latek v rybach. Pro tuto studii jsme byli nuceni vybrat jinou metodu,
protoze se metoda ELISA ukazala jako nevhodnd, pravé z divodl velkého vlivu pozadi pfi
meéteni. Vysledky jsme ziskali pouzitim alternativni metody kapalinové chromatografie
s hmotnostnéspektrometrickou koncovkou (LC-MS).

Metoda ELISA je vSak velmi dobfe pouzitelnd pti méfeni v jinych méné slozitych a
interferujicich matricich, jako je naptiklad volnd voda znadrzi a ptfehrad. Tuto metodu
detekce jsme odzkouseli na sérii vzorkl z prostiedi ze sezony 2007. Jedna se vybrané lokality
v CR, které maji jak rekreaéni tak vodohospodaisky tidel. N&které z nich jsou i zdrojem pitné
vody. Vzorky vod z lokality jsme vybirali i s ohledem na rozdilné zastoupeni rtiznych
kongeneri microcystinu v biomase sinic. S ohledem na pouZitou metodu maji tyto data
ojedin€ly charakter. Méfenim celkové sumy microcystini ve vodach se budeme i nadale
zabyvat a predpokladdme, Ze tyto data spolu s vycislenim moznych rizik a metodikou
uvefejnime v recenzovanym casopise.
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Metodika

Prvotadym ukolem této prace byla samotné sestaveni a optimalizace metody anti-
Adda ELISA. Metodu jsme sestavili podle dostupné literatury (Fischer et al. 2001; Zeck et al.
2001; Zeck et al. 2001). Samotna optimalizace a validace metody probé¢hla v nékolika na
sob¢ zavislych krocich. Vyslednou jiz optimalizovanou metodu jsme pouzili na stanoveni
MC ve vzorcich ryb a vzorcich ptirodnich vod. Jednotlivé kroky optimalizace a validace:

1) Optimalizace nejvhodnéjSich koncentraci reagujicich protilatek.

2) Purifikace jednotlivych kongenerti microcystinti a jejich testovani.

3) Validace metody métenim smésnych vzorki s riznym obsahem kongenert.
4) Extrakce a méteni vzorku ryb.

5) Extrakce a méteni vzorkl volnych ptirodnich vod.

Onptimalizace nejvhodnéisich koncentraci reagujicich protilatek

Prvni krok optimalizace spocival vnalezeni vhodnych, sobé odpovidajicich
koncentraci obou protilatek pouzivanych béhem metody. Prvni protilatka slouzi k vazbé na
jamku v mikrotitra¢ni desticce a k vazb¢ druhé protilatky, ktera vaze stanovovanou latku a jeji
enzmaticky znaceny analog. Pro nalezeni vhodného pomeéru interagujicich protilatek jsme
proti sob¢ testovali riizné fedéni 1.protilatky (IgG, anti-mysi anti-Fc IgG) v rozmezi 1000-
3000x a druhé protilatky (AD4G2 - my$i monoklonalni protilatka proti Adda-microcystinu)
v rozmezi 30.000-3.000x. Vysledky shrnuji grafy 1-3.

Purifikace jednotlivych kongeneri microcystint a jejich analyza

K ziskani jednotlivych kongenerti microcystinu —LR, -RR, -YR byl pouzit extrakt

z biomasy sinic z nadrze Nové Mlyny. Tyto tfi kongenery —LR, -RR, -YR jsou nejcastéji
nalézané kongenerti v biomase sinic proto jejich vyskyt o¢ekdvame i ve vode¢.
Metoda stanoveni pomoci HPLC: Chromatograf HPLC Agilent 1100 Series s PDA
detektorem, kolona: Supelcosil ABZ+Plus 15 cm x 4.6 mm x 5 pm. Mobilni faze: (A) H,O+
0.1% TFA, (B) MeCN + 0.1% TFA, prutok 1 mL/min, gradientova eluce: linearni gradient 0-
30 min 20-59% B, teplota 30°C, detektor PDA (200-350 nm), chromatogramy
vyhodnocovany pifi 238 nm (SW HP Chemstation 1100). Kvantifikace podle externiho
standardu microcystinu-LR . Identifikace - reten¢ni ¢as a knihovna spekter CTX.UVL.
Chromatogramy c¢istych latek jsou v grafu 5.

Vyizolované kongenery microcystini —LR, —RR, -YR byly méteny spolu ve stejné
ELISE a kiizova reaktivita byla vyjadfena vii¢i microcystinu —LR, ktery je bran jako standart
a jehoZ kiizova reaktivita vici protilatce je 100% (tabulka 2). Testované koncentrace se
pohybovali v rozmezi 0,06 — 10 pg/l. Méfeni bylo vzdy délano minimalné 2x podle metodiky
(Fischer et al. 2001). Vysledky shrnuje graf 4.

Validace metody méfenim smésnvch vzork s riznym obsahem kongenera MC-LR.-RR.-YR

Pro validaci metody jsme sestavili sadu experimentalnich vzorkd s riznymi obsahy
kongenerd microcystinu-LR, -RR, -YR. Jednotlivé koncentrace byly zvoleny v rozmezi 0-0,5
ng/l tak aby byly environmentalné relevantni. Méfeni bylo vzdy provadéno v duplikéatu a
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naméfené koncentrace byly porovnany s o¢ekdvanymi hodnotami, které byly vypocitany na
zakladé stanovené kiizové reaktivity. Vysledky uvadi graf 6 a tabulka 3.

Extrakce a méfeni vzorku ryb

- z mrazen¢ho vzorku (-80°C) hepatopankreatu ryb odebrano 0,5 g tkan¢ a s ptidavkem 3 ml
metanolu homogenizovano, 30 minut ultrazvukovano v ultrazvukové lazni, stoceno v
rotacni centrifuze (4000 RPM, 10 min). Odebrali jsme vrchni matanolovy extrakt a piidali
novych 3 ml metanolu. Cely cyklus se opakovali 3x do ziskani 9 ml etanolového extraktu.

- k metanolovému extraktu jsme pfidali 1 ml destilované vody a 1 ml hexanu. Po dikladném
protiepani a centrifugaci (4000 RPM, 10 min) jsme odebrali vrchni hexanovou vrstvu
obsahujici lipidickou slozku. Cely proces opakovali 3x, pfipadné i vicekrat do té doby nez
se neobjevil tuk v hexanové vrstve.

- extrakt jsme vysusili pti 50°C v susarné a pted analyzou rozpustili v Iml destilované vody a
nechali 30 min ultrazvukovat v ultrazvukové 14zni.

- Tento proces extrakce byl pievzat z (Magalhaes et al. 2001; Magalhaes et al. 2003) a
modifikovan. Vysledky méteni shrnuje graf 7

Extrakce a méfeni vzorkud volnvych piirodnich vod.

- do 1.5 mL Eppendorfovy mikrozkumavky oznacené ¢islem vzorku jsme odebrali cca 1.5 ml
reprezentativniho vzorku volné vody (pivodni vzorek cerstvé nebo rozmrazené vody
homogenizovali vortexovanim asi 30 s)

- extrahovali jsme microcystiny pomoci ultrazvukového homogenizétoru (2 x 20 s, cycle 0.8
x 10%, power 90-95%).

- pted analyzou jsme vzorky rozmrazili a centrifugaci oddélili ptipadny bunécny debris nebo
necistoty (maximalni mozné otacky cca 15 000 ot., 10 min).

Vysledky méfeni ptirodnich vod shrnuje tabulka 4.

Standardni operacni postup metody anti-Adda ELISA

Imunochemické stanoveni sumy microcystini ve vzorku pomoci protilaitky AD4G2 (anti-
adda)

Chemikalie a spotiebni materidal, pufry

Uhlicitanovy pufr, (40 mM, pH 9.6)
Pufr pouzivany k fedéni a kryti desky prvni protilatkou (IgG).

PBS (80 mM koncentrovany, pH 7.4, NaCl 8,76 g/l)
Pufr pouzivany ke kryti desky druhou protilatkou - monoklondlni anti-MC (MADb).

PBS (7 mM standardni, pH 7.4, NaCl 150 mM)
Pufr na promyvani mezi IgG a MAb.

PBS + Tween20 (7 mM standardni, pH 7.4, NaCl 150 mM ,+ 0,05% v/v Tween20)
Pufr na promyvani desky po navazani protilatek (po MAD).
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TRIS (0.1 M, pH 7.4, NaCl 8.76 g/l)
Pufr na fedéni konjugatu.

H>S04 5% v/v.
Kyselina - zastaveni enzymatické reakce na konci.

TRIS koncentrovany (IM, pH 7.4, NaCl 87.6 g/l, 1% BSA, 1% EDTA)
Blokovaci pufr pridavany tésné pted vzorkem - blokovani nespecifickych vazeb.

MAb
(10x ztedéna rozplnénd v eppendorfce + nefedény zasobni roztok v originalni lahvicce) -
komer¢ni protilatka (monoklonalni - v myS$i vyrobend - protilitka AD4G2 proti

aminokyselina Adda microcystinu, ALEXIS)

Konjugdat MC-HRP

Stabilizovany 1%BSA, rozdéleny do nckolika Sroubovacich plastikovych zkumavek a
uchovany pfi -18°C.

Ptiprava konjugatu (MC-HRP) - Chemicka syntéza komeréni peroxidazy (HRP = horse radish
peroxidase) s Cistym microcystinem-LR pies miistek vytvofeny Traut’s reagent a nasledné
precisténi gelovou chromatografii. Postup (vyrobeno v laboratofich RECETOX).

TMB
Chromogenni substrat pro peroxidazu (HRP) - ,tetramethylbenzedine* - komercni:
TESTLINE (zé&sobni roztok je ve stiibrné 1,5L velké lahvi).

IgG
Komer¢ni protilatka, v sklenéné pivodni nadobce (kozi polyklonalni anti-mysi anti-FclgG
protilatka tridy IgG, MP BIOMEDICALS).

Desky NUNC

"high-binding" mikrotitra¢ni 96-ti jamkové desky

Obycejné desky - pomocné pro piedpiipravu vzorku a standardu pted analyzou

Pristroje
- tfepacka LT-1
- vortex
- (promyvacka)
- multikandlové pipety (8,12-kanald) na objem 15ul-300ul, 10-200ul
- pipety do 1-10 pL, do 10-100 pL, do 100-1000 pnL
- davkovaci pipeta (50-1000uL)
- mikrodestickovy spektrofotometr TECAN — Genios
- centrifuga

Vlastni postup

Den 1
Kryti desek IgG:
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IgG ve sklenéné ptivodni lahvicce (+4°C) dikladné promichat nejméné 30s (vortexovat).Dbat
na to, aby se obsah skleni¢ky nedostal do vicka odkud by se pozd¢ji Spatné dostaval. Pottebné
mnozstvi IgG fedit 2000x v uhli¢itanovém pufru (tj. 1 dil rozmraz. IgG / 1999 dilim pufru).
Dukladné promichat — vortexovat.

Prekryt folii - parafilmem (pifipadné 1 vickem) a nechat pfes noc inkubovat na tfepacce pii
mirném michani v teploté laboratofte.

Den 2
a) Vylit obsah jamek do odpadu, diikkladné vSe vyklepnout

b) Promyvani PBS (zopakovat 5x)
- do kazdé jamky 250 pL PBS (standardni)
- promichat, vylit do odpadu, vyklepnout, (pfipadné pouzit promyvacku)

c¢) Kryti desek anti-Adda protilatkou (AD4G2)=MAbD:

Zamrazenou 10x ziedénou MAD (1dil MAb:9dilim PBS:glycerol) v Eppendorfové zkumavce
(-18°C) rozmrazit a diikkladn¢ promichat (vortexovat).

Ptfipravit potfebné mnozstvi MAb 2000x ziedéné tzn. 10x zifedénou zdsobni MAb ziedime
jesté 200x v koncentrovaném 80 mM PBS (4j. 1dil zamrazené 10x fedéné MADb z eppendorfky
/ 299dilim pufru ). Dikladn€ promichat — vortexovat.

Déavkovat po 250 puL/jamku.

Zbytky rozmrazené MADb ulozit do mrazdku a co nejdiive zpracovat!

d) Mikrodesticku prekryt folii - (pfipadné vickem a alobalem) a na tfepacce nechat 60 minut
mirné michat. (pozn. délka inkubace je zavisla na TMB, které bude pouzito ke vzniku barevné
reakce — TMB od fmy TESTLINE — 60min), délku inkubace pifi pouziti TMB od jiné¢ho
vyrobce je lepsi predem optimalizovat.

e) Vylit obsah jamek do odpadu, diikladn¢ vse vyklepnout

f) Promyvani PBS + TWEEN 0.05% (zopakovat 5x)
- do kazdé jamky 250 uL PBS+TWEEN
- promichat, vylit do odpadu, vyklepnout, ptipadné pouzit promyvacku

g) Davkovani bloka¢niho roztoku

Do kazdé jamky davkovat 20 pL 1M TRIS+BSA/EDTA  multikandlovou pipetou
(koncentrovany TRIS - blokaéni roztok, ulozeny v lednici, pfedem vytemperovat na
laboratorni teplotu) .

h) Davkovani vzorkt

Dopfedu mit pfipravené kalibraéni roztoky a blank = destilovanda H,O (koncentrace
microcystinu-LR 0.125, 0.5 a 2 ug/L je vhodné ptipravit fedénim z koncentrovaného roztoku
MC-LR 2ug/mL v den analyzy, je tfeba dbat na dobré promichani roztokd - vortexovani,
zasobni roztok MC-LR 2ug/mL uchovavat v mrazédku ve sklenéné nadobce).

Doptedu mit ptipravené vzorky (SOP-CCT-CYANOTOX-MC-001-002- 008), pted analyzou
vzorkd volné vody nutno zcentrifugovat 150000t./min 10min., aby se odstranila ptipadna
biomasa a necistoty, zlepsi se tim reprodukovatelnost vysledkd.

Redeéni vzorku je nutné zejm. u vzorkii, ve kterych lze ocekdvat koncentrace vyssi nez
maximalni koncentrace v kalibraci (tj. > 2 ug/L). Po redeni 5-10x by se koncentrace vzorku
meéla dostat do kalibracniho rozsahu metody.
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IHNED po davkovani bloka¢niho roztoku pfidavat vzorky pfenesenim 200 uL z pomocné
desky multikanalovou pipetou, do které byly vzorky a kalibra¢ni roztoky (MC-LR 0.125 /
0.5/ 2 ug/L) a blank (destilovana H20) pfedem napipetovany v triplikatech a s rezervou
200+30 ul v analyzovaném potadi. Pozor na vymeénu Spicek pii ptenaSeni raznych vzorka.

cvwr

otackami, opét zakryté folii, vickem a alobalem.

1) Davkovani konjugatu MC-HRP.

Zasobni roztok MC-HRP je rozplnén a ulozen pri teploté -18°C. Pfed pouZitim rozmrazit a
dikladné promichat (vortexovat, min. 30s). Stale uchovavat ve tmé (zakryté alobalem).
Ptipravit potiebné mnozstvi konjugdtu MC-HRP 300x tedéné¢ho v 0.1M TRIS pufru (fedéni
300x, tj. 1:299 v pufru 0.1 M TRIS).

Dévkovat multikanalovou pipetou do kazdé jamky po 50 uL konjugatu.

Promichat na desce stolu kruhovym pohybem a inkubovat 15 minut (maximaln¢ 15 minut) na

Svwvr

j) Obsah jamek odsat multikanalovou pipetou, nevyklepavat, zmensi se riziko kontaminace
sousednich jamek.

k) Promyvani PBS + TWEEN (zopakovat 5x)
- do kazdé jamky 250 uL PBS+TWEEN
- promichat, vylit do odpadu, vyklepnout, eventualné pouzit promyvacku
-po poslednim promyti dikladné vSe vyklepnout - poklepanim na podlozku/filtr. papir

1) Ptidavani substratu (tj. TMB) pro enzymatickou reakci HRP

Do kazdé jamky ptidat 175 pL substratu (TMB) multikanadlovou pipetou - je uchovéavan v
lednici 4°C, pfedem tieba vytemperovat na teplotu laboratofte.

Inkubovat cca 5 az 15 minut - sledovat vyvoj modré barvy (!!!)

V pripade rychlé reakce je lepsi reakci zastavit diive pro dobré odliseni negativni kontroly a
MC:

NEGATIVNI KONTROLA (vyraznd barva)

nejvyssi koncentrace MC 2.0 ug/L (nejpomalejsi reakce - malo barvy)

m) Zastavit reakci ptidavkem 75 pL 5% H,SO4 (v/v) multikandlovou pipetou ve stejném
potadi v jakém se davkovala barva.

n) Promichat a zmétit Absorbanci na mikrodestickovém spektrofotometru TECAN — Genios —
v rezimu dual 420 / 660 nm.

Vystup - protokol / vypodet

- spocitat primérné hodnoty A420/660
NEG. KONTROLA /MC 0.125/MC 0.5/ MC 2 / VZOREK

- spocitat %A (vici negativni kontrole) pro jednotlivé vzorky/kalibrace:
%A = (szorek / Aneg. kontrola) x 100 [%]

- v Excelu vytvotit kalibra¢ni kiivku A420/660 =a . In(MC) + b
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Vypocet vysledku

1) Je-li A420/660 VZOREK >= A420/660 NEG. KONTROLA
=> koncentrace je < 0.125 pg/L (tj. <LOD)

2) Je-1i A420/660 VZOREK v rozmezi kalibracni kiivky
=> dosadi se A_vzorek do rovnice kalibra¢ni zavislosti a odecte se koncentrace [pug/L]

3) Je-li A420/660 VZOREK < A420/660 MC2

=> koncentrace ve vzorku je > 2 pg/L a vzorek je tfeba fedit, aby se koncentrace (a tim
absorbance) dostala do rozmezi kalibra¢ni kiivky
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Vysledky
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Graf 1: Vysledné kalibra¢ni kiivky pro koncentrace microcystinu 0,125-2 ug/L pfi fedéni
prvni protilatka IgG(I) v fedéni 3.000x, 1.000x a druhé protilatky MAb(M)

30.000x, 10.000x a 3.000x.
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Graf 2:. V grafu vysledné kalibra¢ni kiivky pro koncentrace microcystinu 0,125-2 ug/L pii
fedéni druhé protilatky (MAb) 5.000x, 3.000x a 2.000x. Prvni protilatka (IgG)
pouzita v fedéni 2.000x. Méteni bylo provedeno v duplikatu.
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Graf 3 : V grafu vysledné kalibra¢ni kiivky pro koncentrace microcystinu 0,125-2 ug/L pfi
fedéni druhé protilatky(MAb) 2. 000x, 1.000x a 500x. Prvni protilatka (IgG) v

fedéni 2.000x.
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Graf 4: Kalibrac¢ni kiivky tii riznych kongenerti microcystinu (-LR,-RR,-YR) v kalibra¢nim

rozsahu 0,06-10ug/L.
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Graf 5 : Chromatogramy kalibra¢nich roztokt microcystinnu -LR(A), -RR(B), -YR(C)
pouzitych pro stanoveni kiizové reaktivity kongenerti microcystin.
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Krizova
reaktivita Krizova
kalibracni relativné reaktivita
rozmezi IC50 k MC-LR IC50 relativné k
Kongener (ug/L) (ug/L) (%) (ug/L) | MC-LR (%)
I. mefeni Il. méreni
MC-LR 0,06-10 1,320 100 1,398 100
MC-RR 0,06-10 0,933 141 1,426 98
MC-YR 0,06-10 1,042 127 1,229 114

Tabulka 2 : Testované kalibra¢ni rozmezi, koncentrace odpovidajici 50% blanku a
vypoctend kiiZova reaktivita pro microcystiny-LR,-RR, -YR.

3D Scatterplot (Spreadsheet1 10v*10c) él’slo MC_LR MC_RR MC_YR
? vzorku  (ng/L)  (ug/L)  (ng/L)
0.8 1 0,25 0,25 0
od : o 2 0 0,25 0,25
o3 o ' 3 0,25 0 0,25
= . RS 4 0,5 0,5 0
il M o . .
o it e s 5 0 0,5 0,5
SR 6 0,5 0 0,5
: . 7 0,5 0,5 0,5
) 8 0,25 0,25 0,25
9 0,25 0,5 0,25
Ol 10 0,5 0,25 0,25

Graf 6: 3D grafickd podoba zastoupeni jednotlivych kongener microcystinu
v experimentalné pfipravenych vzorcich. Zastoupeni jednotlivych kongenert ve
vzorcich ukazuje tabulka vpravo.

I.mereni II.mereni
Teoreticky vysledek rozdil mezi
Vysledna Vysledna Promér se zapoctenou naméfenou a
koncentrace | koncentrace | meéfeni  kfiZovou reaktivitou teoretickou
vzorek &. | 1. [ug/L] II. [ug/L] [ug/L] [ug/L] hodnotou [ug/L]
1 0,17 0,14 0,15 0,18 -0,03
2 0,12 0,15 0,13 0,20 -0,07
3 0,15 0,15 0,15 0,18 -0,03
4 0,51 0,19 0,35 0,37 -0,02
5 0,39 0,18 0,28 0,40 -0,12
6 0,31 0,17 0,24 0,37 -0,12
7 0,37 0,38 0,37 0,57 -0,19
8 0,16 0,24 0,20 0,28 -0,08
9 0,25 0,21 0,23 0,38 -0,16
10 0,25 0,25 0,25 0,37 -0,11
primér -0,09

Tabulka 3: Tabulka ukazuje vysledky méfeni jednotlivych experimentalnich vzork, jejich
primér a odchylky od vypoctené teoretické koncentrace. Teoreticka koncentrace
byla vypoctena pro prumérnou kiizovou reaktivitu MC-RR 119,5% a —-YR
120,5%.
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Graf 7: Vysledky dvou méfeni koncentraci microcystinli v hepatopancreatu ryb
z Novoveského rybnika v ¢ase pfi ruznych fedénich vzorku. Méfeni provedeno
metodou anti-Adda Elisa. Naméfené koncentrace neodpovidaji analyzovanému
obsahu microcystinu v hepatopanceratu méfené¢ho podle metody LC-MS, ktery MC
v zadném ve vzorku nedetekoval.
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Graf 8 : Chromatogram vzorkd hepatopancreatu ryb z Novoveského rybnika a ¢istych
standard microcystini —LR, -RR, -YR. Cernd linka zna¢i odezvu detektoru Ccistych
standardi. Ostatni oznacuji vzorky ryb. U zadného vzorku nebyl microcystin detekovan.
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CCT-07-191 Ludkovice 2007-07-23 0,15 5,86
CCT-07-369 Maichovo 2007-07-02 | Klucek 0,73 1,32
CCT-07-405 [491,2 |3284 |64,2 [98,5 |Machovo jezero 2007-07-21 |plaz Doksy | 1,09 0,25
CCT-07-376 73,0 48,5 |0 24,5 | Machovo jezero 2007-07-30 | Klicek 1,22 1,13
CCT-07-383 19,0 9,0 0 0 Machovo jezero 2007-08-27 | Klucek 0,29 0,41
CCT-07-441 190,4 |126,1 |0 64,2 | Nechranice 2007-07-26 29,75 12,48
CCT-07-432 1689 |58,6 |0 110,3 | Skalka 2007-06-16 | Podhoii 1,70 2,43
CCT-07-416 |1100,3 |466,0 |204,4 |429,8 |Skalka 2007-07-06 |Hraz 7,74 10,06
CCT-07-415 |1074,4 [400,8 |9,4 664,1 | Skalka 2007-08-22 | Hraz 19,86 10,90
CCT-07-101 |315,7 |0 191,0 |124,7 | Vir 2007-06-06 0,72 1,35
CCT-07-209 |955,5 |749,7 39,4 |1664 |Vir 2007-08-16 |Hraz 1,30 1,65
CCT-07-354 [719.4 3763 |57,5 |285,7 |Zelivka 2007-08-13 | Zahradka |1,15 0,81
CCT-07-353 |887,6 |466,1 |[102,1 |319,4 |Zelivka 2007-08-13 | Vojslavice | 1,32 3,66

Tabulka 4: Seznam vybranych lokality k analyze a jejich suma kongenerii microcystinu —RR,-YR a —LLR v biomase sinic i jejich vzajemny
pomér. V kazdé lokalité byla méfena také volna voda metodou MC-LR ELISA i Anti-adda ELISA (tu¢nym pismem jsou
zvySené hodnoty naméfené oproti MC-LR ELISA).

? - hodnoty m&feny pomoci HPLC-DAD



Diskuze

Primarnim cilem projektu bylo sestavit, optimalizovat a zavést metodu anti-Adda
ELISA. V navazujicich krocich jsme tuto metodu testovali na schopnost analyzovat rizné
kongenery microcystinu, jejich smési a schopnost jejich detekce v riznych matricich (tkanég,
pfirodni voda). Zdmérem tohoto projektu bylo popsat metodu jako celek, jeji vyuziti a
limitace a tim roz$ifit moznosti stanoveni cyanotoxini pro ucely kvantifikace, toxokinetiky,
popisu osudu téchto latek a zptesnéni odhadu zdravotnich rizik spojenymi s microcystiny —
toxickymi metabolity sinic.

Prvnim krokem bylo nelezeni vhodnych, sobé korelujicich koncentraci dvou
zakladnich pouzivanych protilatek majici zdsadni vliv na uspéSnost méteni. Prvni polyklonni
protilatka (IgG) slouzici k vazbé na jamku v mikrotitracni desce zatimco druha monoklonni
(MAD, oznaeni AD4G2) véaze analyt a jeho enzymové zna¢ny analog zroztoku. Podle
literarnich pramentl jsme odzkouseli n€kolik rtiznych koncentraci obou protilatek proti sob&
ve snaze nalezeni nejvhodnéjSiho poméru. Vysoké fedéni bylo odzkouseno z diivodu lepsi
vyuzitelnosti protilatek a ptipadné finanéni uspory. OdzkouSeno bylo fedéni IgG v rozsahu
1000x-3000x zatimco druhd specifickd protildtka (MADb) proti microcystinim v rozsahu
30.000-500x (grafy 1-3). Nejlepsi kalibrac¢ni kiivky s ohledem na tedéni jsme dostali pfi
fedéni IgG 2000x a Mab 3000x-2000x. Kalibra¢ni roztok MC-LR jsme pouzili v rozsahu
0,125-2 pg/L. Za validni jsme povazovali ty kalibrace kde existuje vyznamny rozdil v
hodnotach absorbance (A) negativni kontroly - vysoka A a kalibra¢niho roztoku MC 2 pg/L.
Dalsi podminkou byla hodnota absorbance kalibraéniho roztoku MC 0,125 niz$i nez
absorbance negativni kontroly (cca 80-95% hodnoty negativni kontroly). Za limit detekce byl
zvolen nejnizsi kalibracni roztok 0,125 pg/L. Jednotlivé kroky metody byly pievzaty z
literatury a modifikovany (Zeck et al. 2001; Zeck et al. 2001). Nami navrzené¢ fedéni
protilatek je dostate¢né citlivé pro analyzu a vyrazné neprodrazuje cenu stanoveni vzorku.

Pro zjisténi miry kiizové reaktivity kongenerit microcystinu jsme pouzili nejCastéji
nalézané microcystiny biomase CR — microcystin —LR, -RR, -YR (Blahova et al. 2007;
Kohoutek et al. 2008). Microcystiny jsme purifikovali pomoci HPLC z biomasy sinic
pivodem znadrze Nové mlyny. Vysledné Cdisté latky byly na HPLC pfemefeny a
kvantifikovany (graf 5) (Lawton et al. 1994; Lawton and Edwards 2001; Babica et al. 2006).
Ktizovou reaktivitu kongener microcystinu—RR, -YR oproti microcystinu-LR jsme stanovili
dle metodiky (Fischer et al. 2001) v kalibra¢nim rozsahu 0,06-10pg/L. Porovnany byly
hodnoty koncentraci odpovidajici 50% absorbance blanku. Vysledky prvniho a druhého
métfeni se vyrazné lisi u microcystinu-RR kde nabyvd hodnot 141-98%, zatimco u
microcystinu —YR jsou tyto hodnoty 127-114% (tabulka 2, graf 4). Hodnoty kiiZové
reaktivity microcystinu-RR jsou v nasem ptipadé vySs$i nez udava literatura (50-70%),
zatimco hodnoty MC-YR jsou srovnatelné s Gidaji v literatute (129-167) (Fischer et al. 2001;
Zeck et al. 2001). Problémem stanoveni kiizovych reaktivit protilatky AD4G2 se zabyva jen
velmi malo ¢lanki, proto nelze jednoznac¢né fici ¢im je tato variabilita zpisobena.

Protilatka v naSi metod¢ je schopna rozeznivat vSech devadesat kongenert
microcystinu a vSech pét kongener nodularinu (Zeck et al. 2001). Tim se tato metoda stava
unikatnim néstrojem pro studium toxicity microcystinil. I pfes to, Ze n¢které vzacnéjsi formy
microcystinu maji podobny toxicky uéinek, norma pro pitnou vodu v CR se zabyvaji pouze
microcystinem-LR. Pfitom v né€kterych piipadech je toxicita téchto vzacnéjSich kongenerh

Vv

vyssi nez toxicita nejbéznéjsiho MC-LR. Obecné lze usuzovat na vztah mezi strukturou a
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toxicitou microcystinii. Vliv méa napiiklad pfitomnost variabilni aminokyselina Leu2 ve
struktuie microcystind pro akutni toxicitu a inhibici protein-fosfatdz (PP2A) u mysi, zatimco
metylace Asp3 je dllezitd pro inhibici PP1, nikoli PP2A (Chen et al. 2006). Za rozdily
v akutni toxicité je také odpovédna rozdilna toxokinetika danych latek v jaternich bunkach.
Bylo zjisténo, Ze toxicita konjugatu microcystinu s cysteinem a glutathionem je vyrazné
mensi nez u Cist¢tho MC-LR 1 MC-RR. Nicméné v in-vitro testech je toxicita téchto latek
témet stejna. Za rozdily ziejmé muze rozdilnd rychlost pfijmu a eliminace téchto latek
jaternima bunkama (Ito et al. 2002). V nékterych ptipadech se v ptirodé vyskytuje kongener
microcystinu, jehoz toxicita je velka, nicméné neni bézn¢ stanovovany. V nadrzi s vyskytem
sinice Planktothrix rubescens v jezete Zurich pievlada [D-Asp(3), (E)-Dhb(7)]microcystin-
RR. Tento microcystin je vSak velmi slaby inhibitor protein-fosfatdz, ale v testu
s bezobratlym Thamnocephalus platyurus se ukézalo, Ze je mnohem toxictéjs$i nez MC-RR,
MC-LR, MC-YR, jez byly navzijem porovnateln¢ toxické (Blom and Juttner 2005).
V ptipad€ bezobratlych zivocichl tedy zfejmé nekoreluje akutni toxicita a inhibice protein-
fosfataz. Jde tedy zfejmé o jiny druh ucinku. Otazkou taktéz ziistava vliv hydrofogicity na
toxicitu microcystind. Pozitivni korelace mezi hydrofobicitou a toxicitou byla pozorovana
v testu s prvokem Tetrahymena pyriformis. LCs se zvySovala v fadé MC-LR > -LY > -LW,-
LF odpovidajici zvySovani log KOW (2.16, 2.92, 3.46, 3.56) ziejmé& v disledku lepsiho
biopfijmu hydrofobnich microcystini (Ward and Codd 1999). Negativni korelace byla
popséna u rostlin kde dochdzelo k lepSimu piijmu MC-RR oproti MC-LR, MC-LY, MC-LW,
MC-LF (McElhiney et al. 2001).

Microcystiny jsou velice variabilni molekuly u kterych mizeme ptredpokladat aditivni
model toxického plisobeni (Fischer et al. 2001). Pfi jejich stanoveni proto nesmime opomijet 1
mén¢ Casté microcystiny, které se rutinné nestanovuji, nebo stanovit nejdou kvili metodam
s vysokym detekénim limitem, nebo neexistujicim standardim (HPLC, LC-MC). Podle
odzkousenych kongenerti se domnivame, ze metoda Anti-Adda ELISA je dostatecné citliva
pro kongenery obsahujici nemodifikovanou aminokyselinu 6E-Adda ve struktufe
microcystinu, ktera je zodpovédnd za toxicky ucinek. Neni vSak jednoznacné jestli jsme
schopni zachytit 1 méné& Casté varianty Adda, kterd ma na C-9 hydroxylovou nebo aceto
skupinu misto methoxy skupiny.

V ramci validace metody jsme pfipravili nékolik experimentalnich vodnych vzorkt
s riznym obsahem MC-LR, MC-RR, MC-YR. Koncentrace byly navrzeny tak, aby byly
enviromentaln¢ relevantni a byly v kalibraénim rozsahu 0,125-2 ug/l (graf 6). Pro zptesnéni
vysledku bylo toto méfeni provedeno v duplikdtu. Pokud by jsme brali v ivahu némi
stanovenou kiizovou reaktivitu, pak se vysledky méfeni mohou jevit jako mirné
podhodnocené (tabulka 3). Kazdy vzorek je vzdy méfen v triplikdtu mezi kterymi existuje
urcitd variabilita stejné jako mezi jednotlivymi méfenimi, tim lze odchylky méteni vysvétlit.
Nedostatkem imunoanalytickych metod je ur¢ita mirna nespecifi¢nosti vazby latek ve vzorku
na protilatky. Tim je v n€kterych piipadech ovlivnén vysledek. Pro ovéfeni moznosti pouziti
této metody pro stanoveni MC v tkdnich byly vyuzity tkan€ hepatopancreatu ryb
z Novoveského rybnika, kde se béhem loniského roku (07-10/2007) odebirali vzorky ryb (5ks
v kazdé ze sedmi skupin). V Novoveském rybnice se bchem této sezony vyskytovali
microcystin produkujici sinice, proto jsme ocekavali, ze tyto ryby budou mit v
hepatopancreatu naakumulované microcystiny. Pfi analyze hepatopancreatu ryb metodou
ELISA s riznym fedénim vzorku se ukazalo, ze vysledna koncentrace MC ve vzorcich roste
v zavislosti na fedéni vzorku. Lze se tedy domnivat, Ze samotné méfeni je ovlivnéno matrici
vzorku, kterd je u obou méfeni stejna a vyslednd koncentrace MC ve vzorku roste jen diky
pfepoctu na vyssi fedéni (graf 7). Pro ovéfeni spravnosti domnénky jsme vSechny vzorky
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premétili s pouzitim kapalinové chromatografii s hmotnostnim spektrometrem s dvojitym
kvadrupdlem (LC-MS). Koncentrace, méiené metodou ELISA ve vzorcich ryb, se teoreticky
pohybovali v rozmezi 1,4-8,1 ng MC / g tkdn¢ (primér vSech zméfenych koncentraci 5,1
ng/g). Tyto koncentrace by tedy byly nad detekénim limitem LC-MS, ktery jsme stanovili na
1,5 ng/g. Tento detek¢ni limit je porovnatelny s metodou ELISA. Méfenim metodou LC-MS
jsme v zadném ze vzorkl microcystin neprokéazali (graf 8). Vzhledem k tomu, ze ve vzorcich
nebyl stanoven microcystin domnivame se, ze vysledky méfeni metou ELISA ukazuji na
velky vliv matrice, ktera je sama o sobé velmi variabilni. Pfi takto nizkych koncentracich je
naSe metoda velmi malo pouzitelnd. Moznym feSenim by bylo pouziti velkého fedéni vzorku,
pfi kterém by se mohl vliv matrice redukovat, nicméné by jsme ztratili vyhodu nizkého
detek¢éniho limitu. Na moznost nespecifickou interakci protilatky s jinou molekulou nez
microcystinem, popiipadé nodularinem, upozoriiuji nékteré studie (Sipia et al. 2001;
Kankaanpaa et al. 2002 ). Naproti tomu v jiné studie s microcystinem autor pozoruje dobrou
shodu mezi ELISA a HPLC a dany efekt nepozoruji (Ernst et al. 2005). Mirna nesrovnalost
mezi HPLC a ELISA mulze spociva spiSe v moznosti stanoveni konjugatli microcystinu a
nodularinu pomoci ELISA, zatimco metodou HPLC by to bylo velmi obtizné (Metcalf et al.
2000; Kankaanpaa et al. 2002). N¢ktefi autofi doporucuji stanovit pomyslny limit detekce,
ktery by byl nad urovni faleSné-pozitivnich efektd matrice — 10-20 ng/g tkdn¢ u nodularinu
(Sipia et al. 2001; Kankaanpaa et al. 2002). V dostupné literatuie nenejdeme dostatek
podrobnych informaci o matrix-asociovanych efektech pfi stanoveni microcystinu metodou
ELISA. Do této problematiky, stejné jako do problematiky limitace metody ELISA, pfispivaji
1 vysledky naSich experimentt.

Pro ovéfeni moznosti méfit celkovou sumu microcystinli jsme vybrali vzorky vod
znadrzi vCR u kterych zname pomér microcystindi —RR, -YR, -LR v biomase sinic
stanoveny pomoci HPLC. Pfitomnost téchto kongeneri piedpoklddame i ve stanovované
volné vod¢ ze stejné lokality a data jako v pfipadé biomasy. Z vysledkii méteni
experimentalnich vzorkid je vidét zvySeni koncentrace sumy microcystinli méfené pomoci
metody anti-Adda ELISA nez pomoci metody MC-LR ELISA (8 z 13 vzorki, tabulka 4).
Nameétené vyssi koncentrace MC jsou predevSsim u vzorkli vod se zvySenym obsahem
kongeneri —RR a —YR v biomase. Primérné zvyseni koncentrace je 1,7x coz odpovida nasim
pfedpokladiim o schopnosti protilatky méfit spektrum kongenert s vyssi ucinnosti poptipadé
o schopnosti méfit pripadné fragmenty, nebo biokonjugaty obsahujici Adda (Fischer et al.
2001). V minulosti jsme se setkali s n¢kolika ptipady tumrti lidi v disledku otravy vod toxiny
sinic. Pfi rozvoji sinic rodu Anabaena a Microcystis v jezete Itaparica (Brazilie) doslo
v disledu kontaminace pitné vody k 2000 piipadd gastroenteritidy a 88 piipadim smrti,
vétSinou déti (Dietrich and Hoeger 2005; Apeldoorn et al. 2007) . Studii akutnich otrav
existuje cela fada, nicméné vice nebezpecné jsou otravy chronické, trvajici po delsi ¢asové
obdobi. Velky vyskyt rakoviny jater v Ciné je pfisuzovan pravé dlouhodobému piti vody
z kontaminovaného zdroje cyanobakterialnimi hepatotoxiny (microcystiny), které zplsobuji
promoci karcinogeneze v jatrech (Ueno et al. 1996; Cummings 2002; Hoeger et al. 2002).

Nasi metodou jsme schopni realnéji vystihnout skute¢ny obsah microcystini ve vod¢ a
tim zptesnit odhad zdravotnich rizik souvisejicich s obsahem microcystini. To je dilezité
v pripadg, ze se jedna o zdroj pitné vody, nebo o pitnou vodu samotnou. Obsah microcystini
v ptirodnich vodach CR se b&Zn& stanovuje metodou MC-LR ELISA pouzivajici protilatky
(MC10E7) tedy pouze proti kongenerim obsahujici v pozici 4 peptidového kruhu arginin
(Zeck et al. 2001). Tato metoda je bézn¢ dostupna v komercénim kitu (Envirologix, Biosense).
Nevyhodou téchto kit je cena, nizka citlivost pro ostatni microcystiny a neschopnost
detekovat nodulariny. Optimalizoand metoda anti-Adda je schopna méfit vSech 90
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strukturnich variant mictrocystinil a 5 variant nodularinli a jeji cena je vyrazné nizsi nez bézné
pouzivané metody (Fischer et al. 2001; Zeck et al. 2001). Detekéni limit 0,125 pg/L je
dostacujici pro méfeni téchto latek v ptirodnich vodach, z hlediska doporu¢eni WHO. Velkou
vyhodou je moznost méfeni microcystinli bez nutnosti zkoncentrovani vzorkti. Pfitomnost
microcystinu ve vodach CR ukazuje, Ze tato teoretickd forma intoxikace ¢lovéka by méla byt
naddle monitorovana a nemé¢la byt podcenéna. K této problematice a feSeni problémul
spojenymi s cyanotoxiny doufejme piispéje i tato metoda.
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