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Rozvoj VK — CYANOTOXINY

e nejstudovanejsi - peptidy microcystiny MC . Lo
(hepatotoxicita) L

e vzacné v CR - alkaloidy saxitoxiny, anatoxiny (neurdtéx/c/ta)
e ostatni - LPS (imunotoxicita)

v popredi zajmu — alkaloid CYLINDROSPERMOPSIN

> historie Won O
0,S0 ~__0
> I No _NH NH_ _NH
producenti e OT

> vyskyt a toxikologie cfincrospermopsi

> experimentalni vysledky <: vyvoj metod )
prvni analyzy vzorkd v CR
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CYLINDROSPERMOPSIN historie

e Palm Island (Australie, 1979):
algicidni zasah
>100 lidi gastroenteritida

e Poprve nalezen v tropickych
oblastech u druhu
Cylindrospermopsis raciborskif

e Identifikace presné struktury
cylindrospermopsinu (2000)

e Syntéza CYN v cyanobakteriich
podobnym mechanismem jako u
strukturne odlisneho MC a ABT

Producenti CYN a jejich vyskyt

Sinice Zemé
Aphanizomenon flos-aguae Germany
Aphanizomenon ovalisporum Izrael

Australia
Italy
Thailand
Hungary
USA
Japan
Anabaena bergii Australia
Anabaena lapponica Finland
Umezakia natans Japan
Raphidiopsis curvata China
Lyngbya wollei Australia
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CYLINDROSPERMOPSIN toxicita

ucinky CYN na organismy - detailné NEprostudovany x MC

14

e Zzname ucinky - inhibice proteosyntézy (podoba s ABT)
- indukce oxidativ. stresu m

- naruseni detoxikacniho aparatu

primarni cil jatra —— hepatotoxicita

e dalsi mozné ucinky? - karcinogenita
- genotoxicita
- Imunotoxicita
- reprodukce

vodarenska biologie 2008, Praha



CYLINDROSPERMOPSIN toxicita

CYN MC
40 [l/kg/den
(tolerovatelny denni prijem

0.04 [ll/kg
pro Clovéka)

Limit pro 1 /L <+ 1 /L
pitnou vodu | {5 B/ <+ +

NOAEL

TDI

* WHO Guidlines for drinking-water quality. World Health Organisation, Geneva, (1998). CR: Vyh. MZd. 252/2004
** Novy Zéland, * * * Brazilie: BURCH, M.D. Proceedings of the Interagency, International Symposium on Cyanobacterial
Harmful Algal Blooms, Advances in Experimental Medicine & Biology (2007).

Zdravotni rizika srovnatelna “
(3 MC — regulovan '

CYN - vyskyt a koncentrace v CR nezndmé
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CYLINDROSPERMOPSIN koncentrace

CYN MC
max. biomasa 5 mg/g d.w. / mg/g d.w. (CR)
max. celkem ve 0.8 mg/L >10 mg/L v povrchové
vodeé péné

extracelularni CYN az 90%
S
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celkovy CYN 100%

Literarni prameny: koncentrace srovnatelné
? CYN v nadrzich v CR ?
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Moznosti stanoveni
CYLINDROSPERMOPSINU

Vyvinuto nekolik technik podobné jako u MC

instrumentalni: imunochemické:
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ELISA - CYN
e,

_2/\BRAXIS

princip: komercni kit - kompetice CYN ve vzorku s enzymove
znacenym CYN s vyuzitim polyklonalnich protilatek

vyhody: detekéni limit 0.05ll/L - vhodny néstroj pro
screening env. vzorkd (doporuceny limit 1 /L)

metoda neni definitivni — pozitivni vzorky treba
overit jinou metodou (HPLC-MS)
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HPLC - CYN

princip: - rozdeleni vzorku na (napr. C18) koloné
- detekce jednotlivych latek: UV nebo MS detektor

vvhody: bézny detektor, vhodny k vytipovani
biomas s CYN

mez detekce 400 l}/L, metoda
neni definitivni

; vyhody: mez detekce < 1Jll/L, dostatedné
citlivy pro vzorky (vody) bez zakoncentrovani

vysoké naklady na instrumentaci
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EXPERIMENTALNI DESIGN

Vytipovani vzorki - vody a biomasy s viaknitymi sinicemi
(Cylindrospermopsis spp. a Aphanizomenon spp.)

- analyza 96 vzork( (vody, biomasy)
odebranych 2004-2007

Uprava vzorki - extrakce okyselena voda

- zakoncentrovani/precisteni SPE (C18 a grafitova
kolona v tandemu)

Analyza vzorkt - ELISA Abraxis - komeren kit

- HPLC/MS Agilent 1200 -Triple-Quad LC/MS, Supelcosil ABZ+Plus
- HPLC/UV‘VIS Agllent 1100 -PDA, Supelcosil ABZ+Plus
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VYSLEDKY biomasa
CYNVCR

Ze 71 vzorkd BIOMAS - 10 podezrelych na CYN
podle HPLC/UV
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Lokality s ,,CYN-like" slouceninami

podezrelé lokality: mélkeé rybniky — bohata spolecenstva
: koncentrace CYN-podobnych latek 50-200 [l/g susiny

CYN-like
Lokalita Datum (ug/g Dominantni sinice
odbéru d.w.)
Aphanizomenon klebahnii 5%; Woronichinia sp. 10%;
Svét 28/8/2005 56 Microcystis aeruginosa 5%
Aphanizomenon klebahnii 20%; Planktothrix agardhii 18%,
Svét 19/9/2005 242 Woronichinia sp. 12%; M. ichtyoblabe 10%
Aphanizomenon klebahnii 5%; Planktothrix isotrix 30%,
Svét 18/9/2006 188 Anabaena vigueri 5%, Limnothrix, M. sp.2%
Aphanizomenon klebahnii 10%, Planktothrix isothrix 50%,
Ro¥mberk 18/9/2006 59 Anabaena f.-aquael10%, Anabaena sp., M. sp.%
Aphanizomenon klebahnii 5%, Planktothrix sp.40% , M.
Opatovicky 22/7/2006 170 aeruginosa 30%, Anabaena sp. 25%
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BIOMASA - CYN v CR

7adny z 10 podezrelych vzorké biomas NEobsahoval CYN
— ovéreni metodou HPLC/MS
Standarc!EYl}

CYN - total ion CYN - peak I T CYN - transition
MS detekce UV detekce (416/176,194)

N

CYN-like sloucenina

NO CYN - total ion \‘\‘ CYN - like peak

MS detekce - UV detekce

™~

Zaver :  HPLC/UV - mozné faledné pozitivni vysledky
? derivaty CYN - identifikace vyzaduje standardy
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CYN v CR: vysledky VODA

Vybrano 25 vzorkd vod (2007) s obsahem Cyiindrospermopsis
a Aphanizomenon (celkova voda vC. bunék sinic)

monitoring VKS 2007
Analyza pomoci ELISA (mez detekce 0.05/L)

Vysledek: 1 pozitivni vzorek

Rybnik Svét  odbér 5.8.2007 koncentrace 0.06 [Jl/L
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CYN v CR: vysledky VODA

podezrely vzorek (ELISA) obsahoval CYN v nizké koncentraci
— analyza HPLC/MS (100 x zakoncentrovany vzorek)

Zaver : Prokazany piky odpovidajici CYLINDROSPERMOPSINU
v environmentalnim vzorku ziskaném diky monitoringu VKS
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SHRNUTI

« CYN - vysoce toxicka latka (srovnatelné s MC)

« Koncentrace intracelularniho a celkového CYN ve
sveteé podobné jako u MC

« Prvni studie v CR (96 vzork{ biomasy a vody):

1) HPLC/UV indikuje pfitomnost CYN
HPLC/MS jeho pritomnost nepotvrzuje

2) vysoka citlivost metod ELISA a HPLC/MS
(shodny prtikaz nizké koncentrace CYN)
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ZAVERY

« CYN poprvé prokézan v CR (nizka koncentrace)

Nutny monitoring Cerstvych vod: mozna degradace CYN béhem skladovani
lyofilizovanych biomas (neni prostudovano)

« ELISA a HPLC/UV — vhodné screeningove metody
— pozitivni vzorky by mely byt potvrzeny HPLC/MS

 Nutno vénovat pozornost CYN v pitné vode:
nase studie — pilotni data:

- metodiky analyz nejsou validovany
- extracelularni toxin
- producenti CYN se mohou objevovat v CR &astéji
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