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Abstrakt

Microcystiny jsou cyklické heptapeptidy s hepatotoxickymi vlastnostmi. Jsou ¢asto a v pomémé& zna&ném
mnoZstvi produkovény riiznymi druhy sladkovodnich sinic. Literarni zéznamy dokladaji akumulaci v riiznych
vodnich organismech v¢etné ryb, a také mozny prenos kontaminovanymi potravinami az k &lovéku. Cilem této
price bylo porovnéni citlivosti a selektivity dvou hmotnostné-spektrometrickych metod (jednoduché
atandemové MS detekee) vyuZitelnych pro analyzu a kvantifikaci téchto toxinii v Zivogisnych tkénich.
Jednoduché hmotnostni detekce (single MS; sledovani molekularnich iontii m/z 519.5 pro MC-RR a 995.5 pro
MC-LR) ¢asto vykazovala falesn& pozitivni vysledky, ¢imz dochazelo k nadhodnocovani koncentraci toxinii ve
tkdnich. Selektivnéj$i tandemovéa detekce (tandem MS) poskytovala mnohem spolehlivéjsi vysledky.
Koncentrace ziskané touto metodou u ryb z kontrolované expozice byly o vice nez 50% niZsi ve srovnani s daty
ziskanymi pomoci jednoduché MS detekce. Analyzy svaloviny ryb (N=148, 8 druhii ryb z péti nadrzi
s intenzivnim rozvojem toxickych sinic b&hem sezény) neprokéazaly kontaminaci microcystiny. Koncentrace ve
viech analyzovanych vzorcich byly pod limitem detekce (LOD = 1.2 - 5.4 ng/g &erstvé vihy pro MC-RR, -YR
a-LR v MRM m6du). Nase vysledky prokazuji minimalni akumulaci microcystini ve tkanich ryb.

Uvod

Microcystiny jsou peptidové toxiny produkované mnoha rody sladkovodnich sinic, napt. Anabaena, Microcystis,
Oscillatoria (Planktothrix) [1]. Tyto toxiny plsobi jako inhibitory proteinfosfatiz PP1 a 2A a vykazuji silné
hepatotoxické W¢inky. V organismu jsou detoxifikovany pomoci konjugace s cysteinem (CYS) nebo
glutathionem (GSH) [2]. Microcystiny mohou zptisobit vaZné zdravotni problémy a v literatufe existuji zdznamy
o intoxikacich lidi i zvifat. Na zékladé téchto poznatki a dat o toxicité microcystind byla Svétovou
zdravotnickou organizaci (WHO) stanovena hodnota tolerovatelného denniho p¥ijmu (TDI = 0.04 pg/kg t&lesné
hmotnosti) [3].

Microcystiny jsou produkovany masivné v celosvétovém méfitku a Ceska republika neni v tomto ohledu Zadnou
vyjimkou. P¥iblizné 80% nadrzi v CR (véetné vodérenskych) obsahuje microcystiny v méfitelnych koncentracich
[4]. Béhem masivniho vyskytu sinic mohou byt toxiny zasaZeny i ostatni organismy zijici ve vodé a byly
prokazany pfipady bioakumulace toxini a také jejich ptenos v potravnich fetézcich [5]. Nékteti autofi uvadgji
pomérné vysoké koncentrace microcystinii pfedevsim ve tkénich ryb [6]. Analyzy microcystinii v potravinich
a potravinovych dopliicich jsou proto kritické pro stanoveni potencidlnich rizik vyplyvajicich z konzumace
takovychto produktii.

Pro analyzu microcystinii v biotickych matricich lze vyuZit celou fadu analytickych metod, pocinaje
biochemickymi/imunochemickymi (PPIA, ELISA) a kone instrumentalnimi analytickymi metodami
zaloZenymi pfevazné na chromatografické separaci analytil s riiznymi typy detekce (fotometrickd, hmotnostni).
Nicméné pfedevsim biologické a také tradieni instrumentalni metody jsou do zna&né miry ovlivnény velkym
mnoZstvim interferujicich latek, které se ve vzorcich nachézeji. Pouziti velmi selektivnich metod je tedy
naprosto nezbytné pro sprévné stanoveni microcystinii v biotickych matricich. Pozadavky na vysokou selektivitu
a zarovefi robustnost a reprodukovatelnost spliuje predeviim metoda kapalinové chromatografie kombinovana
s hmotnostni detekci (LC-MS).

Ackoli existuje mnoZstvi studii vyuZivajicich LC-MS, neni dostupné Zadné pfimé porovnéni spolehlivosti
Jednoduché (MS) a tandemové (MS/MS) hmotnostni detekce v pripadé analyz biotickych matric. Mnoho praci
vychazi z dat ziskanych pomoci jednoduché MS detekce. Cilem této préce bylo srovnat spolehlivost MS
a MS/MS metody pro detekci microcystinii ve vzorcich tkani ryb z laboratornich pokusii a také z volnych vod.
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Materidl and metody

Chemikalie a standardy

Standardy microcystini (MC-LR, -RR, -YR) byly ziskany od Alexis Biochemicals (Ldufelfingen, Switzerland).
Rozpoustédla pro pfipravu mobilnich fazi (LC/MS grade) dodala Sigma-Aldrich (Praha, CR). Deionizovana
voda byla pfipravena pomoci vyrobniku Millipore Simplicity 185 system (Millipore, Bedford, MA, USA).

Experimentalni design

Vzorky tkani pro srovnavaci studii byly ziskany béhem laboratornich experimentii a béhem terénnich odbér.
Béhem kritkodobych laboratornich experimenti byly ryby (kapr, Cyprinus carpio; 500+15 g) intraperitonedlné
exponovany vysokym koncentracim toxini (248 pg/kg vahy, injektovany objem 500 pL) a pfitomnost téchto
latek, véetné jejich metabolitd, byla sledovana v hepatopankreatu. Smés microcystini pro i.p. aplikaci
obsahovala 56% MC-RR, 38% MC-LR a 6% MC-YR. Kontrolni ryby byly injektovany 500 uL PBS. Po 3h byly
odebrany vzorky tkané a skladovany aZ do analyzy pii -80°C.

V dal$im experimentu byla studovina akumulace microcystinli v pfirozenych podminkich po dobu 9 tydni.
Ryby (kapr, m= 32+7 g, n=10) byly chovény ve dvou experimentélnich nidrzich. Nadrz A obsahovala zna¢né
mnozstvi sinic (Microcystis aeruginosa, koncentrace toxinii 10.1 - 15.4 pg/L béhem celého experimentu). Nadrz
B také obsahovala sinice, ale ve velmi malém mnoZstvi (koncentrace toxind nikdy nepfekro¢ila 2 pg/L). Béhem
experimentu nebyly ryby nijak krmeny a nevyskytly se zidn¢ pfipady mortality.

Kromé téchto kontrolovanych pokust byly odebrany také vzorky tkani ryb z volnych vod. Detaily k t¢mto
vzorkiim jsou uvedeny ve vysledcich.

Extrakce vzorki

Zamrazené vzorky (0.5 g Cerstvé hmotnosti) byly homogenizovany v methanolu (3 mL), ndsledné sonikovany na
ultrazvukové lazni (30 min) a centrifugovény pii 4,000 g po 10 min. Extrakce byla provedena 4x. Supernatanty
byly slou¢eny, 3x extrahovany hexanem (odstranéni lipidi), nasledné byl methanol odpafen a vzorky znovu
rozpustény v 300 pL 50% vodného methanolu (v/v) a analyzovany LC-MS.

LC-MS analyza

Stanoveni bylo provadéno pomoci kapalinového chromatografu Agilent 1200 series (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany). Byla pouzita kolona Supelcosil ABZ+Plus RP-18 endcapped (5 pm) 150 x 4.6 mm i.d.
(Supelco) s predkolonou SecureGuard C18 (Phenomenex, Torrance, CA, USA). Mobilni fize se sklidala z 5
mM octanu amonného ve vodé, pH 4 (A) a acetonitrilu (B). Nelinearni gradient mél nésledujici pribéh: (0 min -
12.00 min, 32% - 40% B, linearni nardst; 12.01 min — 20.00 min, 40% - 42% B, linearni narist; 20.01 min —
30.00 min, 90% B); priitok 0.4 mL/min; nastfik 20 puL vzorku.

Detektorem byl hmotnostni spektrometr Agilent 6410 Triple Quad mass spectrometer (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany) s ionizaci elektrosprejem (ESI). lonty byly detekovany v positivnim médu. Parametry
iontového zdroje byly nasledujici: kapilarni napéti, 5.5 kV; teplota susiciho plynu, 350 deg.C; pritok, 11 L/min.
V médu “selected ion monitoring” (SIM, jednoducha MS detekce) byly monitorovény tyto hmoty (m/z): MC-RR
[M+2H]*" 519.8, MC-YR [M+H]" 1045.5, MCLR [M+H]" 995.5, MC-RR-GSH [M+2H]*" 673.8, MC-LR-GSH
[M+H]" 1302.5, MC-RR-CYS [M+2H]*' 580.8, MC-LR-CYS [M+H]" 1116.5. Pfechody z protonovanych
molekularnich iontG na fragment aminokyseliny Adda s m/z 135.2 a fragment s hmotou m/z 127.1 byly
monitorovany v modu “multiple reaction monitoring™ (MRM, tandemova MS detekee). Kolizni energie (CE, V)
pouzité pro fragmentaci: MC-RR a pfislusné konjugaty, CE= 50V; MC-YR a -LR a pfisluiné konjugéty, CE=
40V). Kvantifikace byla zaloZena na externich standardech MC-RR, MC-YR, MC-LR v matrici (extrakt tkané
bez microcystini). Detekéni limit metody (MDL; ng/g tkang, cerstva hmotnost) byl 1.2 ng/g (S.D.=5%) pro MC-
RR a 5.4 ng/g (S.D.= 10%) pro MC-YR a ~LR v MRM madu. V SIM médu byl MDL 3.0 ng/g (S.D.=5%) pro
MC-RR a 27.0 ng/g (S.D.=7%) pro MC-YR a -LR,

Vysledky a diskuze
Neékteré studie, které pro stanoveni vyuZivaji metodu ELISA nebo LC-MS uvéadéji koncentrace microcystini ve
tkanich ryb mezi 5 - 18000 ng/g (Tabulka 1). Nicméné na$e piedchozi experimenty zaloZené na kontrolovanych

laboratornich experimentech vykazovaly mnohem niZsi koncentrace, atkoli podminky byly shodné s literdrnimi
udaji. Tento fakt nas piimél k provedeni predkladané studie.
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Tab. 1: Koncentrace microcystin(i v biologickych matricich uvadéné v literatufe.
* FW - fresh weight (Cerstva vdaha), DW — dry weight (susina).

Druh ryby Typ vzorku Koncentrace (MC- Analyticka Zdroj

LR/g tkdn&) technika
Tilapia sp. sval 3-337 ng/g FW* ELISA Magalhaes 2001
Tilapia sp. sval 100 ng/g FW ELISA Mohamed 2003
Tilapia sp. sval 100 ng/g DW* ELISA Soares 2004
Hypophtalmichtys sp. hepatopankreas 7000-17800 ng/g DW LC/MS Xie 2004
Hypophtalmichtys sp. sval 500-1700 ng/g DW LC/MS
Hypophtalmichtys sp. sval , 1800-7700 ng/g DW LC/MS Xie 2005
Cyprinus sp. hepatopankreas
Hypophtalmichtys sp. sval 4.4-29 ng/g FW ELISA Adamovsky 2007
Cyprinus sp. sval 5.8-19 ng/g FW ELISA

V prvnim experimentu jsme sledovali schopnost obou hmotnostné-spektrometrickych piistupti detekovat
microcystiny a jejich metabolity ve vzorcich tkani. Na obrazku &.1 je chromatogram extraktu tkané obsahujici
MC-RR ziskany v SIM (MS) a MRM (MS/MS)médu. V SIM moédu je vidét velmi vysoky Sum pozadi
charakterizovany nizkym pomérem signal/Sum. Tento fakt vyrazné zvySuje limit detekce metody (MDL) a
omezuje jeji pouZiti. Zejména u vzorki z prostiedi, kde jsou microcystiny obsaZeny ve stopovych koncentracich.
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Obr.1: Chromatogram MC-RR ziskany v SIM (A) a MRM (dva charakteristické fragmenty
microcystinu; B 519.5->127.1, C 519.5->135.2) médu. V SIM modu je vidét velmi vysoky Sum pozadi
charakterizovany nizkym pomé&rem signal/$um (viz. hodnota SNR ve v3ech grafech).
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Sum zékladni linie v MRM médu je mnohem niz8i a metoda umoZiiuje i spolehlivé stanoveni a konfirmaci
metabolitd microcystinu (GSH nebo CYS konjugaty; Obr.¢.2).

S| ICKEMP > M eNG L d Sawooh ()

MC-LR

MC-LR-GSH - (MRM 995.5 ,135.2)
{3 {MRM 1302.5 —1 35.2] E’
g r.
- N
5 MC-RR
ok (MRM 519.8 .135.2)
4

MC-RR-GSH
{IVIRM 673.8 —133.2)

1 2 2 a4 § 6 7 & 2 W_N_"2 5 14 T 16 17 13
Cauntsvs Ann, sttion Tira ‘mlnja ’

Obr.2; Chromatogram extraktu hepatopankreatu ziskany metodou MS/MS (MRM). Zvyraznény jsou piky
microcystinu-RR a LR a jejich konjugatii s glutathionem (GSH), véetn& sledovanych MRM piechodd.

V nasledujici fazi studie jsme srovnavali vysledky MS a MS/MS stanoveni microcystini ve vzorcich tkani ryb
ziskanych v pfirodnich podminkach. Obrazek &.3 ukazuje koncentraci microcystini ve tkdnich ryb chovanych po
dobu 9 tydnl ve vodé s vysokym obsahem cyanotoxini v porovnani s negativni kontrolou (ryby chované ve
vodé s minimalnim mnoZstvim microcystina).
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Obr.3: Koncentratce microcystind (suma MC-RR a MC-LR) detekovanych jednoduchou (“single™)

a tandemovou MS metodou v hepatopankreasu (horni grafy) a svaloving (spodni grafy) ryb.

Vzorky tkani ryb byly analyzovany po 9 tydenni akumulaci microcystind v pfirozenych podminkach ve dvou
nadrzich. Nadrz A (Pond A) obsahovala znaéné mnoZstvi sinic po celou dobu experimentu (koncentrace
rozpusténych microcystini se pohybovaly mezi 10-15 pg/L); nadrz B (Pond B) obsahovala minimilni mnoZstvi
sinic a toxint. Ciselné hodnoty v grafech ukazuji median a maximalni hodnotu pro kazdou variantu (<LOD -

méné neZ limit detekce; LOD = 1.2 ng/g pro MC-RR a 5.4 ng/g pro MC-YR a -LR).

Pfi pouziti jednoduché MS detekce (SIM mad), se v chromatogramu objevuji piky s hmotou (m/z) i retenc¢nim
¢asem microcystinu (m/z 519.5 pro MC-RR a 995.5 pro MC-LR). Koncentrace v hepatopankreasu se potom
pohybuji v rozmezi 6.0 — 129.0 ng/g tkané (FW). Ve vzorcich svali jsou mnozstvi MC nizka a pohybuji se
kolem 8.0 ng/g FW. V SIM mddu se také objevuji falesné pozitivni vysledky u ryb, které vibec nebyly
exponovany microcystiny. Detailn&jsi analyza pomoci tandemové MS detekce potom prokizala v téchto
vzorcich nepfitomnost MC. Zadné toxiny také nebyly touto metodou prokazany ve vzorcich svali. Pfitomnost
microcystinti byla potvrze pouze v hepatopankreatu ryb exponovanych vysokym davkam toxinl. Koncentrace
stanovené pomoci MS/MS metody se pohybovaly mezi 14.0 — 123.0 ng/g FW, coZ je hodnota o 50% niZ3i neZ ta,
ktera byla u stejnych vzork ziskana jednoduchou MS detekci v SIM modu.
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Na zavér studie byly analyzovany (MS/MS) vzorky svaloviny ryb (N=148, 8 druh)) ziskanych z péti lokalit
s vyskytem masivniho vodniho kvétu sinic v priib&hu sezény.Vysledky jsou zachyceny v tabulce 2.

Lokalita Doba trvéni Koncentrace MC ve | Druh ryby Potet Koncentrace
vodniho kvétu | vodé& (pg/L) vzorki MC ve
(mésice roku) svaloviné
ng/g FW
(£S.D.)
Novovesky V.- VIL 0.638-4.485 bolen 10 <LOD
sumec 10 <LOD
kapr 10 <LOD
thot 1 <LOD
amur 10 <LOD
candat 10 <LOD
Sykovec VIIL - IX. 0.125-1.358 kapr 10 <LOD
okoun 10 <LOD
sih 10 <LOD
Medlov VIIL - IX. 0.200-0.741 kapr 10 <LOD
okoun 10 <LOD
sih 10 <LOD
Plumlov VI. - VIIL. 0.212-0.505 cejn 18 <LOD
okoun 6 <LOD
Vir VI - VIIL 0.000-1.201 cejn 13 <LOD

Zadny ze vzorkli neobsahoval microcystiny ani jejich metabolity v detekovatelném mnoZstvi. Nade vysledky tak
ukazuji, ze b&zn& pouzivané metody zaoZené na jednoduché MS detekci mohou poskytovat falesné pozitivni
vysledky a nadhodnocovat tedy koncentrace microcystinti v biotickych matricich. Na druhé strand metoda
tandemové MS detekce se zdd byt velmi vhodné pro analyzu téchto latek i jejich metaboliti v slozitych
matricich, kterymi jsou napf, biotické tkang.
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