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Souhrn

Tato diplomova prace se zabyva problematikou houbovych otrav predevSim
faloidniho typu, které jsou zpusobeny pozitim muchomurky zelené. Teoretickd ¢ast
diplomové préace popisuje rizné druhy otrav, toxiny zpUisobujici otravu organismu a
také mnozstvi metod, které jiz byly vyvinuty za ucelem rychlého a spolehlivého
stanoveni houbovych toxinl. Prakticka ¢ast diplomové prace se zaméfuje na vyvinuti
rychlé a jednoduché LC-MS metody pro stanoveni amatoxin muchomdarky zelené a
to konkrétné alfa-amanitinu a beta-amanitinu. K tomuto Gcelu bylo pouZzito spojeni
vysokouc€inné kapalinové chromatografie s hmotnosti detekci vyuZivajici trojity
kvadrupol. V praktické Casti je zahrnuta také extrakce a stanoveni téchto toxinG
v muchomarce zelené, v houbové polévce a v moci. Vzorky moce byly spikovany
alfa-amanitinem na koncentraci 5 ng/ml. Kvantifikace amatoxinui probihala metodou
kalibracni kfivky sestrojené za pouZiti kyseliny dinitrobenzoové jako interniho
standardu. Extrakce analytll byla provedena na SPE kolonkach. Pouzitim dipeptidu
pfi SPE se zvySila navratnost amatoxinl na 94 %. Metoda je dostate¢né citliva jak
pro stanoveni amatoxini napfiklad ve zbytcich potravy, tak v moci, kde je obsah
amatoxinu nizsi. Alfa-amanitin byl derivatizovan dansyl-chloridem za ucelem zvySeni
odezvy. Bylo zjisténo, Ze derivatizace nema vyznamny vliv na odezvu alfa-amanitinu.
Metodou bylo dosazeno meze detekce 5 ng/ml pro alfa-amanitin a 10 ng/ml pro beta-
amanitin. Mez kvantifikace byla stanovena na 30 ng/ml pro alfa-amanitin a 100 ng/ml

pro beta-amanitin.



Summary

This diploma thesis deals with mushroom poisoning especially of faloidic type which
is caused by ingestion of Amanita phalloides. The theoretical part of the thesis
describes various types of poisoning, toxins which cause poisoning of an organism
and also a lot of methods that have been developed for rapid and reliable
determination of fungal toxins. Experimental part of the thesis aims to develop rapid
and simple LC-MS method for the determination of amatoxins of Amanita phalloides
— namely alfa-amanitine and beta-amanitine. This was achieved by employing high
performance liquid chromatography with mass spectrometric detection using a triple
guadrupole analyser. The experimental part also includes the extraction,
determination and quantification of these amatoxins in Amanita phalloides,
mushroom soup and urine. The urine samples were spiked with alfa-amanitine at a
concentration of 5 ng/ml. The quantification of the amatoxins was based on a
calibration curve that had been created using dinitrobenzoic acid as an internal
standard. The extraction of the analytes was perfomed using SPE columns.
Recovery of the amatoxins have increased to 94 % using a dipeptide during the SPE.
The method is sufficiently sensitive to determine the amatoxins both in e.g. residues
of food and in the urine samples, where the content of the amatoxins is lower. Alfa-
amanitine was derivatized with dansyl-chloride in order to increase its response. It
was found, however that the derivatization had no significant effect on increasing its
response. The method has reached a detection limit of 5 ng/ml for the alfa-amanitine
and 10 ng/ml for the beta-amanitine. The limit of quantification was set at 30 ng/ml for
the alfa-amanitine and 100 ng/ml for the beta-amanitine.
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1. UVOD

Prochazka po lese spojena se sbérem hub je velmi oblibenou a Siroce rozSifenou
volno€asovou aktivitou. Houby jsou pro mnohé lidi velmi chutnym, levnym a
predevsim také zdravym dopinénim bézného jidelnicku. Ceska republika je
v houbafeni a v oblibé hub na pfednich pfi¢kach v porovnani s ostatnimi evropskymi
staty. Toto prvenstvi vSak pfinasi i nebezpeci vysokého vyskytu otrav jedovatymi
houbami.

Otrava jedovatou houbou nemusi automaticky znamenat smrt a ve vétSiné pfipadu
tomu tak nastésti neni. Otrava muchomurkou ¢ervenou je vétSinou Umysina a méné
nékterych pfipadech vede ke smrti. Jeji konzumace je vétSinou neumysina, jelikoz
Ize tuto houbu velmi snadno zaménit s jedlymi typy hub. K vysokému poctu otrav
muchomurkami také pfispivd velmi rozSifena povéra o horké chuti téchto hub.
Houbar si poté mysli, Ze pfi konzumaci jedovatou houbu rozpozna okamzité. Bohuzel
chut téchto hub se nijak vyrazné neliSi od chuti hub jedlych. Proto vétSinou neni
mozné si béhem konzumace povSimnout pfitomnosti jedovatych hub a v&as tak
zabranit otravé.

Pfi hospitalizaci pacienta podezfelého z otravy houbami je nezbytné nutné provést
mikroskopické metody zkoumani Zalude¢niho obsahu se jiZz nahrazuji mnohem
jednodusSim a spolehlivéjSim vySetfenim. Pomoci metody kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci je mozné velmi rychle a pfesné stanovit, které toxiny jsou
pfi€inou otravy a je tak mozné rychle zahajit Ié€bu pacienta. Kromé metod kapalinové
chromatografie byly popséany i metody dalsi, o kterych pojednava teoreticka ¢ast této
prace. Nevyhodou instrumentélnich metod stanoveni toxinG je vysoka pofizovaci

cena potfebnych pfistroja.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Jedovaté houby

Houbafeni je v Ceské republice velmi oblibenou volnogasovou aktivitou.
S rastem poctu nasbiranych a nasledné zkonzumovanych hub bohuzel také roste
pocet otrav houbovymi toxiny. Nékteré otravy jsou méné zavazné a zpusobi ,pouze*
kratkodoby pobyt v nemocnici. Jiné otravy jsou naopak velmi zavazné. Mohou vést
k poskozeni zdravi a v nékterych obzvlasté zavaznych pfipadech mohou koncit i
smrti houbare.

Nékteré jedovaté houby jsou na prvni pohled odliSitelné od hub jedlych. Otravy
témito houbami nejsou vétSinou ndhodné. Jedné se spiSe o umyslnou intoxikaci lidi
zavislych na halucinogennich latkach. Jiné druhy jedovatych hub jsou naopak velmi
podobné houbam jedlym. Intoxikace témito houbami jsou ve vétSiné pripadd
nahodné. PFi sbéru hub dojde k neumysinému sbéru jedovaté houby méné
zkuSenym houbarem. Proto je houbafiim doporuc¢ovano sbirat jen takové druhy hub,
které bezpecné a s jistotou poznaji a u kterych nehrozi jejich zaména s jedovatym
druhem houby. *

Na svété existuje vice nez pét tisic druh( hub. Pfesny pocet druh( hub neni
znam. Pouze 10 % ze vSech druhd hub je pojmenovanych, naprosta vétSina druht
hub nema& jméno. Odhaduje se, Zze 10 — 15 % ze vSech znamych druhl hub je
toxickych. ’

Je znamo hodné rad a tipQ, jak na prvni pohled rozeznat, zda se jedna o
houbu jedlou &i nejedlou. Zadna zt&chto rad vSak nesmi byt bréana doslova.
Univerzalni pravidlo pro rozpoznani jedovatych hub od jedlych neexistuje. Pokud se
houbaf pfi sbéru hub nékterym z pravidel absolutné a slepé fidi, velmi snadno muze
dojit k otravé. Jedno z pravidel je, Ze jedla houba chutna dobfe, zatimco jedovata ne.
Toto pravidlo neplati napfiklad pro houby rodu Amanitas, které chutnaji velmi dobfe i
presto, Ze jsou smrtelné. DalSi radou pro poznani jedlé houby byva uvadéno
ohlodani houby napfiklad veverkou, kralikem nebo slimakem. Timto pravidlem vsak
také neni radno se Fidit, jelikoZz napfiklad slimakim se velmi dafi pravé na houbach

rodu Amanitas.*®



Mezi nejrozSifenéjSi jedovaté houby v Ceskych lesich patfi predevSim
muchomurka ¢ervend a muchomirka tygrovana. Tyto houby zpusobuji méné
zavazngjSi otravy, jejichz priznaky vétSinou odezni do druhého dne bez nutnosti
zasahu lékafe. Mnohem nebezpecénéjsi jsou muchomurka zelena, muchomrka jarni,
muchomdrka jizliva a bedla chfapacova. Toxiny téchto hub zplsobuji zavazné otravy
organismu, které vedou k poSkozeni funkce jater. Pfi vy$Si zkonzumované davce a
bez Iékafské pomoci nastava umrti ¢lovéka po péti az Sesti dnech od intoxikace.

Otrava vSak muize nastat i konzumaci syrovych hub, které jsou vSeobecné
povaZzovany za houby jedlé. Jedna se pfedevSim o houby jako je hfib satan, hfib
kolodé&j, muchomurka rizovka €i vaclavky. Tyto houby obsahuji termolabilni toxiny,
jejichz struktura a tim i toxicky u€inek se teplem pfi vareni & smazeni zruSi. Hub,
které jsou spolehlivé jedlé i v syrovém stavu je mensina.’

Castym typem otrav jsou otravy muchomiirkou &ervenou a zelenou, proto se

tato diplomova prace zaméfila na tyto dva druhy muchomurek.

2.1.1 Muchomurka ¢ervena

Muchomurka ¢ervena (Amanita muscaria) ma velmi napadny vzhled. Ma syté
cerveny klobouk posety bilymi te¢kami. Klobouk je 10-15 cm Siroky. Vaha je 60-70
gramu. Jeji pach je nevyrazny a chut nasladla. Muchomurka Eervena patfi k nejvice
rozSifenému druhu hub. Jeji vyskyt je v oblasti celého mirného pasu od nizin az po
vysoké hory. Muchomurka ¢ervend je znazornéna na obr. 1.

Muchomurka Cervend vSak dokaze Zit pouze v symbiéze s nékterymi stromy.
Nejvice se vyskytuje s bfizou, borovici, smrkem a dubem. V Ceské republice ji
nalezneme predevsim v obdobi od srpna do listopadu. 2

Obsahuje toxiny muscimol, muskarin a kyselinu ibotenovou. Pfedevsim
muscimol je psychoaktivni latka zpusobujici halucinace a poruchy védomi. Proto byla
muchomdarka ¢ervena v historii pouzivana k navozeni stavl halucinace. Pozdéji se
vSak zjistilo, ze uzivani muchomurky Cervené vede k poskozeni zdravi a muze vést

az ke smrti. 3



Obr. 1: Muchomdtrka c¢ervena.

2.1.2 Muchomurka zelen&a

Muchomdrka zelend je také nazyvana muchomurkou hliznatou (Amanita
phalloides). Je povazovana za nejjedovatéjSi a nejnebezpecnéjSi houbu Evropy a
Severni Ameriky. Zpusobuje nejvice smrtelnych otrav. Otrava muchomurkou zelenou
se liSi od muchomurky ¢ervené predevsim tim, Ze se projevi az v okamziku, kdy je jiz
jed vstfeban do téla. V tomto okamziku jsou jiz zasazeny zivotné dullezité organy,
predevsim jatra. Jeji vzhled je nendpadny. Snadno mize byt zaménéna za holubinky
Ci Zampiony.

Prameér klobouku je 6-16 cm. Zbarveni klobouku maze byt od biloZluté, pres
Zlutozelenou az po Zlutohnédou. Muchomirka zelena nema vyraznou chut’ ani vani.
StarSi houby maji nasladlou vuni. Vyskytuje se v teplejSich oblastech mirného pasu.
Roste predevsim v listnatych lesich v obdobi od Eervence do fijna. Doprovazi hlavné
duby a buky. Vzacnéji se mize vyskytovat také v borovych lesich. Muchomurka
zelend je znazornéna na obr. 2.

Muchomurka zelena obsahuje velké mnozstvi jedovatych cyklickych alkaloidd.
Toxiny se déli do tfi skupin a to na amatoxiny, falotoxiny a falolysiny. Mezi amatoxiny
patfi zejména alfa-amanitin, beta-amanitin a gama-amanitin. Dale obsahuje také
epsilon-amanitin, amanin, amanin amid, amanulin, kyselinu amanulinovou a

proamanulin. Kvantitativné je vSak nejvice obsaZen alfa-amanitin a beta-amanitin.
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Udava se, Zze obsah amatoxini dosahuje az 40 % celkového obsahu vSech toxinu.

Z falotoxin(i jsou nejéetngjsi faloidin a falicidin. * %

Obr. 2: Muchomurka zelena.

2.2 Houbové otravy

Na svété existuje velké mnozstvi jedovatych hub schopnych intoxikovat lidsky
organismus. Dobrou zpravou je, Ze pouze maly zlomek z téchto hub je schopen
zpusobit velmi zavaznou intoxikaci a pfipadné i smrt ¢lovéka.

Symptomy otravy po konzumaci jidla z hub se u ¢lovéka mohou vyskytnout
z riznych dlvodu. Jednim z divodd je samoziejmé konzumace hub obsahujicich
toxiny. Nevolnost a pfiznaky otravy vSak muaze také zpusobit konzumace velkého
mnoZstvi hub, které télo obtizné zpracovava. DalSim didvodem negativni odpoveédi
téla na konzumaci hub muze byt imunologicka reakce na antigeny pochazejici z hub.
Nebezpecna je také konzumace hub spole¢né s pfijmem alkoholu, jelikoZz nékteré
druhy hub zpUsobuji intoleranci téla vuci etanolu. Poslednim a neméné castym
dlvodem objeveni symptomu otravy po konzumaci hub je psychika ¢lovéka, ktery
zkonzumoval nasbirané houby a neni si jisty, zda byly vSechny houby opravdu jedlé
a neskodné. Clovék si strachem z otravy sam vsugeruje nevolnost, bolesti hlavy &i
bolesti bficha.

Diagnéza otravy je v soucasné dobé primarné zaloZena na identifikaci hub ze
zbytkd jidla, mikroskopické analyze spor hub v Zalude€¢nim obsahu a chemické
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analyze. Terapeuticka strategie zahrnuje primarni detoxifikaci a sekundarni
detoxifikaci. Pfi primarni detoxifikaci se vyvolavd zvraceni, provadi se vyplach
Zaludku a podava se aktivni uhli, na které se nebezpecné latky adsorbuji.
Sekundarni detoxifikace zahrnuje podani specifickych antidot, které vSak nejsou za
kazdé situace k dispozici.

PFi otravé amatoxiny a falotoxiny dochazi k postupnému selhani funkce jater.
Umrtnost je vtomto pfipadé stale pomérné vysoka. Nadé&ji pro zachranu zivota je
transplantace jater. Otravy ostatnimi toxiny nasStésti nejsou natolik zavazné a
prognéza je ve vétsiné pripadd otrav velmi dobra. °

V soucasné dobé se rozliSuje sedm rozdilnych typl otrav jedovatymi houbami,
a to syndrom gastrointestindlni, syndrom muskarinovy, syndrom psilocybinovy,
syndrom mykoatropinovy, syndrom faloidni, syndrom orellaninovy a syndrom

gyromitrinovy.

2.2.1 Gastrointestinalni syndrom

Hlavnimi pfiznaky jsou zvraceni a prujem. Organismu hrozi dehydratace.
Jedné se o nesourodou skupinu otrav. Doba latence je jedna aZ ¢&tyfi hodiny. Rada
toxin, zpUsobujicich tento syndrom, nejsou zndmy. Gastrointestinalni syndrom
mohou vyvolat nékteré druhy Zampionu a holubinek, hfib satan, Cirivka tygrovana,

zavojenka jarni a mnoho dalSich hub. Progndza je ve vétSiné pfipadu dobra.

2.2.2 Muskarinovy syndrom

PFi této otravé se objevuji symptomy otravy jako je poceni, slinéni, slzeni,
zvraceni, prajmy, pokles krevniho tlaku, poruchy vidéni. Pozdé&ji se mohou objevit
dychaci obtize. Pfi vySSi pozité davce a bez zasahu lékafl hrozi smrt. Doba latence
je maximalné dvé hodiny. Muskarinovy syndrom je zpUsoben toxinem muskarinem.
Zpusobuiji jej pfedevsim vidknice a strmeélky. Pfi terapii se provadi vyplach Zaludku a

podani atropinu. Progndza zavisi od pozitého mnozstvi.
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2.2.3 Psilocybinovy syndrom (psychotropni)

Objevuji se individualni psychické zmény, predevSim zrakové a sluchove
halucinace, zmény vnimani Casu a prostoru, stfidani nalad. Dale dochazi ke
zrychleni tepu a zvySeni krevniho tlaku. Pfiznaky kulminuji 1,5 hodiny po poziti a
zcela mizi po 6 - 12 hodinach. Nékdy se pfiznaky vraceji bez dalSi konzumace houby
(tzv. flash-back) i nékolik tydn az mésicu po poziti. Doba latence je 20-60 minut. Pfi
terapii se pouzivaji sedativa, napfiklad diazepam. Syndrom zpulsobuji lysohlavky,

které obsahuji toxiny psilocybin a psilocin. Prognéza je dobra.

2.2.4 Mykoatropinovy syndrom

Mezi symptomy patfi nevolnost, zvraceni, bolesti hlavy, buSeni srdce,
rozSifené zorni¢ky. Objevuji se také zmény chovani a halucinace. Pfiznaky obvykle
vymizi do druhého dne. Doba latence je pul hodiny az tfi hodiny. Mykoatropinovy
syndrom vyvolavaji pfedevSim muchomurky €ervena a tygrovana obsahujici toxiny
muscimol a kyselinu ibotenovou. Pfi terapii se pouziva Zalude¢ni vyplach a aktivni

uhli. Prognéza je relativné dobra.

2.2.5 Faloidni syndrom
trvajici az dva dny. Poté dochazi k nevratnému posSkozeni jater. PFi vySSi davce a
bez |lekafské pomoci nastava smrt po péti az Sesti dnech od intoxikace. Doba latence
je 6 - 48 hodin. Faloidni syndrom zpuUsobuji amatoxiny (amanitin) a falotoxiny
(faloidin) muchomurky zelené a muchomurky jarni.

Toxiny jsou vychytavany v jatrech. Nasledné jsou vylu¢ovany ZIu¢i a poté
koluji v enterohepatalnim obéhu. Toxiny se v bunkach vazi na enzym RNA
polymerazu, ktera je nezbytna pfi procesu proteosyntézy. Toxiny RNA polymerazu
inaktivuji, ¢imZ zastavi proteosyntézu. Burika nésledné umird po spotfebovani jiz
vytvorenych proteinu.

PFi terapii se vyvolava zvraceni, provadi se vyplach Zaludku, podava se

Zivocisné uhli. Poslednim FeSenim je transplantace jater. Prognoza je Spatna. Preziti
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je pouze u 10-20 % pfipadu. Uvadi se, Zze az 85 % amatoxinu se vylu€uje ledvinami
v nezménéné podobé. PoSkozeni ledvin je tedy spiSe podminéno dehydrataci

organismu.

2.2.6 Orellaninovy syndrom

Prvotnim symptomem je zvySena tvorba modci. Pozdéji naopak snizend az
zcela zastavena tvorba moci. Dale se objevuje sucho v Ustech, bolesti Zaludku a
zvraceni. Smrt mize nastat nasledkem poSkozeni ledvin. Doba latence je 2-17 dni.
Syndrom zpulsobuje pavucinec plySovy obsahujici toxin orellanin. Pfi terapii se
provadi hemodialyza. Prognéza je Spatna.

2.2.7 Gyromitrinovy syndrom

Symptomy jsou opét nevolnost, bolesti hlavy a bficha, zvraceni. Pozdéji
dochazi k selhani krevniho obéhu, k otoku mozku a selhani jater. Doba latence je
5-10 hodin. Tento syndrom zpUsobuje ucha¢ obecny obsahujici toxin gyromitrin. Pfi
terapii se provadi vyplach Zaludku, podava se ZzivociSné uhli a intravendézné se

aplikuje pyridoxin. Prognéza je nejista. > °

2.3 Houbové toxiny

Jako houbové toxiny je oznacovana velmi obsahla a rlznoroda skupina
chemickych latek obsaZzenych v houbé&ch, které po poZziti zpusobuji symptomy otravy
vedouci k méné ¢&i vice zadvaznému ohroZeni zdravi a Zivota Clovéka.

Struktury rdznych houbovych toxind jsou vysoce variabilni. Nejvice toxické
amanitiny maji unikatni strukturu bicyklického oktapeptidu. Amatoxiny maji
molekulovou hmotnost kolem 900 Da. V Cistém stavu tvofi bilé krystaly, které z deseti
procent obsahuji krystalové vazanou vodu. Jsou rozpustné ve vodé, v metanolu,
v dimethylsulfoxidu a dimethylformamidu. Méné rozpustné jsou také v etanolu a

vysSich alkoholech.
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Nejsou rozpustné v méné polarnich organickych rozpoustédlech, jako jsou
chloroform, diethylether a toluen. Tryptofanové jadro amanitini substituované sirou
absorbuje UV zafeni s maximem pfi vinové délce 305 nm. %°

Falotoxiny maji strukturu podobnou struktufe amanitind. Strukturné se jedna o
bicyklické heptapeptidy. Falotoxiny se specificky vazi na F-aktin a tim inhibuji
konverzi F-aktinu na G-aktin. Tim je naruSena dynamicka rovnovaha mezi F a G
formou aktinu, ktera je nezbytna pro Zivot a spravnou funkci buriky. *’ Falotoxiny se
vSak nevstifebavaji z gastrointestinalniho traktu. Proto pfi peroralni otravé &lovéka
nehraji vyznamnou roli. AvSak pfi intravendzni €i subkutanni (podkozni) aplikaci maji
podobné G&inky na buriky jako amanitiny. *

MenSi toxicitu vykazuji toxiny strukturné sloZzené z aminokyselin jako jsou
koprin, kyselina ibotenova ¢i kyselina tricholomova, coz je kyselina dihydroibotenova.
Dale jsou znamé toxiny strukturné odvozené od alkyl-kyselin. Pfikladem je kyselina
agarova. Tento typ toxind vykazuje nizkou toxicitu. DalSi skupinou jsou toxiny
tryptaminového typu. Mezi tyto toxiny patfi bufotenin a psilocin, které jsou
charakteristické svym halucinogennim efektem.” V muchomurce d&ervené se
vyskytuje ve vétsi mife také muskazol. Jedna se o isomer CetnéjSiho a znaméjsiho

muscimolu. *°

Struktury vybranych houbovych toxinl jsou zobrazeny na obr. 3,4, 5,6 a 7.

NH. ,
HO N._ _OH

)
O O

Obr. 3: Struktura koprinu.
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Obr. 4: Struktura kyseliny agarové.
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Obr. 5: Struktura bufoteninu.
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Obr. 6: Struktura psilocinu.
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/ NH,
Obr. 7: Struktura muskazonu.

2.3.1 Alfa-amanitin a beta-amanitin

Alfa-amanitin i beta-amanitin jsou bezbarvé, nékdy slabé naZzloutlé krystalické
latky. Vyskytuji se v houbach rodu Amanita, jako je muchomdrka zelena (Amanita
phalloides), muchomrka bila (Amanita alba) a muchomdrka jizliva (Amanita virosa).
Alfa-amanitin a beta-amanitin jsou cyklické oktapeptidy, které obsahuji nékolik
netypickych aminokyselin. Struktura alfa-amanitinu je znazornéna na obr. 8.
Struktura beta-amanitinu je znazornéna na obr. 9. Molarni hmotnost alfa-amanitinu je
918,978 g/mol. Molarni hmotnost beta-amanitinu je 919,962 g/mol. Teplota tani obou

amanitind je 254-255°C. Jejich rozpustnost ve vod & je 1 g/l.
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Obr. 8: Struktura alfa-amanitinu.
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Obr. 9: Struktura beta-amanitinu.
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Alfa-amanitin je jednim z nejsilngjSich jedd. Amanitiny poskozuji jaterni buriky
hepatocyty. LDsq pro Clovéka je 0,1 mg/kg. Smrtelné davky alfa-amanitinu pro rdzné

zivoc€ichy jsou uvedeny v tabulce 1.

Tab. 1: Toxicita alfa-amanitinu pro razné Zivocichy pfi intraperitonealni aplikaci

(do bfisni dutiny). ?* (upraveno)

Pfedmét LDso mg/kg
Morce 0,05
Pes 0,15
Mys 0,2
Krysa 2
Zéba 15
Bakterie NepUsobi
Clovék 0,1 (oralné)

Mechanismus otravy alfa-amanitinem byl poprvé popsan Stirpem a Fiumem
vroce 1967.%° Hlavni molekularni mechanismus toxicity alfa-amanitinu je silna
inhibice RNA-polymerazy. °

Struktura RNA-polymerazy s navazanym alfa-amanitinem je znazornéna na
obr. 10.

Toxiny se rychle absorbuji z traviciho traktu, prvni pfiznaky se vSak projevi az
po poskozeni vétSiho poctu hepatocytl, coz je vétSinou 8 - 48 hodin po konzumaci. V
prvni fazi jde o nespecifické naruseni funkci travici soustavy. Na pocatku této faze
ma postizeny celkové potize jako je malatnost, nevolnost, zavraté, bolest hlavy,
mrazeni. Poté se dostavuji bolesti Zaludku, prudké zvraceni a silné prajmy, coz vede
k dehydrataci, demineralizaci a k obéhovému selhani. Pravé ob&hové selhani byva
pfi€ina amrti pfedevsSim u déti. Pokud pacient pFezije, dojde k vymizeni zvraceni a
prajmu.

Ve druhé fazi nastavaji poruchy Zivotné dulezitych organd. Dochazi k selhani
jater a ledvin. Od &tvrtého az patého dne se citi pacient subjektivné lépe. Objektivné
se zjiStuje zvétSeni a zvySena citlivost jater a polyurie. V lepSich pfipadech se
nemocny uzdravuje. V téZSich pfipadech nastava akutni selhani jater nebo selhani

funkce ledvin. Pfi velmi rychlém prubéhu se nestaci rozvinout Zloutenka a rozviji se
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jaterni kébma, které se projevuje apatii, bezvédomim, neklidem, tfesem, krecemi,
tachykardii, hypotenzi, rozSifenim zornic. Smrt nastava Ctvrty az sedmy den pfi
rychlém prabéhu otravy. PFi pomalejSim prab&hu nastava smrt osmy az dvanacty den
otravy. Otrava je smrtelnd aZ v 50 % pripadg. & *

Vyluéovani amanitini ledvinami je ¢asto neucinné. Amanitiny, které prosly
glomerularni filtraci, jsou ¢aste¢né reabsorbovany zpét do krevniho ob&hu. Amanitiny
tak mohou cirkulovat v krevnim obé&hu podstatné delSi dobu, neZ ostatni
nizkomolekularni latky, které nejsou reabsorbovany.

Alfa-amanitin  ma vSak také své vyuziti predevSim v biochemickych
laboratofich. Vyuzivad se pfi analyze RNA. Pomoci alfa-amanitinu byla napfiklad
provedena studie vedouci ke zjisténi, jakym zpasobem se RNA translokuje po

inkorporaci nukleotid(. *°

Obr. 10: Struktura elonga¢niho aparatu RNA-polymerazy s navazanym alfa-

amanitinem. Alfa-amanitin je znazornén fialovou barvou. *°
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Toxicky uc€inek amanitinl je mozné také vyuzit. Jak jiz bylo uvedeno, alfa-
amanitin blokuje funkci enzymu RNAP Il. Tento enzym se nachazi v eukaryotickych
burnikach. Alfa-amanitin je tedy vyuZitelny jako protiparazitické a protiplisfiové lé&ivo.
MuUze byt externé pouzit proti ektoparazitim. Byl vySetfovan toxicky ucinek alfa-
amanitinu na laboratorni mysi pfi intraperitonealni aplikaci (aplikace pfimo do dutiny
bfisni) a pfi aplikaci perkutanni (pfes kuZzi). Byl pouZit roztok alfa-amanitinu o
koncentraci 1mg/kg. K uréeni mnoZstvi toxinu v kazi, v ledvinach a v jatrech byla
pouzita metoda HPLC. Ve skupiné mysi, kterym byl alfa-amanitin podan perkutanné
nebyl stanoven. Ve skupiné mysi, kterym byl toxin podan intraperitonealné vsak alfa-
amanitin stanoven byl. Vysledky experimentu ukézaly, Ze alfa-amanitin nebyl
absorbovan pres kuzi mysi a tedy, Ze perkutanni aplikace toxinu nema zadny toxicky
Gcinek na organismus. Alfa-amanitin podavany perkutanni aplikaci mize byt pouzit
pro terapeutické tgely. **

Ziskat amatoxiny je velmi obtizné. Houby rodu Amanita je obvykle
problematické vypéstovat. Rostou velmi pomalu a produkuji bud velmi mélo nebo
dokonce Zzadné amatoxiny. NejefektivnéjSi a nejlevnéjSi zpulsob, jak ziskat
amatoxiny, je nasbirat houby rodu Amanita v jejich pfirozeném prostfedi a amatoxiny

nasledné extrahovat a purifikovat. *’

2.3.2 Kyselina ibotenova

Kyselina ibotenova je chemicka sloucenina pfirozené se vyskytujici predevsim
v muchomarce ¢ervené a v muchomarce tygrované. Jedna se o toxin velmi podobny
neurotransmiteru kyseliné glutamové. Diky této podobnosti ve struktufe ma kyselina
ibotenova silné neurotoxické uc€inky. Po poziti je rychle vstfebana z
gastrointestinalniho traktu. Kyselina ibotenovd je nésledné transportovana pres
hematoencefalickou bariéru aktivnim transportnim mechanismem. Pasobi priméarné
na CNS, kde se chova jako agonista pfirozeného neurotransmiteru. Kyselina
ibotenova tak napodobuje kyselinu glutamovou a silngji se vaZze na NMDA receptor.
Prvni symptomy se objevuji po 120 minutach. Dochazi k Gtlumu CNS. Pacient je
otupély, objevuji se naboZenské halucinace a hyperkinetické chovani. Otrava

vétsinou nevyusti v poskozeni Zivotné duleZitych organa. ** 1
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Prahova hodnota koncentrace kyseliny ibotenové pro pozorovani poruch CNS
je 30-60 mg. Tato davka je dostupna v jedné houbé& Amanita muscaria nebo Amanita
pantheria. %

Struktura kyseliny ibotenoveé je znazornéna na obr. 11. Jeji molarni hmotnost
je 158,11 g/mol. Teplota tani je 151-152° C. Je dob fe rozpustna ve studené vodé a
v metanolu. *** Primérny obsah kyseliny ibotenové v muchomdrce &ervené byl
stanoven na 100 ppm &erstvé hmoty. *°

U Clovéka je podstatnd cCast kyseliny ibotenové vylouCena v nezménéné
podobé moci. Pokud je pozita kyselina ibotenova, tak prakticky nedochazi
k vylu€ovani muscimolu. Ale po konzumaci Amanita muscaria, ktera obsahuje
kyselinu ibotenovou i muscimol, byl muscimol v moc¢i detekovan. Kyselina ibotenova
je vylu€ovana télem velmi rychle a to po 20-90 minutach od konzumace. Nejvice
symptomu otravy se objevuje po 30-90 minutach od konzumace. Symptomy dosahuji
své nejvétsi intenzity v okamziku, kdy je vétSina zkonzumované kyseliny ibotenové

vylougena.

O
OH

N\ / NH,

HO

Obr. 11: Struktura kyseliny ibotenové.
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2.3.3 Muscimol

Muscimol doprovazi kyselinu ibotenovou v muchomirce d&ervené i
muchomdrce tygrované. Oba toxiny byly poprvé izolovany ve Svycarsku, Anglii a
Japonsku béhem let 1960-1964. Muscimol je strukturnim derivatem GABA. Struktura
muscimolu je znazornéna na obr. 12. Muscimol muaze vznikat spontanni
dekarboxylaci kyseliny ibotenové. Stejnym zplsobem — dekarboxylaci — vznika také
GABA z kyseliny glutamové. Tato dekarboxylace vSak neprobiha spontanné, ale za
G&asti enzymu glutaméatdekarboxylasy. %

Obé zminéné dekarboxylace jsou znazornény na obr. 13 a 14.

N
\ NH,
HO

Obr. 12: Struktura muscimolu.

(o]0 Py
CH-NH,* CHyNH,*
spontinni

T T 0
HO N elarboxylce N

5 a o ! Muscimol
Kyselina ibotenovi

Obr. 13: Spontanni dekarboxylace kyseliny ibotenové na muscimol.

-23 -



Go
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Kyselina glutamova

Obr. 14: Enzymaticka dekarboxylace kyseliny glutamové na GABA.

Muscimol, stejné jako kyselina ibotenova, pusobi na CNS. Evokuje
halucinace, delirium, svalové kie€e. Muscimol napodobuje pfirozeny neurotransmiter
GABA, vaze se na receptor mnohem silngji a vykazuje tak vyrazny efekt na CNS.
Prahova hodnota mnoZstvi muscimolu pro pozorovani pfiznakd poruch CNS je
6 mg.*

VétSina muscimolu, ktery je absorbovan do krevniho fecisté mysi, je vyloucen
moci do Sesti hodin od intraperitonealni aplikace. Jedna tfetina je vyloucena
v podobé muscimolu, jedna tfetina v podobé kationtového konjugatu a jedna tfetina
v podobé oxidagniho produktu. >

Obsah muscimolu v muchomurce &ervené byl stanoven na méné nez 3 ppm

erstvé hmoty. *°

2.3.4 Muskarin

Muskarin byl poprvé izolovan roku 1869 z muchomurky ¢ervené. Dlouho byl
povaZzovan za hlavni aktivni latku téchto hub. Strukturné se jedna o polarni, hydrofilni
kvartérni amoniovou sl s dalezitou biologickou aktivitou.

Muskarin pasobi na tu ¢ast periferniho nervového systému, ktera vyuziva
acetylcholin jako mediator na postgangliovém zakond&eni parasympatickych vidken.'®
Muskarin se vaze na muskarinové acetylcholinové receptory. Tyto receptory jsou
aktivovany pravé muskarinem. V téle se vyskytuje mnoho muskarinovych receptord,

které na podrazdéni acetylcholinem reaguiji kontrakci svalového viakna. Muskarinovy
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receptor zpomaluje frekvenci srde¢nich stahu, podporuje ¢innost zlaz s vnitfni i vnéjsi
sekreci a ovliviuje stahy hladké svaloviny v cévach a v mocovém a dychacim
systému. Muskarinové receptory M3R byly odhaleny na nékterych burkéach tlustého
stfeva. Tyto receptory spoustéji v jadie rychlejSi déleni bunék. Maji-li tkané tlustého
stfeva vétSi nachylnost ke vzniku novotvaru (geneticka dispozice, koufeni, Casta
konzumace uzenin), maze acetylcholin spustit nezadouci proliferaci rakovinnych
bunék. 26, 27, 28

Symptomy otravy zahrnuji pfedevSim nejasné vidéni, zvySené slinéni,

zpomaleni srde¢ni ginnosti. *® Struktura muskarinu je znazornéna na obr. 15.

T
UN

HaC™ CH
H4C O J "

OH

Obr. 15: Struktura muskarinu.

2.4 Identifikace a stanoveni houbovych toxin U

2.4.1 Identifikace a stanoveni alfa a beta-amanitinu

Pro identifikaci a stanoveni alfa a beta-amanitinu bylo vyvinuto mnoho metod
a technik. Tyto metody se liSi kvalitou separace analytli, nejmenSim mnozZstvim, které
Ize danou metodou stanovit a v neposledni fadé také cenou analyzy. Napfiklad
vysokoucinné kapalinové chromatografy s hmotnostni detekci jsou pomérné drahé
pfistroje a nejsou tak dostupné v kazdé laboratofi.

Dfive byla ¢astou metodou stanoveni amanitind metoda RIA. Amanitiny byly
znageny pomoci isotopu jodu 21, ktery méa vak kratky pologas rozpadu. 3% *°

-25 -



Homann et al. detekovali amanitiny v moci 15-letého chlapce, ktery se pokusil
0 sebevrazdu konzumaci jedovatych hub, metodou RIA. Amanitiny byly detekovany
jiz 90 minut po poZiti hub v Zaludec¢ni tekutiné a v moci. Takto brzka detekce toxinu je
dikazem jejich rychlé absorpce zintestinalniho traktu a nasledné extrakce
ledvinami.*®

Mezi nejlevnéjsSi a nejjednodussSi metody stanoveni patfi metoda TLC. Jiz
v roce 1965 byly alfa, beta i gama-amanitin stanoveny tenkovrstevnou chromatografii
na silikagelu. Jako mobilni faze byl pouzit roztok methyl-ethylketon:metanol (1:1).
Tato metoda poskytla velmi G¢€innou separaci vybranych toxinG. Chromatograficka
separace ve smeési n-butanol:kyselina octova: voda (4:1:1) byla méné Uspésna, ale

retenéni faktory toxin(i byly stejné jako v pfipadé prvni vy$e zminéné separace. 2% *

Tab. 2: TLC amanitint extrahovanych z Amanita phalloides a z Galeria

marginata *° (upraveno).

MF 1 MF 2
A. phalloides G. marginata | A. phalloides | G. marginata
Toxin _Re | cre | R | Cra_ | Re [ ___ Re
a-amanitin 0,20 e 0,18 Stopy 0,17 0,17
B-amanitin 0,38 B 0,36 B 0,20 0,19
y-amanitin 0,51 | stopy | 0,48 A 0,27 0,27

MF 1 = methyl-ethylketon:metanol (1:1)
MF 2 = n-butanol:kyselina octova: voda (4:1:1)

C rel = relativni koncentrace
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Struktura amanitin obsahuje aromatické jadro, coz se da vyuzit pro UV
detekci téchto latek. Muraoka et al. stanovili alfa a beta-amanitin za pouZiti RP-
HPLC. Pouzili gradientovou eluci. Toxiny byly detekovany za pouziti detektoru
diodového pole. Byly sledovany vinové délky voblasti 210 a? 500 nm.*

Chromatogram amanitint s UV detekci ukazuje obr. 16.

|
a-amanitin
g l
"a)
(=)
a
(5]
¥
_g B-amanitin
Q
= !
E L-*—w
& J
1 | | | 1

10 20 30

Retenc¢ni cas

Obr. 16: Chromatogram intracelularniho alfa a beta-amanitinu izolovaného z

Galeria helvoliceps.*! (upraveno)

Metodu RP-HPLC s UV detekci pro identifikaci a kvantifikaci alfa a beta-
amanitinu vytvorili také Jehl et. al. PouZili isokratickou eluci a spektra zaznamenavali
pFi vinové délce 280 nm. Tato metoda vykazovala LOD 10 ng/ml pro oba toxiny.*
Clarke et al. stanovovali amatoxiny z A. phalloides pomoci HPLC-UV-TOF/MS. Tato
metoda byla rychle zavedena pro detekci amatoxinl a falotoxin pomoci
chromatografie s TOF analyzdtorem a UV technikou pro semikvantitativni analyzu.
Bylo zjisténo, Ze druhy hub A. muscaria, A. rubescens a A. citrina obsahuji méné nez

1 mg/kg amatoxinG a falotoxinu. Proto také tyto druhy hub nezpusobuji smrtelné
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otravy.*®* Na obr. 17 je ukédzka chromatogramu z TOF/MS analyzy toxinQi z A.

phalloides.
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14-
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Obr. 17: Chromatogram extraktu z A. phalloides. ** (upraveno)

Maurer et al. vyvinuli LC/ESI-MS metodu pro stanoveni alfa a beta-amanitinu
v moci. Toxiny byly analyzovany jednak po SPE extrakci a jednak po IAE extrakci.
Jako mobilni faze byla pouzita smés metanol:octan amonny (70:30). Touto metodou
bylo dosazeno LOD 2,5 ng/ml a LOQ 5 ng/ml. %’

Amatoxiny je mozné také detekovat elektrochemicky, jak vyplyva z prace
Defendenti et al. Vyvinuli a validovali LC metodu s elektrochemickou detekci pro
stanoveni alfa-amanitinu v moci. Extrakty byly separovany isokraticky na reverzni fazi
C18. Mobilni faze byla sloZzena z 0,005 M fosfatového pufru pH 7,2 a acetonitrilu
(90:10). Coulometricka detekce bylo provedena vloZenim oxida¢niho potencialu 500
mV na porézni uhlikovou elektrodu. Touto metodou bylo stanoveno az 10 ng/ml alfa-

amanitinu. * Chromatogram vzorku mog¢i je zobrazen na obr. 18.
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b alfa-amanitin
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arn: 1

Obr. 18: Chromatogram vzorku moci intoxikované osoby obsahujici 28 ng/ml

alfa-amanitinu. * (upraveno)

DalS$i moZnosti stanoveni amatoxini je vyuZiti elektroforézy. Kapilarni
zénovou elektroforézou stanovili alfa a beta-amanitin napfiklad Robinson-Fuentes et
al. Toxiny byly detekovany v moci a cela analyza trvala méné nez 7 minut. Jako
elektrolyt byl pouzit 0,01 M boréatovy pufr pH 10. Toxiny byly detekovany pomoci PDA
detektoru pfi vinové délce 214 nm. Tato metoda dosahla hodnoty 1,5 ng/ml LOD

a 5 ng/ml LOQ. ** Elektoforegram alfa a beta-amanitinu je znazornén na obr. 19.
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Obr. 19: Elektroforegram moci (blanku) a moci spikované alfa a beta-

amanitinem. ** (upraveno)

Ackoli existuje velké mnozZstvi metod, které mohou byt pouZity ke stanoveni
amanitina v biologickych vzorcich, je nutné si uvédomit, Ze kazd4d metoda ma své
nedostatky. LC-MS instrumentace nejsou dostupné v kazdé laboratofi a ne vSechny
metody napliuji pozadavky na citlivost, pfesnost, specifi€nost, jednoduchost
provedeni a ¢asovou nenaro¢nost. Nékteré metody pouZivaji pfi analyze toxické
latky, jako je napfiklad ethidium bromid. Tato latka je pouZzita v praci Vlaskina et al.
Byla pouZzita interakce ethidium bromidu a amanitinu na stanoveni amanitinu pomoci

fluorescence. 3* *°

2.4.2 ldentifikace a stanoveni muscimolu a kyseliny ibotenové

Navzdory mnoha studiim, které se vénuji analyze halucinogennich latek, které
mohou byt identifikovany v télnich tekutinach, je zde potfeba velmi rychlé a
nizkonakladové metody pro stanoveni nejraznéjSich latek. Toto téma je o to
dalezitéjsi, jak roste popularita halucinogennich hub a jak je snadny pfistup k témto
prirodnim a nezakézanym stimulantam. °

Poliwoda et al. stanovili muscimol a kyselinu ibotenovou pomoci kapilarni
elektroforézy. Jako elektrolyt byl pouzit 25 mM fosfatovy pufr pH 3 s 5% obsahem

ACN (V/v).
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Muscimol a kyselina ibotenova byly identifikovany pomoci UV spektra a
migra¢nich ¢asu. Byl pfiddn vnéjSi standard. Na obr. 20 je znazornén
elektroforegram extraktu s pfidavkem vnéjSiho standardu. LOD pro muscimol byl 1,8

ug/ml a pro kyselinu ibotenovou 1,5 pug/ml. #*
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Obr. 20: Elektroforegram extraktu z A. muscaria s pfidavkem vnéjSiho
standardu. Detekce UV pfi 214 nm. Pik 1 je muscimol, pik 2 je vnéjsi standard, pik 3

je EOF a pik 4 je kyselina ibotenova. **

Po derivatizaci je mozné tyto analyty stanovit také metodou GC/MS, kterou
popsali Stfibrny et al. Pro extrakci alkaloidd z moc€e byl pouZit silny katex (Dowex 50).
Eluce a derivatizace byla provedena vjednom kroku a to pouzitim ethyl-
chlormrave€¢nanu ve vodném roztoku hydroxidu sodného s pfidavkem etanolu a
pyridinu. Jako vnitfni standard byl pouZit cykloserin. Celkovy €as analyzy byl 20
minut. Hmotnostni spektra muscimolu a kyseliny ibotenové jsou zobrazena na obr.

21 a 22. Tato metoda poskytla LOD pro oba analyty 1 pg/ml. #?

-31 -



Relative Abundance
& 8 B

g

= 185
141
215 | 256
112 114 s|
5 Iﬁ‘ 7 g8 2 1 ™
ol sl JA ¥ s B J24 . AZO 28 30 30 s as wm s mo 4w sm
150 00 as0

.........

T T T
o] 50 400 450 500
iz

Obr. 22.: Hmotnostni spektrum derivatizované kyseliny ibotenové. *?

Muscimol a kyselina ibotenova byly stanoveny také pouZzitim iontové-vyménné
chromatografie. Jako stacionarni faze byla pouzita C18 reverzni faze. Mobilni fazi byl
vodny roztok 5 mM octyl-amonium fosfatu. UV-spektrofotometrick& detekce byla
provedena pfi 230 a 254 nm. Detek&ni limit byl 18 pug/ml pro kyselinu ibotenovou a 30
ug/ml pro muscimol. 43

Byla popsdna metoda tandemové hmotnostni spektrometrie LC-MS/MS. Byla
pouzita gradientova eluce, kde jako slozka A mobilni faze byla pouzita 0,5% kyselina

mravenci a jako sloZzka B byl pouzit ACN s obsahem 0,5% kyseliny mravenci.
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Chromatogramy pro ibotenovou kyselinu a muscimol jsou znazornény na obr.
23.4

1E+2 +
9E+1
BE+1 4
TE+1 4
BE+1 4
SE+1 +
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Obr. 23: Chromatogramy pro ibotenovou kyselinu a muscimol ze vzorku séra

intoxikovanych pacient. **

Primarné pouzivanou metodou pro detekci muscimolu a kyseliny ibotenové je
hmotnostni spektrometrie. DulezZité jsou vSak i specialni metody detekce. Nedavno
publikovanou metodou je NMR metoda stanoveni muscimolu a kyseliny ibotenové
v moci. Pomoci NMR Ize detekovat pfiblizné 40 riznych latek v lidské modi. Byla
pouzita *H NMR spektroskopie pii protonové frekvenci 58 MHz. Signal NH protontl
moce a protonu vody potladoval signaly analytl. Z tohoto divodu byla provedena
optimalizace ¢asu michani (dalezity parametr v 1D-NOESY NMR experimentu, ktery
byl pouzit), kdy byl hledan takovy Cas, pfi kterém dojde k nejvétSimu zeslabeni
signalu moce a vody. Tento ¢as byl stanoven na 600 ms. Na obr. 24 je znazornén
vliv ¢asu michani na zeslabeni signalu moce. Mez detekce pro muscimol byla 13

ug/ml a pro kyseliny ibotenovou 30 ug/ml. %°
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Obr. 24: Vliv zvySovani ¢asu michani na zeslabeni signalu moci pro (a)
muscimol (singlet pfi 5,86 ppm) a pro (b) kyselinu ibotenovou (singlet pfi 5,88 ppm) *°

(upraveno)

2.4.3 ldentifikace a stanoveni muskarinu

Jiz vroce 1969 byl muskarin identifikovan a stanoven metodou plynové
chromatografie. *°

V roce 1981 Stijve popsal stanoveni muskarinu z druhl Inocybe a Clitocybe.
Metanolicky extrakt téchto hub byl analyzovan vysokoucinnou tenkovrstevnou
chromatografii. Pro detekci bylo pouzito modifikované Dragendorfovo d¢inidlo.
Muskarin byl detekovan jako oranZova stopa s retenénim faktorem 0,55. %°

Brown et al. publikovali stanoveni muskarinu pomoci papirové chromatografie,
kde bylo pro detekci muskarinu pouZito Thiesovo a Reuthersovo &inidlo. #’

Muskarin v moc¢i byl stanoven také metodou LC/MS. Metoda zahrnuje SPE
extrakci muskarinu z moc€i za pouZziti kolonky Strata X-CW. Separace muskarinu bylo
dosazeno v ¢ase 16 minut na reverzni fazi Gemini C18. Mobilni faze se skladala
zvodného roztoku Kkyseliny heptafluormaselné a z acetonitrilu. Byla pouZita
gradientova eluce. Detekovana byla hmota m/z 174 pro muskarin a hmota m/z 216
pro acetylovany muskarin jako vnitfni standard. Dosazené LOD a LOQ byly touto
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metodou velmi nizké. LOD bylo 0,09 ng/ml a LOQ bylo 0,3 ng/ml. Chromatogram

muskarinu izolovany z pacientovy moéi je na obr. 25. 4

{x100.000)
{1700 (1.00)

5.6

10

2 Q Muscarine

1.4
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0.0 25 50 75 10.0 12.5 150  min

Obr. 25: LC/MS analyza pacientovy mogi. *8

2.4.4 ldentifikace a stanoveni muscimolu, kyseliny ibotenové a
muskarinu jednou metodou

Simultanni stanoveni muscimolu, kyseliny ibotenové a muskarinu bylo
prozatim popsdno dvéma metodami. Prvni metodou je kapilarni elektroforéza
s hmotnostnim detektorem (CE-ESI-MS/MS). Hmotnostni detektor byl vybaven
trojitym kvadrupolovym analyzatorem. VSechny tfi houbové toxiny byly separovany
béhem 24 minut a dosahovaly LOD vfadu nanomoll. Napéti pro separaci bylo
nastaveno na 27 kV. Elektroforegram studovanych analytti je znazornén na obr. 26.°
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Obr. 26: Elektroforegram (MRM maod) studovanych analytd. Koncentrace
muscimolu a kyseliny ibotenové je 50 ng/ml a muskarinu 500 ng/ml. Blank je

deionizovana voda. #°

Druha studie se zabyva stanovenim kyseliny ibotenové, muscimolu a
muskarinu metodou kapalinové chromatografie (LC-MS). Extrakce analytd byla
provedena pomoci Strata X-CW a Discovery SCX SPE kolonek. Separace byla
provedena na koloné Gemini C18 (150 mm x 2 mm; 5 um). Jako mobilni faze byla
pouzita 8 mM heptafluormaselna kyselina. Retenéni ¢as pro kyselinu ibotenovou byl
2,6 minuty, pro muscimol 4,6 minuty a pro muskarin 14,2 minuty. LOD dosazené
touto metodou byly 50 ng/ml pro kyselinu ibotenovou, 40 ng/ml pro muscimol a 3

ng/ml pro muskarin. >°

2.4.5 Identifikace a stanoveni kyseliny ibotenové, muskarinu,

amatoxinu a falotoxint jednou metodou

Na stanoveni muscimolu, kyseliny ibotenové, muskarinu, alfa a beta-
amanitinu, faloidinu a falacidinu byla vyvinuta jednoducha a rychla metoda LC-TOF-
MS. Toxiny byly extrahovany 0,5% kyselinou mravenc¢i v roztoku metanolu a vody a
purifikovany  na  Oasis HLB kolonkach. Separace probihala  na
pentafluorfenylpropylové koloné. Mobilni faze byla sloZzena z 0,1% kyseliny mravenci

a metanolu. Hmotnostni spektra byla méfena v pozitivnim modu. Latky byly
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ionizovany elektrosprejem. Detekéni limity toxind ve vzorcich hub byly vrozmezi
0,0098 — 4,9 ug/ml. Metoda je tedy dostatecné citlivA pro vySetfovani pfipadl
souvisejicich s otravami z jidla. Chromatogramy extrahovanych analytd jsou

znazornény na obr. 27. >
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Obr. 27: Chromatogramy vzorkl ziskanych extrakci z hub. Kyselina ibotenova
a muscimol byly ziskany z Amanita pantheria (20x zfedéno). Alfa-amanitin, beta-

amanitin a faloidin ziskany z Amanita virosa (100x zfedéno). >*

-37-



3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Metanol (HiPerSolv Chromanorm)
Acetonitril (Fluko Analytical)
Deionizovana voda (Milli-Q-Reference)
Kyselina mravenci (Sigma-Aldrich)
Hydrogenuhli¢itan sodny (Lachema Brno)
Octan sodny (Sigma Aldrich)

Kyselina octova (Sigma Aldrich)

Hydroxid sodny (Sigma Aldrich)
Standard: Alfa-amanitin (Sigma Aldrich)
Standard: Beta-amanitin (Sigma Aldrich)

3.2 Biologicky material

Muchomurka zelena

Vzorky moce

3.3 Instrumentace a metody

Vysokoucinny kapalinovy chromatogram Waters Acquity

Hmotnostni spektrometr s ionizaci elektrosprejem a trojitym kvadrupolovym
analyzatorem Waters Xevo TQD

Chromatograficka kolona Acclaim ™ RSLC 120 C18; 2,2 um 120 A% 2,1 x 100

mm; Dionex bonded silica products
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Parametry ionizace elektrosprejem byly optimalizovany pro ziskani nejvyssiho
signalu na smésném standardu alfa-amanitinu a beta-amanitinu o koncentraci 100
ng/ml. Jako rozpoustédlo byl pouZzit 50% vodny roztok metanolu. Optimalizace byla
méfena v zaporném rezimu ionizace. Byly optimalizovany tyto parametry: teplota
desolvatace, pratok desolvataéniho plynu, teplota na zdroji, napéti na vstupnim
kuZelu, napéti na sprejovaci kapilafe a kolizni energie. Optimalizace parametra je

zndzornéna v tabulce 3.

Tab. 3: Optimalizace parametrt ESI ionizace.

Parametr Rozmezi optimalizace | Interval | Vybrana hodnota
Teplota desolvatace 200 - 650 °C 100 °C 600 °C
Napéti na sprejovaci kapilare 1-3kv 1 kv 2 kv
Pratok desolvataéniho plynu 200 - 1000 I/hr 200 I/hr 400 I/hr
Teplota na zdroji 100, 150 °C - 150 °C
Napéti na vstupnim kuzelu 10-60V 1oV 30V
Kolizni energie 10-35V 5V 35V

Separace alfa-amanitinu a beta-amanitinu byla provedena gradientovou eluci
na koloné Acclaim RSLC 120 C18. Mobilni faze byla sloZzena z 0,5% vodného
roztoku kyseliny mravenci (A) a 100% acetonitrilu (B). Profil gradientu pro alfa-
amanitin je uveden v tabulce 4 a pro beta-amanitin v tabulce 5. Zpomaleni pratoku
z 0,6 ml/min na 0,2 ml/min v ¢asech 2,27 - 2,61 minut pro alfa-amanitin a 2,32 — 2,81
minut pro beta-amanitin mélo za cil zvySit odezvu na tyto analyty zvySenim poctu
skend béhem jejich eluce. Pfi spole€ném méfeni amanitind jednou metodou nedoslo
k jejich Uplné separaci. V metodé na beta-amanitin interferuje izotopicky pik alfa-
amanitinu o0 m/z 918 a uméle tak zvySuje plochu beta-amanitinu. Tato interference je
feSena matematickou korekci, ktera je popsana nize pfi kvantifikaci amanitinG

v reélnych vzorcich.
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Tab. 4: Profil gradientu pro alfa-amanitin.

¢as
[min] | pratok [ml/min] | A [%] B [%]
0 0,6 98 2
1 0,6 98 2
2,25 0,6 69,7 30,3
2,27 0,2 68 32
2,60 0,2 68 32
2,61 0,6 68 32
5,20 0,6 10 90
5,50 0,6 98 10

Tab. 5: Profil gradientu pro beta-amanitin.

cas

[min] | pratok [ml/min] | A [%] B [%]

0 0,6 98 2

1 0,6 98 2

2 0,6 69,7 30,3
2,32 0,2 68 32
2,80 0,2 68 32
2,81 0,6 68 32
5,20 0,6 10 90
5,50 0,6 98 10

Kvantifikace alfa-amanitinu a beta-amanitinu byla provedena metodou
kalibra¢ni kfivky za pouZiti vodného roztoku kyseliny dinitrobenzoové o koncentraci
0,2 pg/ml jako interniho standardu. Amatoxiny byly analyzovany metodou MRM
(multiple reaction monitoring), kdy byly sledovany dva nejintenzivnéjSi produktové
ionty v koliznim spektru. Kolizni energie &inila 35 V. Byly vybrany ionty o hodnotach
m/z 463,1 a 899,2 pro alfa-amanitin a o hodnotach m/z 463,1 a 900,2 pro beta-
amanitin.

Interni standard byl analyzovan metodou MS scan, kdy byly sledovany ionty v
rozsahu hodnot m/z 50 az 1000. Méfeni probihalo v zaporném maddu ionizace. Doba
kazdého skenu byla nastavena na 0,5 s.

Pro mérfeni kalibraéni zavislosti byly pfipraveny roztoky standardu alfa-
amanitinu a beta-amanitinu o koncentracich 10 ug/ml a 100 ng/ml. Jako rozpoustédlo

byl pouzit 50% vodny roztok metanolu. Z téchto zasobnich roztokd byly pfipraveny
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jednotlivé niz8i koncentrace vodnych roztokd standardd pro méreni kalibraéni
zavislosti. Koncentrace jednotlivych bodd kalibraéni kfivky byly 5, 10, 30, 100, 300 a
1000 ng/ml.

Opakovatelnost metody byla hodnocena z péti bezprostfedné po sobé
nasledujicich méfeni vodnych roztokd standardd alfa-amanitinu a beta-amanitinu o
koncentracich 30 ng/ml a 100 ng/ml.

Mez detekce a mez stanovitelnosti byla vypocitana ze smérnice kalibracnich

kfivek podle vzorce a také byla vyjadfena vizualné.

Pro méfeni alfa-amanitinu a beta-amanitinu z realného vzorku byl pfipraven
extrakt z muchomurky zelené a byla pfipravena houbova polévka z muchomarky
zelené. Bylo navaZzeno 1,3 g plodnice. Ktomuto substratu bylo pfidano 6 ml
deionizované vody a smés byla homogenizovana ve tfeci misce s tlou¢kem po dobu
tfi minut. Nasledné byl homogenizéat sonifikovan v ultrazvukové lazni pfi teploté 60°C
po dobu 10 minut. Homogenizat byl nasledné Zzfiltrovan a filtrat byl pouzit k SPE
extrakci.

K SPE extrakci byly pouzity kolonky WCX od firmy Waters. Kondicionace
kolonky byla provedena aplikaci 1 ml metanolu. Ekvilibrace byla provedena aplikaci 1
ml 0,1 M hydrogenuhli¢itanového pufru o pH 10 sobsahem vodného roztoku
dipeptidu (AlaPhe) o koncentraci 1 pg/ml. Pfidavek dipeptidu byl zvolen za ucelem
zvySeni navratnosti amatoxinl na WCX sorbentu. Poté byl aplikovan 1 ml filtratu
(extrakt z plodnice muchomurky zelené). Kolonka byla promyta 1 ml deionizované
vody a eluce byla provedena 1 ml 40% vodného roztoku metanolu.

Pro pfipravu houbové polévky bylo povareno pfiblizné 150 gramu brambor, 50
gramu ZampionUl, jedno vejce a 20 gramO muchomurky zelené. Celkovy objem
polévky byl jeden litr. SPE extrakce byla provedena stejnym zpusobem, jako
v pfipadé extraktu z muchomurky zelené.

Analyzovany byly také vzorky moce, které byly spikovany vodnym roztokem
alfa-amanitinu na koncentraci 5 ng/ml. Vzorky moce s definovanym obsahem alfa-
amanitinu byly extrahovany vySe popsanym zpusobem.

Byla provedena derivatizace amanitini dansylchloridem s cilem zjistit, zda
derivatizace nepovede ke zvySeni odezvy a tedy sniZeni detek&nich limitGd. Byl
pfipraven 0,1 M pufr NaHCO3; o pH 10. Bylo navazeno 5 mg dansylchloridu, ktery byl
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rozpustén v acetonitrilu o objemu 5 ml. Vysledna koncentrace dansylchloridu byla 1
mg/ml. Pro derivatizaci bylo smichano 250 ul roztoku dansylchloridu a 250 pl
pfipraveného pufru. Ktomuto roztoku bylo pfidano 5 ul roztoku alfa-amanitinu o
koncentraci 10 ug/ml. Vysledna koncentrace alfa-amanitinu tak byla 100 ng/ml.
Derivatizace probihala pfi teploté 65° C po dobu 5 minut. Analyzou derivatu alfa-
amanitinu v kladném rezimu bylo zjisténo, Ze vznikd pouze jednou dansylovany
derivat o m/z 1152,41. Byla vytvofena MRM metoda pro dansylovany alfa-amanitin,

kde byl sledovan produktovy iont disociace o m/z 259,1.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Pro stanoveni amanitinl byla vyvinuta LC-MS metoda vyuZzivajici trojity
kvadrupdl jako analyzator. Na obr. 28 je znazornéno MS spektrum alfa-amanitinu o
m/z 917 z pfimého néstfiku.

Metodou MS/MS byly zjistény produktové ionty disociace alfa-amanitinu a
beta-amanitinu, které byly pouzity pro jejich stanoveni v MRM moédu. MS/MS
spektrum alfa-amanitinu je zndzornéno na obr. 29 a beta-amanitinu na obr. 30. Pro
oba amanitiny byly pouzity produktové ionty o m/z 463 a déle ionty predstavujici
ztratu vody (m/z 899 pro alfa-amanitin a m/z 900 pro beta-amanitin).

4.1 Chromatograficka separace a hmotnostn é

spektromet ricka data standard

4.1.1 MS spektrum standardu alfa-amanitinu

alfa-amanitin
97

7

917

918
89 113

BT 175 W
1 293317 361
7. \ 49453 49751

69

relative abundance z

869 899
bl Wil Ml
950 1000
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Obr. 28: MS spektrum standardu alfa-amanitinu o koncentraci 10 ug/ml ve

vodé.
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4.1.2 MS/MS spektra alfa-amanitinu a beta-amanitinu

899
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Obr. 29: MS/MS spektrum standardu alfa-amanitinu o koncentraci 10 pg/ml ve
vodé. Zvyraznény jsou dva produktové ionty m/z 899 a m/z 463, které byly pouZity
pro MRM zaznam.
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Obr. 30: MS/MS spektrum standardu beta-amanitinu o koncentraci 10 ug/ml
ve vodé. Zvyraznény jsou dva produktové ionty m/z 900 a m/z 463, které byly pouzity

pro MRM zaznam.

4.1.3 MRM chromatogramy alfa-amanitinu a beta-amanitinu

MRM chromatogramy alfa-amanitinu a beta-amanitinu jsou zndzornény na
obr. 31 a obr. 32. Pfi chromatografické separaci byla pouzita gradientova eluce se
zménou rychlosti pritoku. V ¢ase eluce amanitint byla snizena rychlost pratoku z 0,6
ml/min na 0,2 ml/min, coZ vedlo ke zvySeni poc¢tu skent b&éhem eluce amanitind a tim
k naristu odezvy a snizeni LOD. Srovnani chromatogramu a odezev amanitina pred

snizenim rychlosti pritoku a po ném je znazornéno na obr. 34 a obr. 35. Odezva
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amanitinu snizenim rychlosti pratoku vzrostla vice nez trikrat. Méfeni probihalo za
pfidavku interniho standardu vodného roztoku Kkyseliny dinitrobenzoové o
koncentraci 0,2 pyg/ml. lontovy chromatogram interniho standardu je znazornén na
obr. 33.

943 Alfa-amanitin

8
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Obr. 31: MRM chromatogram alfa-amanitinu (m/z 917) o koncentraci 100

ng/ml ve vodé.
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Obr. 32: MRM chromatogram beta-amanitinu (m/z 918) o koncentraci 100

ng/ml ve vodé.
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3.48 Dinitrobenzoova
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Obr. 33: lontovy chromatogram interniho standardu kyseliny dinitrobenzoove

(m/z 211,1) o koncentraci 0,2 ug/ml ve vodé.

1 _
g kyselina

c

@

g

=

=]

@

-go 362 401

ko L T R T A T T T R T T | e R I e I I
i 0.50 1.00 1.50 200 250 3.00 3.50 400 450 5.00

248
100 -
8 26
=
]
=
=
=]
1]
g
g 080 = 100 = 120 = 140 = 160 180 200 = 220 = 240 = 260 280
= time [min]

Obr. 34: MRM chromatogram alfa-amanitinu o koncentraci 100 ng/ml pfi

konstantnim pratoku 0,6 mi/min.
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Obr. 35: MRM chromatogram alfa-amanitinu o koncentraci 100 ng/ml pfi

snizeni pratoku na 0,2 ml/min v dobé eluce alfa-amanitinu.
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4.2 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti byla stanovena dvéma zpusoby. Prvnim
zpusobem je vypocet meze detekce a meze stanovitelnosti pomoci matematickych

vzorcu:

LOD=(3,3x0)/s
LOQ=(10x0)/s

o0 = smérodatna odchylka useku kalibraéni pfimky

s = smérnice kalibraéni pfimky

Druhy zpusob urceni je vizualné z chromatogramu kalibrantl. LOD byl uréen
jako koncentrace kalibrantu, ktery poskytl pomér signalu kalibrantu a Sumu vyssi nez
tfi. LOQ byl ur€en jako koncentrace kalibrantu, ktery poskytl pomér signalu kalibrantu

a Sumu vysSi nez deset.

1a) LOD vypoétem

LODaita-amanitin = 33 ng/ml
LODgeta-amanitin = 27 ng/ml

1b) LOD vizualné
LODajta-amanitin = 5 ng/ml

LODpeta-amanitin = 10 ng/ml
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Obr. 36: Mez detekce — MRM spektrum alfa-amanitinu (m/z 917) o koncentraci
5 ng/ml.
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Obr. 37: Mez detekce — MRM spektrum beta-amanitinu (m/z 918) o

koncentraci 10 ng/ml.

2a) LOQ vypoctem
I-OQaIfa—amanitin =101 ng/ml
LOQbeta-amanitin = 83 ng/ml

2b) LOQ vizuélné
LOQuaita-amanitin = 30 ng/ml
LOQpeta-amanitin = 100 ng/ml
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Obr. 38: Mez stanovitelnosti — MRM spektrum alfa-amanitinu (m/z 917) o

koncentraci 30 ng/ml.
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Obr. 39: Mez stanovitelnosti — MRM spektrum beta-amanitinu (m/z 918) o

koncentraci 100 ng/ml.

4.3 Matricovy efekt

Pro zjiSténi vlivu matrice na vysledky méfeni byly zméfeny standardy alfa-
amanitinu ve vodé a vzorky extrahované moce spikované alfa-amanitinem na
celkovou koncentraci 100 ng/ml. Pro minimalizaci vlivu kolisani intenzity zdroje byl
pfidan interni standard, coZz byl vodny roztok kyseliny dinitrobenzoové o celkové
koncentraci 0,2 ug/ml. Porovnanim ploch pika alfa-amanitinu (vztazenych na plochu
piku standardu) méfenych ve vodé a v matrici bylo zjisténo, Ze matricovy efekt je
zanedbatelny. Byl pouzit Studentlv t-test shody aritmetickych prdmérd na hladiné
vyznamnosti a = 0,05. Aritmetické praméry normalizovanych ploch pikd byly
0,003600822 pro standard bez matrice a 0,002933766 pro vzorek s matrici.
Smérodatné odchylky byly 0,00141 pro standard bez matrice a 0,001019 pro vzorek

s matrici. Oba aritmetické priméry byly shodné. Z tohoto dlvodu byly kalibraéni
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kfivky a opakovatelnost méfeny na vodnych roztocich standard( alfa-amanitinu a

beta-amanitinu.
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Obr. 40: Matricovy efekt — MRM chromatogram alfa-amanitinu o koncentraci 100

ng/ml ve vodé.

240_

[=]
P
=
E

050 | 100 150 200 250 3.00 3.50 4.00 450 5.00 5.50
fime [min]

relative abundance =

Obr. 41: Matricovy efekt — MRM chromatogram extraktu moce spikované alfa-

amanitinem na koncentraci 100 ng/ml.
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4.4 Opakovatelnost

Opakovatelnost byla vyhodnocena z péti po sobé& nasledujicich méfeni
standardd alfa-amanitinu a beta-amanitinu o koncentracich 30 ng/ml a 100 ng/ml.
Hodnoty byly testovany Dean-Dixonovym testem odlehlych hodnot na hladiné
vyznamnosti a = 0,05. Zadna z naméfenych hodnot alfa-amanitinu o koncentracich
30 ng/ml a 100 ng/ml nebyla odlehla. V pfipadé naméfenych hodnot beta-amanitinu
o koncentraci 30 ng/ml byla odlehla jedna hodnota. Byla tak pfed analyzou
vyloudena, aby bylo zabranéno zkresleni statistického zpracovani dat. Zadna

z namérenych hodnot beta-amanitinu o koncentraci 100 ng/ml nebyla odlehla.

Tab. 6: Opakovatelnost.

Latka Koncentrace [ng/ml] |RSD [%]| Koncentrace [ng/ml] | RSD [%]
Alfa-amanitin 30 10,9 100 9,6
Beta-amanitin 30 7,6 100 12,2

4.5 Kalibra €éni k¥ivky

Kalibracni krivka alfa-amanitnu  -0,00004475x - 0,00101366
R%=0,99778860

0,04 /

0,03

0,02

0,01 /
0 /

0 200 400 600 800 1000

plocha analytu/plocha IS

koncentrace [ng/ml]

Obr. 42: Zavislost normalizované plochy piku na koncentraci alfa-amanitinu.
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Kalibracni kfivka beta-amaniti N 0,00000880x - 0,00002521
0.009 R2 = 0,99849809

0,007
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0,003
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Obr. 43: Zavislost normalizované plochy piku na koncentraci beta-amanitinu.

4.6 ZvySeni navratnosti amatoxin G pomoci dipeptidu

Z normalizované plochy piku alfa-amanitinu bez extrakce a po extrakci byla
vypoditana navratnost extrakce 63 %. Kazdé méfeni bylo provedeno ve tfech
opakovanich. Aritmeticky pramér normalizovanych ploch pika byl 0,003600963 pro
vzorek bez extrakce (RSD = 0,33 %) a 0,002260578 pro extrahovany vzorek (RSD =
2,87 %).

Ve shaze o zvySeni navratnosti byla pfed extrakci na SPE kolonku nanesena
latka podobajici se svou chemickou povahou analytim (dipeptid AlaPhe).
Pfedpokladem bylo, Ze tento dipeptid obsadi pfipadna aktivni mista SPE sorbentu,
ktera by mohla nevratné véazat analyty a tim snizovat jejich navratnost.
Z normalizované plochy piku alfa-amanitinu bez extrakce a po extrakci za pouziti
dipeptidu byla vypocitdna navratnost extrakce 94 %. Méfeni bylo provedeno ve tfech
opakovanich. Aritmeticky priimér normalizovanych ploch pikd pro extrahovany
vzorek za pouziti dipeptidu byl 0,003239752 (RSD = 4,94 %).
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Obr. 44: MRM chromatogram neextrahovaneho alfa-amanitinu o koncentraci 100

ng/ml.
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Obr. 45: MRM chromatogram extrahovaného alfa-amanitinu o koncentraci 100 ng/ml

za pouziti dipeptidu o koncentraci 1 ug/ml. Navratnost je 94 %.
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Obr. 46: MRM chromatogram extrahovaného alfa-amanitinu o koncentraci 100 ng/ml

bez pouziti dipeptidu. Navratnost je 63 %.
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4.7 Derivat izace dansyl -chloridem

Porovnanim odezev nedansylovaného a dansylovaného alfa-amanitinu bylo
zjiSténo, Ze derivatizace vyznamné nenavySuje odezvu alfa-amanitinu. Proto bylo od

derivatizace upusténo.
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Obr. 47: MRM chromatogram alfa-amanitinu o koncentraci 100 ng/ml.
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Obr. 48: MRM chromatogram dansylovaného alfa-amanitinu o koncentraci 100 ng/ml.

4.8 Stanoveni amatoxin G v realnych vzorcich

PFi pocitani obsahu amatoxinl v realnych vzorcich byly pouzity dvé korekce.
Prvni korekce byla pouZzita z toho duavodu, Ze ionty fragmentd alfa-amanitu o m/z 899
a beta-amanitinu o m/z 900, odpovidajici neutralni ztraté¢ H,O, nejsou pfilis
specifické. Ztratu vody vykazuje velké mnozstvi sloucenin, které by mohly byt
pritomny v realném vzorku vedle amatoxind. Z MRM chromatogramu standardu byl
vypocitan pomeér plochy piku iontu o m/z 899 pro alfa-amanitin (0 m/z 900 pro beta-
amanitin) a plochy piku iontu o m/z 463. V realnych vzorcich byl pozorovan tento
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pomér vysSi, jelikoz je vétSi plocha piku iontd 0 m/z 899 a 900. Tento pomér ploch
pikd byl vreélnych vzorcich primérné pétkrat vyssi, nez u standardd. Pomoci
poméru zjisténého z MRM chromatogramu standardu byla korigovana plocha piku
iontu 899 (pfipadné 900) v realnych vzorcich. Sectenim korigované plochy iontu 899
(900) a plochy iontu 463 byla poté vypocitana korigovana plocha piku alfa-amanitinu
a beta-amanitinu. Tato korigovan& plocha byla poté pouzita pfi kvantifikaci.

Druhd korekce byla pouZzita pouze pfi kvantifikaci beta-amanitinu. MRM
metoda pro stanoveni beta-amanitinu zachycuje kromé iontu o m/z 918
predstavujiciho beta-amanitin, také izotopicky iont alfa-amanitinu, ktery ma hodnotu
m/z také 918. Dochéazi tak k umélému navySeni plochy piku beta-amanitinu. Bylo
vypocteno, Ze intenzita izotopického piku alfa-amanitinu 918 dosahuje 48 % intenzity
piku 917. Proto bylo z plochy piku iontu 463 odecteno vzdy 48 % plochy. Z takto
zkorigované plochy piku 463 a z poméru ploch pikd iontd 463 a 900 zjiSténého
z MRM chromatogramu standardu, byla vypoditana korigovana plocha iontu 900.
Sectenim korigovanych ploch pikd 463 a 900 byla zjisténa korigovana plocha piku

beta-amanitinu.

4.8.1 Stanoveni amatoxinU v plodnici muchomarky zelené

Stanoveni alfa-amanitinu:

Primérnd normalizovana plocha piku alfa-amanitinu ve 100 x zfedéném
extraktu muchomurky zelené:
0,001466834 (RSD = 6,6 %)

Rovnice regrese alfa-amanitinu:
y = 0,00004475x — 0,00101366
x =32,77 ng/ml (£ 2,26 ng/ml)

Koncentrace v 6 ml extraktu byla 3277 ng/ml. Bylo navazeno 1,3 g plodnice
muchomarky zelené. Plodnice muchomurky zelené obsahovala 0,0015 % (m/m) alfa-

amanitinu.
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Obr. 49: MRM chromatogram alfa-amanitinu extrahovaného z muchomarky

zelené.

Stanoveni beta-amanitinu:

Primérnd normalizovana plocha piku beta-amanitinu ve 100 x zfedéném
extraktu muchomurky zelené:
0,000391529 (RSD = 5,3 %)
Rovnice regrese beta-amanitinu:

y = 0,00000880x — 0,00002521
X = 44,49 ng/ml (= 2,36 ng/ml)

Koncentrace v 6 ml extraktu byla 4449 ng/ml. Bylo navazeno 1,3 g plodnice
muchomarky zelené. Plodnice muchomurky zelené obsahovala 0,0021 % (m/m)

beta-amanitinu.
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Obr. 50: MRM chromatogram beta-amanitinu extrahovaného z muchomurky

zelené.
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4.8.2 Stanoveni amatoxinl v polévce

Stanoveni alfa-amanitinu:
Priimérna normalizovana plocha piku alfa-amanitinu v 10 x zfedéném extraktu

polévky:
0,01228728 (RSD = 9,1 %)
Rovnice regrese alfa-amanitinu:

y = 0,00004475x — 0,00101366
x =276,3 ng/ml (£ 25,1 ng/ml)

Polévka z muchomirky zelené obsahovala alfa-amanitin o koncentraci 2763

ng/ml. Celkové mnozstvi alfa-amanitinu v polévce o objemu 1 litru tak bylo 2,76 mg.
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Obr. 51: MRM chromatogram alfa-amanitinu extrahovaného z polévky z

muchomarky zelené.

Stanoveni beta-amanitinu:
Primérnd normalizovana plocha piku beta-amanitinu v 10 x zfedéném

extraktu polévky:
0,001679839 (RSD = 9,7 %)
Rovnice regrese beta-amanitinu:

y = 0,00000880x — 0,00002521
x =190,9 ng/ml (x 18,5 ng/ml)

Polévka z muchomrky zelené obsahovala beta-amanitin o koncentraci 1909

ng/ml. Celkové mnozstvi beta-amanitinu v polévce o objemu 1 litr tak bylo 1,91 mg.
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Obr. 52: MRM chromatogram beta-amanitinu extrahovaného z polévky z

muchomdarky zelené.

Vysledky obsahu amanitind v muchomurce zelené jsou pfiblizné stokrat
mensi, neZz vysledky prezentované v literatufe. V této praci byly amanitiny
stanovovany ve zmraZzené muchomurce, zatimco vV literatufe byly amanitiny
stanovovany v susené muchomurce. SuSenim by se mohly vysledky posunout az o
fad k vysSim koncentracim. V extraktu polévky je jiz zjiStény obsah amanitint vySsi a
odpovida oc€ekavanym hodnotdm. Jednim z moZnych duvodu, pro¢ je obsah
amanitind v extraktech muchomuarky mensi, nez v extraktech polévky jsou rozdilné
podminky extrakce. V pfipadé muchomurky probihala extrakce pfi teploté 60° C,
zatimco v pfipadé polévky byla muchomurka uvarena. Pfed zacatkem extrakce byla
v homogenizatu muchomurky mnohem vySSi koncentrace amanitin, nez v polévce,
coz mohlo vést k daleko rozsahlejSi adsorpci amanitind na hmotu muchomdarky, ktera
zlistala zachycena na filtru. Extrakce z houby tedy nemusela probéhnout
kvantitativné. Houba také mohla obsahovat méné toxinl, protoZe jejich obsah je

v riznych houbéch stejného druhu velmi variabilni.
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4.8.3 Stanoveni amatoxint v modi

Vzorky moce byly spikovany standardem alfa-amanitinu na vyslednou

koncentraci 5 ng/ml. Tyto vzorky byly extrahovany pomoci SPE a nasledné

analyzovany.
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Obr. 53: MRM chromatogram extrahovaného vzorku moce s koncentraci alfa-

amanitinu 5 ng/ml.

4.7 Srovnani metody s metodami popsanymi Vv

literatu re

V literatufe byla popsana metoda HPLC-MS pro stanoveni alfa-manitinu a
beta-amanitinu v mocCi a v plazmé, ktera pouzila ionizaci elektrosprejem a separaci
na koloné sreverzni fazi HP ODS Hypersil RP-18 s velikosti ¢astic 3 um. Byla
pouzita gradientova eluce. Mobilni fazi tvofily metanol a 0,01 M octan amonny pH 5
v poméru 10:90 (A) a vpoméru 30:70 (B). Pro extrakci amatoxint byly pouzity
imunoafinitni kolonky (IAE). Celkova doba analyzy byla 11,5 minut, cozZ je vice nez
dvojnasobna délka analyzy ve srovnani se zde popsanou metodou, kde je celkovy
¢as analyzy 5,5 minut. Metoda vykazuje nizSi mez detekce a mez stanovitelnosti. Pro
alfa-amanitin i beta-amanitin uvadi LOD 2,5 ng/ml a LOQ 5 ng/ml. Mez detekce zde
popsanou metodou je 5 ng/ml pro alfa-amanitin a 10 ng/ml pro beta-amanitin a mez
kvantifikace je 30 ng/ml pro alfa-amanitin a 100 ng/ml pro beta-amanitin. Navratnost
alfa-amanitinu po extrakci je 61 %, coZ je menSi navratnost, nez v pfipadé nasi
metody. Navratnost alfa-amanitinu na WCX sorbentech za pouziti dipeptidu o

koncentraci 1 pg/ml pfi ekvilibraci kolonky dosahuje 92 %. '
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DalSi popsana metoda stanoveni amatoxind pomoci kapalinové
chromatografie je metoda UPLC-MS/MS. Byla pouzita kolona Acquity UPLC HSS T3
o velikosti ¢astic 1,3 um. Byla pouZita ionizace elektrosprejem v pozitivnim maodu.
Jako analyzator byl pouzit trojity kvadrupdl stejné, jako v nasi metodé. Pro MRM
zaznam byly také pozorovany fragmenty po odstépeni vody (m/z 901 pro alfa-
amanitin a m/z 902 pro beta-amanitin) a dale fragment také spolecny pro oba toxiny
(m/z 259). Byla pouZzita gradientova eluce, kdy mobilni faze A byla sloZzena z 0,02 M
octanu amonného pH 5 a mobilni faze B byla sloZzena z acetonitrilu. | v této metodé
byl celkovy €as analyzy 10 minut témeéF dvojnasobny ve srovnani s nasSi metodou.
Metoda poskytuje velmi nizkou mez detekce a mez stanovitelnosti. Pro alfa-amanitin
v moci je LOD pouze 0,22 ng/ml a pro beta-amanitin 0,20 ng/ml. V jaterni tkani je
LOD 10,9 ng/g pro alfa-amanitin a 9,7 ng/g pro beta-amanitin. LOQ je pro alfa-
amanitin v moc¢i 0,46 ng/ml a pro beta-amanitin 0,57 ng/ml a v jaterni tkani 12,3 ng/g
pro alfa-amanitin a 14,7 ng/g pro beta-amanitin.>?

Enjalbert et al. kvantifikovali alfa-amanitin a dalSi toxiny v muchomarce zelené
metodou RP-HPLC s gradientovou eluci. Jako mobilni faze byly opét pouzity 0,02 M
octan amonny a acetonitril. Limit detekce byl pro kazdy toxin 10 ng/ml, coz je
srovnatelné s nasi metodou. °°

Metoda HPLC-MS-TOF byla vyvinuta k analyze toxini muchomarky ¢ervené a
muchomarky zelené. Pro extrakci byly pouZzity kolonky HLB Oasis. Byla pouzita
kolona Ascentis Express F5. Mobilni fazi tvofila 0,1% kyselina mravenc¢i a metanol.
Pratok byl nastaven na 0,2 ml/min. Byla pouZita ionizace elektrosprejem v pozitivnim
modu. Mez detekce pro alfa-amanitin byla 230 ng/ml a pro beta-amanitin 190 ng/ml.
Mez kvantifikace byla stanovena na 770 ng/ml pro alfa-amanitin a 630 ng/ml pro
beta-amanitin. Tyto hodnoty jsou vice nez desetkrat vyssi v porovnani s LOD a LOQ
dosaZzenymi naSi metodou. Tato metoda je vSak univerzalni pro stanoveni deviti
riiznych toxind zarovef.

Koncentrace a distribuce toxint v muchomurce zelené se velmi lisi pfipad od
pfipadu. Mladé houby obsahuji toxini méné, nez houby dospélé. Velka variabilita je
pozorovana také u stejného druhu a stafi muchomdrky nasbirané v rdznych

regionech.>?
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Muchomurka zelena nasbirana v Evropé obsahovala 2,2 mg/g alfa-amanitinu
(0,22 % m/m) a 2,6 mg/g beta-amanitinu (0,26 % m/m), zatimco muchomurka zelena
nasbirané v Severni Americe obsahovala 1,6 mg/g alfa-amanitinu (0,16 % m/m) a 1,7
mg/g beta-amanitinu (0,17 % m/m). Jednalo se o ususené houby.>*

Tento pfipad znazoriujici pomér mnozstvi alfa-amanitinu a beta-amanitinu
v muchomarce zelené se shoduje s vysledky zjisténymi v této praci. Obsah beta-
amanitinu byl vySSi nez alfa-amanitinu a byl stanoven na 58 % celkového obsahu
téchto dvou amanitind.

Podobné vysledky stanoveni mnozstvi alfa-amanitinu a beta-amanitinu
v muchomarce zelené jsou popsany také v praci, kterA se zabyva stanovenim
amatoxini metodou vysokouc€inné tenkovrstevné chromatografie. Toxiny byly
stanovovany v muchomirce zelené nasbirané v Némecku a ve Svycarsku v letech
1970 - 1977. Dosazeny limit detekce byl 50 ng/ml. Pramérny obsah amanitinG
v muchomarce byl 4430 mg/kg. Alfa-amanitin tvofil z této ¢asti 43 %, coZ odpovida
0,20 % (m/m). Beta-amanitin byl obsazen ze 49 %, coz je 0,22 % (m/m). Gama-
amanitin tvofil zbyvajicich 8 %.°° Tento obsah amanitind je vy33i, ne? obsah
amanitind v muchomarce zelené nasbirané v Ceské republice v lété 2014. Tato
muchomurka obsahovala 0,0015 % (m/m) alfa-amanitinu a 0,0021 % (m/m) beta-
amanitinu. Obsah toxind se velmi lisi v riznych ¢astech muchomurky. Nejvice jsou
obsazeny v prstenci pod kloboukem a nejméné pravé v klobouku, coz vSak plati
predevsim pro falotoxiny.>® V nasi metodé nebyly toxiny stanovovany v ususené
houbé, ale ve zmrzlé houbé. SuSenim by mohl vzrast obsah amanitin az o jeden
fad. Jak jiz bylo zminéno vySe, dulezitd je také skuteCnost, Ze obsah amatoxinu
v riznych houbéach stejného druhu je velmi variabilni a zavisi na mnoha faktorech.
Béhem filtrace extraktu z houby mohlo také dojit k adsorpci amanitind na hmotu
muchomdarky a tim filtrace nemusela probéhnout kvantitativné.

Obsah amatoxinu v jednom litru polévky byl 2,76 mg pro alfa-amanitin a 1,91
mg pro beta-amanitin. Polévka vSak byla pfipravena pouze z malé muchomurky o
hmotnosti 20 g. Kdyby byla pfipravena z vétSiho mnozstvi (60 g), které odpovida
jedné veétSi houbé, byl by obsah amanitind srovnatelny s letalni davkou. Letalni
davka pro ¢lovéka je 0,1 mg/kg. Pro Clovéka vaziciho 60 kg je tedy letéIni davka jiz 6
mg alfa-amanitinu. Muchomurka o hmotnosti 100 g obsahuje v priméru 8 mg alfa-
amanitinu a 5 mg beta-amanitinu. Ke smrtelné otravé staCi kolem 50 g houby,

pricemz jedna plodnice vaZi v priiméru 30 aZ 40 g. °’
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5. ZAVER

Teoreticka cast diplomové prace pojednava o jedovatych houbach rodu
Amanita. Popisuje muchomuarkou &ervenou a muchomdurku zelenou a jeji toxiny.
Zabyva se také problematikou ruznych typl otrav, znichZz nékteré jsou malo
zavazné, jiné vice zavazné a nékteré jsou ve velkém mnoZstvi pfipadd fatalni.
Posledni Cast teorie je reSerSe o ruznych metodach na stanoveni alfa-amanitinu,
beta-amanitinu, muskarinu, muscimolu a kyseliny ibotenové. Kromé& metod
kapalinové chromatografie jsou zde popsany také metody plynové chromatografie
nebo kapilarni elektroforézy.

Experimentalni ¢ast se zabyva vyvojem LC-MS metody pro stanoveni alfa-
amanitinu a beta-amanitinu. Vzhledem Kk faktu, Zze se jedna o strukturné velmi
podobné latky, mohla byt bez problém( pouzita jedna kolona. Slozeni mobilni faze a
gradient byly zvoleny tak, aby se amatoxiny eluovaly v reten&im ¢ase kolem tfi minut.
Bylo dosazeno kratké celkové doby analyzy, ktera €ini 5,5 minuty. PouZitim jedné
metody pro stanoveni obou amanitinti zarover nedoslo k jejich Uplné separaci.

Pro extrakci vzorku byla zvolena metoda SPE s WCX sorbentem. Pfi pouziti
roztoku dipeptidu pfi ekvilibraci kolonky pfed extrakci bylo dosazeno velmi dobré
navratnosti amatoxina (92 %).

Pro ovéfeni pouzitelnosti metody byly extrahovany a analyzovany vzorky
z muchomurky zelené, z houbové polévky pfipravené z muchomurky zelené a vzorky
mocde, které byly spikovany standardem alfa-amanitinu. Metoda dosahla uspokojivych
mezi detekce a mezi stanovitelnosti.

Obsah amanitint v jednom litru polévky byl stanoven na 2,76 mg pro alfa-
amanitin a 1,91 mg pro beta-amanitin. Polévka byla pfipravena pouze z 20 g houby.
Pokud by byla pfipravena z mnozstvi 60 g, byl by obsah amanitini srovnatelny
s letaIni davkou pro ¢lovéka vaziciho 60 kg.

Obsah amanitind v plodnici muchomurky zelené byl nizsi, nez uvadi literatura.
Pravdépodobné nedoSlo ke kvantitativni extrakci amanitint, kdy se ¢ast amanitinQ
mohla adsorbovat na pevnou fazi homogenizatu, ktera zlstala zachycena béhem

pripravy vzorku na filtru.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

ACN — acetonitril

AlaPhe — Alanin - Fenylalanin

EOF — elektroosmoticky tok

ESI — ionizace elektrosprejem

GABA - kyselina gama-aminomaselna
IAE — imunoafinitni extrakce

LOD — mez detekce

LOQ — mez stanovitelnosti

MRM — multiple reaction monitoring
NMDA receptor — N-methyl-D-kyselina asparagova receptor
RIA — radioimunoanalyza

RNAP Il — RNA-polymerasa |l

SRM - selected reaction monitoring
TLC — chromatografie na tenké vrstvé
TOF — time-of-flight
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