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Souhrn .
Práce věnuje pozornost toxinogenním plísním, produkujícím mykotoxin ochratoxin A. Je zmíneˇna jeho to-

xicita, Způsob hodnocení expozice, Zdravotního rizika a nebezpečí pro populaci. Za rizikovou skupinu jsou
považováni nemocní S chronickou renální insuflciencí, kteří významně kumulují OTA v krevním séru a
pravděpodobně i v ledvinách. Byla vypracována metoda Stanovení OTA v ledvinách S cílem vyšetřit kon-
centrace OTA u běžné populace a dále u zemřelých z důvodu chronické renální insuficience.
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Ochratoxin A (OTA) Determination in the Human Kidneys

Summary ,
The Study pays attention to toxinogenic fungi producing mycotoxin ochratoxin A. Its toxicity, the method

of exposure evaluation, health risks and thedanger to the population are mentioned. Patients with chronic
renal insufi‘iciency, who in a Significant way accumulate OTA in the blood serum and probably in the
kidneys, are considered the risk group. The method of OTA determination in the kidneys with the aim of
investigating OTA concentrations in the Ordinary population and also in people who died due to chronic
renal insufiìciency' has been worked Out.
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Úvod

Zájem pracovníků Státních dozorových organi-
zací a toxikologů v ČR je rovněž orientován na Sys-
tematické sledování mykotoxinů (toxických Sekun-
dámích metabolitů vláknitých mikroskopických hub,
tzv. mikromycet, u nás běžně Známých jako plísně)
v potravinách Schopných OhroZit zdraví populace.

Specifická úskalí a rizika v tomto Směru přináší
Zejména globalizace potravinového trhu S možností
jejich Zvýšeného výskytu, což Se promítá i do kli-
nické oblasti. V té se Soustřeďuje pozornost přede-
vším na mykotoxiny, u nichž bylo prokázáno, že
představují Zvýšené riziko ohrožení organismu, a
to buď při jejich nadměmém přívodu kontamino-
vanou potravou, nebo při různých chorobných Sta-
vech, které narušují fyziologické degradační a de-
toxikační Schopnosti.

Podmínky vzniku, výskyt a chemická Struktura
ochratoxinu A

Mezi nejvýznamnější mykotoxiny patří ochratoxi-
ny, které jsou ubiquitámí. Jsou produkovány mikro-
mycetami rodu Aspergillus a Penicillium a Za hlavní
producenty jsou považovány Zejména Aspergillus
alutaceus (ochraceus), Penicillium viridicatum a
Penicillium verrucosum (1). Jejich produkce závisí
na teplotě a vlhkosti (1). Např. Aspergillus ochra-
ceus potřebuje optimální teplotu pro tvorbu OTA
přibližně 28 °C, ale produkuje OTA již při teplotě
mezi 15 °C až 37 °C (1). Penicillium viridicatum je
schopno produkovat OTA v teplotním rozsahu 4 °C
až 30 °C při 22% relativní vlhkosti (1). V chladněj-
ších Oblastech je OTA produkován plísněmi rodu
Penicillium, zatímco v teplejších oblastech plísně-
mi rodu Aspergillus (1).
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Kromě OTA některé plísněprodukují Současně i
jiné ochratoxiny, např. B a' C (1). Plísně těchto rodů
patří mezi významné kontaminanty krmiv a potra-
vin. Zejména cereálie, cereální produkty, Vepřové
maso, krev a vnitřnosti, káva, pivo, luštěniny, koře-
ní a Sušené ovoce jsou pokládány Za hlavní Zdroje
OTA V potravě (2). V poslední době byl OTA nově
nalezen v grepové šťávě (3) a červeném víně (4).
Expozice obyvatelstva OTA prostřednictvím dietár-
ního přívodu je považována Za majoritní (i když
byla již prokázána také inhalační expozice) a dělí
Se na přímou (konzumace. kontaminovaných cereá-
lií, koření, kávy, Sušeného ovoce, piva atd.) a ne-
přímou (konzumace kontaminovaného masa, krve,
vnitřností a mléka atd.) (2).

Dominantní význam Ve skupině ochratoxinů za-
ujímá především ochratoxin A (3-metyl-5-chloro-
8-hydroxy-3,4-dihydroizokumarin vázaný peptidi-
ckou vazbou na molekulu L-B-fenylalaninu) - viz
obr. 1. '

HOOC O OH O
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C1 H H

OCHRATOXIN A

Obr. I: Cesta vstupu do organismu, biotransformace a toxicita
ochratoxinu A

V organismu je OTA vázán na plazmatickě pro- '
teiny a metabolizuje Se na hydroxylované deriváty.
Exkrece i4-hydroxyochratoxinu po i. p. podání OTA
byla prokázána již v roce 1971‘ (5) a V dalších výz-
kumech byla tvorba 4-hydroxyochratoxinu jako zá-
kladního metabolitu opakovaně potvrzena v testech
in vitro a in vivo (5). Metabolit Se přitom vyznaču-
je obdobnými cytotoxickými a imunosupresivními
vlastnostmi jako OTA (6). V

OTA může být v organismu štěpen na fenylalanin
a chlorovaný dihydroizokumarinový základ (OTOL),
který Sice není toxický, avšak může Se vyznačovat
genotoxickými účinky (7). Ochratoxin 0L Se vysky-
tuje v exkretech - moči, či mléce zvířat exponova-
ných OTA. V játrech je OTA přeměňován na glu-
kurono- a Sulfokonjugáty, dochází rovněž ke kon-
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jugaci S glutathionem (8). Tato cesta, považovaná
obecně za detoxikační, však může vést i ke tvorbě
elektrofilních Sloučenin S genotoxickou schopností
(9, 10).

.V lidské moči byl ochratoxin A Zjištěn metodou
vysokoúčinné kapalinové chromatografie S fluores-
cenční detekcí, která navíc také umožnila Stano-
vení 4-hydroxyochratoxinu A (11). U lidí byl OTA
V moči nalezen nejprve pouze během Studie orga-
nizované v Bulharsku (12) a později např. ve Fran-
cii (13). Změna diety před odběrem a po odběru
krevních vzorků potvrdila potravinový původ kon-
taminace OTA (13). Poslední země, kde Se podařilo
stanovit ochratoxin A v moči pacientů S renálními
onemocněními, byl Egypt, což bylo pravděpodob-

ˇľˇ'

Střednictvím kontaminovaných potravin (14).

Jak již bylo zmíněno, je OTA v krvi velmi Silně
vázán — a to až Z 95 % na plazmatické proteiny,
zvláště pak na albumin (1). V lidské krevní plazmě
byla potvrzena vazba na makromolekulu neznámé
Struktury o relativní molekulární hmotnosti 20 000
(1). Afinita této makromolekuly na OTA je 106krát
vyšší než u sérověho albuminu (5, 15, 16). Vazba
OTA na plazmatické proteiny hraje významnou
úlohu v organismu a podílí Se na toxicitě OTA.

Některé práce poukazují na pomalost, S jakou
koncentrace plazmatického OTA mizí po jeho orál-
ním podání. Toxikokinetický profil se mění v Zá-
Vislosti na živočišném druhu (1). OTA vstupuje do
enterohepatálního cyklu, který je Zčásti odpovědný
Za dlouhý biologický poločas toxinu V organismu
(17, 18). Poločas vylučování OTA činí u člověka
pravděpodobně 35 dní (l). Různé výzkumy ukazu-
jí, že Se OTA chová jako kumulativní jed S rychlou
absorpcí a pomalým vylučováním (19, 20). Krevní
cestou je pak OTA distribuován v organismu.
Hlavními místy retence jsou ledviny, játra, varlata,
Střevo (orgány rychlé kinetiky), svaly, tuková tkáň
pak tvoří rezervu (l, 21). Při studiu mechanismů
účinku OTA byla-prokázána inhibice Syntézy pro-
teinů, zvýšení peroxidace lipidů, poškození meta-
bolismu cukrů a vápníku a poškození mitochon-
driální funkce (21). Mezi hlavní biologické účinky
OTA patří nefrotoxicita, imunotoxicita, genotoxici-
ta, mutagenita, karcinogenita (kategorie 2B, možný
karcinogen pro člověka, IARC WHO, 1998), tera-
togenita a neurotoxicita (5 , 21).
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Ze souhmu experimentálních prací O nefrotoxi-
citě OTA in vitro a také in vivo vyplývá, že OTA
narušuje intracelulámí metabolické pochody s ná-
Slednou apoptózou renálních buněk, renální hemo-
dynamiku, významně a Snad i dominantně funkce
proximálního tubulu (a to i při subchronické expo-
Zici), vede k poklesu glomerulámí filtrace a tubu-
lámí resorpce a ovlivňuje všechny části nefronu a
ledviny „in tOtO“(2).

Způsob hodnocení expozice OTA, zdravotního
rizika a nebezpečí pro populaci lze v zásadě pro-
vádět buď odhadem denního příjmu OTA z potra- _
vin (stanovením OTA v potravinách ve vztahu k
jejich zkonzumovanému množství), nebo stanove-
ním OTA jako významného biomarkeru v krevním
Séru, plazmě, moči, případně „post mortem“ v led-
vinách a jiných tkáních (2, 21). '

Bylo prokázáno, že rizikovou Skupinu předsta-
vují zejména nemocní s chronickou renální insufi-
ciencí (CHRI), kdy dochází ke kumulaci celé řady
látek z potravinového řetězce. V našich podmín-
kách bylo zjištěno, že se OTA významně kumuluje
v séru nemocných S mírně až Středně pokročilou4
CHRI a dále u pravidelně dialýzovaných nemoc-
ných (terrninální stav CHRI). U těchto skupin ne-
mocných lze Odůvodněně předpokládat také zvý-
šenou kumulaci OTA v ledvinách, kterou lze proto
považovat Za faktor, který u těchto nemocných mů-
že akcelerovat progresi Stávající nefropatie (2).

Metoda stanovení Ochratoxinu A v ledvinách .

K potvrzeni těchto závěrů byla proto vypraco-
vána a akreditována u ČIA metoda Stanovení OTA
v ledvinách Zemřelých (SOP/BIT č. 5).

Metoda je navíc využita pro potřeby biologic-
kého monitoringu, a to za účelem zjištění koncen-
trací OTA v ledvinách u běžné populace. U ne-
mocných S CHRI nebyly dosud celosvětově vzorky
lidských ledvin vyšetřovány.

Vzorky ledvin (výseč S Obsahem kůry, dřeně a
pánvičky) O hmotnosti cca 5 g jsou ihned po Odbě-
ru zváženy a uloženy do Petriho misek, dobře uza-
vřeny a přehledně Označeny. Vzorky tímto způso-
bem ošetřené jsou uloženy až do vlastní analýzy v
mrazničce při -18 °C. Takto uložené jsou Stabilní
nejméně 6 měsíců.

Pro vlastní stanovení OTA byla vypracována
metoda vysokoúčinné kapalinové chromatografie s
fluorescenční detekcí. PO předchozí extrakci OTA
ze vzorků tkání Okyseleným chloroformem a jeho
následné reextrakci hydrogenuhličitanem Sodným
je hydrogenuhličitan prosát přes imunoafınitní ko-
lonku Ochraprep R (Rhône-Poulenc Diagnostics),
kde se OTA Selektivně zachytí na bílkovinném
nosiči S fıxovanými specifickými protilátkami vůči
OTA. PO promytí kolonky vodou (Z důvodu Od-
stranění balastních látek) je OTA z kolonky eluo-
ván Okyseleným metanolem (majícím za následek
rozrušení vazby OTA na protilátky a jeho následné
uvolnění). Potom je OTA Stanoven na HPLC s
fluorescenčním detektorem (excitace 340 nm, emi-
se 465 nm). Mobilní fáze je Složena Z metanolu,
acetonitrilu, Octanu Sodného a kyseliny Octové
(300/300/ 400/14/; v/v/v/v). Rychlost průtoku je
1,5 ml/min. Mez detekce činí 0,1 pg/kg, nejistota
Stanovení je menší než 10 %. Maximální Stano-
vitelný Obsah je 200 ug/kg. Současně Se vzorky
jsou analyzovány standardy O koncentracích OTA

. 0,4 pg/l, 4 pg/l a 10 pg/l metanolu. Potvrzení OTA
ve vzorcích se provádí po předchozí metylderivaci
OTA metanolovým roztokem fluoridu bOritéhO,
případně po rozkladu enzymem karboxypeptidá-
Zou, kdy vzniká z OTA Ochratoxin a.

PO Zavedení metody byly Zatím vyšetřeny tři
vzorky ledvin „běžné populace“, ve kterých byla
stanovena průměrná koncentrace OTA 0,1 pg/kg,
což Odpovídá nálezům zjištěným v Německu v le-
tech 1982 a 1983 (v rozsahu 0,1-0,3 pg/kg) (22).

Závěry

Ve Snaze Objektivizovat nálezy OTA u „běžné
populace“ je metoda v Současné době využita pro
vyšetření 50 vzorků ledvin v rámci projektu V -
biologického monitoringu vedeného Státním Zdra-
votním ústavem Praha. DO konce července 2001
bylo takto vyšetřeno 30 vzorků lidských ledvin. U

. 18 vzorků byl OTA < 0,1 pg/kg, 12 vzorků ledvin
bylo OTA pozitivních - v rozsahu 0,1-0,2 pg/kg,
průměrná koncentrace OTA 0,117 ± O, 039 pg/kg,

` medián 0,1pg/kg.

Dalším záměrem je vyšetření vzorků ledvin ze-
mřelých Z důvodu CHRI, a to S cílem potvrdit před-
poklad nálezů vyšších koncentrací OTA.
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