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Souhrn

Prdce vénuje pozornost toxinogennim plisnim, produkujicim mykotoxin ochratoxin A. Je zminéna jeho to-
xicita, zpuisob hodnoceni expozice, zdravotniho rizika a nebezpeci pro populaci. Za rizikovou skupinu jsou
povaZovani nemocni s chronickou renalni insuficienci, kteri vyznamné kumuluji OTA v krevnim séru a
pravdépodobné i v ledvindch. Byla vypracovana metoda stanoveni OTA v ledvinach s cilem vysetFit kon-
centrace OTA u bézné populace a dale u zemrelych z ditvodu chronické renalni 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 the danger to the population are mentioned. Patients with chronic
renal insufficiency, 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 insufficiency has been worked out.
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Uvod

Zajem pracovnikt statnich dozorovych organi-
zaci a toxikologii v CR je rovnéz orientovén na sys-
tematické sledovani mykotoxint (toxickych sekun-
damnich metabolitt vlaknitych mikroskopickych hub,
tzv. mikromycet, u nas bézné znamych jako plisn¢)
v potravindch schopnych ohrozit zdravi populace.

Specificka uskali a rizika v tomto sméru pfinasi
zejména globalizace potravinového trhu s moznosti
jejich zvyseného vyskytu, coZ se promita i do kli-
nické oblasti. V té se soustfed’'uje pozornost piede-
v8im na mykotoxiny, u nichz bylo prokazano, Ze
pfedstavuji zvySené riziko ohroZeni organismu, a
to bud’ pfi jejich nadmémém piivodu kontamino-
vanou potravou, nebo pfi riznych chorobnych sta-
vech, které narusuji fyziologické degrada¢ni a de-
toxikaéni schopnosti.

Podminky vzniku, vyskyt a chemicka struktura
ochratoxinu A

Mezi nejvyznamnéj$i mykotoxiny patii ochratoxi-
ny, které jsou ubiquitdrni. Jsou produkovany mikro-
mycetami rodu Aspergillus a Penicillium a za hlavni
producenty jsou povaZovany zejména Aspergillus
alutaceus (ochraceus), Penicillium viridicatum a
Penicillium verrucosum (1). Jejich produkce zavisi
na teploté a vlhkosti (1). Napf. Aspergillus ochra-
ceus potfebuje optimalni teplotu pro tvorbu OTA
ptiblizné 28 °C, ale produkuje OTA jiz pfi teploté
mezi 15 °C az 37 °C (1). Penicillium viridicatum je
schopno produkovat OTA v teplotnim rozsahu 4 °C
az 30 °C pfi 22% relativni vlhkosti (1). V chladnégj-
§ich oblastech je OTA produkovan plisnémi rodu
Penicillium, zatimco v teplejSich oblastech plisné-
mi rodu Aspergillus (1).
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Kromé OTA nékteré plisné produkuji soucasné i
jiné ochratoxiny, napf. B a C (1). Plisné téchto roda
patfi mezi vyznamné kontaminanty krmiv a potra-
vin. Zejména cereélie, ceredlni produkty, vepfové
maso, krev a vnitfnosti, kava, pivo, lusténiny, kofe-
ni a suSené ovoce jsou pokldddny za hlavni zdroje
OTA v potravé (2). V posledni dobé byl OTA nové
nalezen v grepové §t'avé (3) a Cerveném viné (4).
Expozice obyvatelstva OTA prostfednictvim dietar-
niho pfivodu je povazovana za majoritni (i kdyz
byla jiz prokdzéna také inhalaéni expozice) a déli
se na pfimou (konzumace kontaminovanych cerea-
lii, kofeni, kdvy, suSeného ovoce, piva atd.) a ne-
pfimou (konzumace kontaminovaného masa, krve,
vnitfnosti a mléka atd.) (2).

Dominantni vyznam ve skupiné ochratoxinti za-
ujima pfedeviim ochratoxin A (3-metyl-5-chloro-
8-hydroxy-3,4-dihydroizokumarin vézany peptidi-
ckou vazbou na molekulu L-B-fenylalaninu) — viz
obr. 1.
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Obr. 1: Cesta vstupu do organismu, biotransformace a toxicita
ochratoxinu A

V organismu je OTA vizan na plazmatické pro-
teiny a metabolizuje se na hydroxylované derivity.
Exkrece 4-hydroxyochratoxinu po i. p. podani OTA
byla prokazana jiz v roce 1971 (5) a v dalSich vyz-
kumech byla tvorba 4-hydroxyochratoxinu jako zi-
kladniho metabolitu opakované potvrzena v testech
in vitro a in vivo (5). Metabolit se pfitom vyznacu-
je obdobnymi cytotoxickymi a imunosupresivnimi
vlastnostmi jako OTA (6).

OTA miiZe byt v organismu $té€pen na fenylalanin
a chlorovany dihydroizokumarinovy zaklad (OTco),
ktery sice neni toxicky, aviak miiZe se vyznadovat
genotoxickymi u¢inky (7). Ochratoxin o se vysky-
tuje v exkretech — mo¢i, ¢i mléce zvifat exponova-
nych OTA. V jitrech je OTA pfeménovan na glu-
kurono- a sulfokonjugaty, dochazi rovnéz ke kon-

jugaci s glutathionem (8). Tato cesta, povazovana
obecné za detoxikaéni, v8ak muze vést 1 ke tvorbé
elektrofilnich sloucenin s genotoxickou schopnosti
(9, 10).

V lidské moc¢i byl ochratoxin A zji$tén metodou
vysokouéinné kapalinové chromatografie s fluores-
cencni detekci, ktera navic také umozZnila stano-
veni 4-hydroxyochratoxinu A (11). U lidi byl OTA
v modi nalezen nejprve pouze béhem studie orga-
nizované v Bulharsku (12) a pozdé&ji napf. ve Fran-
cii (13). Zména diety pfed odbérem a po odbéru
krevnich vzorkl potvrdila potravinovy ptivod kon-
taminace OTA (13). Posledni zemé, kde se podafilo
stanovit ochratoxin A v moci pacientil s renalnimi
onemocnénimi, byl Egypt, coZ bylo pravdépodob-
né opét zapfi¢inéno zvysenym pfijmem OTA pro-
stfednictvim kontaminovanych potravin (14).

Jak jiZ bylo zminéno, je OTA v krvi velmi silné
vazdn — a to aZz z 95 % na plazmatické proteiny,
zvl1asté pak na albumin (1). V lidské krevni plazmé
byla potvrzena vazba na makromolekulu nezndmé
struktury o relativni molekularni hmotnosti 20 000
(1). Afinita této makromolekuly na OTA je 106krat
vy$8i nez u sérového albuminu (5, 15, 16). Vazba
OTA na plazmatické proteiny hraje vyznamnou
tilohu v organismu a podili se na toxicité¢ OTA.

Neékteré prace poukazuji na pomalost, s jakou
koncentrace plazmatického OTA mizi po jeho orél-
nim podani. Toxikokineticky profil se méni v za-
vislosti na Zivo¢isném druhu (1). OTA vstupuje do
enterohepatalniho cyklu, ktery je z¢&asti odpovédny
za dlouhy biologicky poloéas toxinu v organismu
(17, 18). Polocas vylucovani OTA ¢&ini u ¢loveka
pravdépodobné 35 dni (1). Rtizné vyzkumy ukazu-
ji, Ze se OTA chova jako kumulativni jed s rychlou
absorpci a pomalym vyluéovanim (19, 20). Krevni
cestou je pak OTA distribuovdn v organismu.
Hlavnimi misty retence jsou ledviny, jatra, varlata,
stfevo (organy rychlé kinetiky), svaly, tukova tkan
pak tvoii rezervu (1, 21). Pti studiu mechanismii
ucinku OTA byla prokazana inhibice syntézy pro-
teind, zvySeni peroxidace lipidi, poSkozeni meta-
bolismu cukri a vapniku a poskozeni mitochon-
drialni funkce (21). Mezi hlavni biologické Géinky
OTA patfi nefrotoxicita, imunotoxicita, genotoxici-
ta, mutagenita, karcinogenita (kategorie 2B, moZny
karcinogen pro ¢lovéka, IARC WHO, 1998), tera-
togenita a neurotoxicita (5, 21).
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Ze souhrnu experimentilnich praci o nefrotoxi-
cit¢ OTA in vitro a také in vivo vyplyva, ze OTA
naru$uje intraceluldrni metabolické pochody s na-
slednou apopt6zou renalnich bunék, renalni hemo-
dynamiku, vyznamné a snad i dominantné funkce
proximalniho tubulu (a to i pfi subchronické expo-
zici), vede k poklesu glomerularni filtrace a tubu-
larni resorpce a ovliviiuje viechny ¢asti nefronu a
ledviny ,,in toto*(2).

Zptsob hodnoceni expozice OTA, zdravotniho
rizika a nebezpeéi pro populaci lze v zasadé pro-
vadét bud’ odhadem denniho pifijmu OTA z potra-
vin (stanovenim OTA v potravinich ve vztahu k
jejich zkonzumovanému mnozstvi), nebo stanove-
nim OTA jako vyznamného biomarkeru v krevnim
séru, plazmé, moci, pfipadné ,,post mortem* v led-
vindch a jinych tkénich (2, 21).

Bylo prokédzano, Ze rizikovou skupinu predsta-
vuji zejména nemocni s chronickou rendlni insufi-
cienci (CHRI), kdy dochazi ke kumulaci celé fady
latek z potravinového fetézce. V naSich podmin-
kéach bylo zjiténo, Ze se OTA vyznamné kumuluje
v séru nemocnych s mimé az stfedné pokrocilou
CHRI a dile u pravidelng dialyzovanych nemoc-
nych (terminalni stav CHRI). U téchto skupin ne-
mocnych Ize odiivodnéné predpokladat také zvy-
Senou kumulaci OTA v ledvinich, kterou Ize proto
povaZzovat za faktor, ktery u téchto nemocnych mii-
Ze akcelerovat progresi stavajici nefropatie (2).

Metoda stanoveni ochratoxinu A v ledvinach -

K potvrzeni téchto zavéri byla proto vypraco-
vana a akreditovana u CIA metoda stanoveni OTA
v ledvinach zemielych (SOP/BIT &. 5).

Metoda je navic vyuZita pro potfeby biologic-
kého monitoringu, a to za ucelem zjisténi koncen-
traci OTA v ledvinich u b&zné populace. U ne-
mocnych s CHRI nebyly dosud celosvétové vzorky
lidskych ledvin vysetfovany.

Vzorky ledvin (vyse¢ s obsahem kiry, diené a
panvicky) o hmotnosti cca 5 g jsou ihned po odbé-
ru zvazeny a uloZeny do Petriho misek, dobie uza-
vieny a piehledné oznageny. Vzorky timto zpuso-
bem o3etfené jsou uloZeny aZ do vlastni analyzy v
mraznicce pii —18 °C. Takto ulozZené jsou stabilni
nejméné 6 mésici.

Pro vlastni stanoveni OTA byla vypracovina
metoda vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s
fluorescenéni detekci. Po pfedchozi extrakci OTA
ze vzorku tkani okyselenym chloroformem a jeho
nésledné reextrakci hydrogenuhli¢itanem sodnym
je hydrogenuhli¢itan prosat pies imunoafinitni ko-
lonku Ochraprep R (Rhone-Poulenc Diagnostics),
kde se OTA selektivné zachyti na bilkovinném
nosici s fixovanymi specifickymi protilatkami viiéi
OTA. Po promyti kolonky vodou (z diivodu od-
stranéni balastnich latek) je OTA z kolonky eluo-
védn okyselenym metanolem (majicim za nésledek
rozruSeni vazby OTA na protilitky a jeho nasledné
uvolnéni). Potom je OTA stanoven na HPLC s
fluorescenénim detektorem (excitace 340 nm, emi-
se 465 nm). Mobilni faze je sloZena z metanolu,
acetonitrilu, octanu sodného a kyseliny octové
(300/300/ 400/14/; viviviv). Rychlost pritoku je
1,5 ml/min. Mez detekce ¢ini 0,1 pg/kg, nejistota
stanoveni je mens$i nez 10 %. Maximaln{ stano-
vitelny obsah je 200 pg/kg. Soudasné se vzorky
jsou analyzovéany standardy o koncentracich OTA
0,4 pg/l, 4 pg/l a 10 pg/l metanolu. Potvrzeni OTA
ve vzorcich se provadi po pfedchozi metylderivaci
OTA metanolovym roztokem fluoridu boritého,
pfipadné po rozkladu enzymem karboxypeptida-
zou, kdy vznika z OTA ochratoxin o.

Po zavedeni metody byly zatim vySetfeny tfi
vzorky ledvin ,b&Zné populace®, ve kterych byla
stanovena priméma koncentrace OTA 0,1 pg/kg,
coZ odpovida naleziim zjist€énym v Némecku v le-
tech 1982 a 1983 (v rozsahu 0,1-0,3 pg/kg) (22).

Zavéry

Ve snaze objektivizovat nalezy OTA u ,,bézné
populace® je metoda v soucasné dobé vyuzita pro
vySetfeni 50 vzorki ledvin v ramci projektu V —
biologického monitoringu vedeného Stitnim zdra-
votnim ustavem Praha. Do konce ¢ervence 2001
bylo takto vySetfeno 30 vzorku lidskych ledvin. U
18 vzorkt byl OTA < 0,1 pg/kg, 12 vzorki ledvin
bylo OTA pozitivnich — v rozsahu 0,1-0,2 png/kg,
prumérna koncentrace OTA 0,117 % 0, 039 pg/kg,

 medidn 0,1pg/kg.

Dal3im zadmérem je vySetfeni vzorki ledvin ze-
mielych z divodu CHRI, a to s cilem potvrdit pied-
poklad nalezt vysSich koncentraci OTA.
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