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Uvod

Kazdy rok dochazi v Ceské republice k fads houbo-
ce houbami zrodu Amanita (muchomurky). Z hlediska
toxicity jsou nejvyznamnéjSimi houbami muchomurka
zelend (Amanita  phalloides), muchomirka c&ervena
(Amanita muscaria) a muchomurka tygrovana (4dmanita
pantherina). Muchomirky Cervena a tygrovana jsou zneu-
zivany pro svoje psychotropni ucinky predevsim mladymi
lidmi. Muchomiurrka tygrovana je rovnéz zaménovana pfi
sbéru hub pro svou podobu s jedlou houbou — muchomiir-
kou rGizovou. Muchomirka zelena je zase nej¢astéji zamé-
fovana s nékterymi druhy holubinek (holubinka nazelena-
14, holubinka travozelend) a pecarek (zndmych jako Zampi-
ony)'.

Mezi hlavni toxiny muchomurky cervené a mucho-
murky tygrované patii kyselina ibotenovd, muscimol
a muskarin. NaSe predchozi studie’ prokézala velice pro-
blematickou  extrahovatelnost  kyseliny  ibotenové
amuscimolu zmode a séra. Ztohoto diuvodu jsme se
v Casti této prace zaméfili na LC-MS metodu pro prukaz,
popf. stanoveni muskarinu z biologického materidlu paci-
entti intoxikovanych muchomurkou ¢ervenou a tygrova-
nou. Muskarin, ktery byl jako prvni houbovy toxin izolo-
van vroce 1869 z muchomurky Cervené, byl dlouha 1éta
povazovan za hlavni aktivni latku této houby. Muskarin
pusobi na tu ¢ast periferniho nervového systému, ktery
vyuziva acetylcholinu jako medidtoru na postgangliovém
zakonCeni parasympatickych vlaken. Symptomy otravy
muskarinem zahrnuji midzu, nejasné vidéni, zvySenou per-

spiraci, salivaci a lakrimaci, zpomaleni srde¢ni &innosti* .
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Muchomurka zelena obsahuje tii skupiny toxint. Jsou
to amatoxiny, falotoxiny a falolysiny. Z hlediska otravy

v

nitiny se v jadru eukaryotnich organismt vazou v komplex
s RNA polymerasou II, a to jiz pfi velmi nizkych koncen-
tracich (10 mol I'"). Inhibice enzymu vede k pieruseni
(zastave) proteosyntézy a k nekroze buiiky. Nejvice posti-
Zenymi organy jsou jatra a ledviny™’. Falotoxiny se ne-
vstfebavaji z gastrointestindlniho traktu, a proto pfi pero-
ralni otravé ¢lovéka nemaji vyznamnou roli. Nicméné pfi
subkutannim ¢i intravendznim podani maji podobné ucin-
ky na burky jako amanitiny, coz bylo prokazano na potka-
nech®. V literatufe miizeme nalézt pouze malé mnozstvi
¢lanki zabyvajicich se izolaci toxinii muchomurky zelené
z mode a séra intoxikovanych osob'*"’. Tyto postupy nej-
sou vhodné pro rychly screening v ramci diagnostiky téch-
to otrav.

V soudasné dobé se v Ceské republice pii vysetfovani
houbovych otrav vyuziva subjektivni mikroskopické meto-
dy, ktera v sobé ovSem zahrnuje fadu uskali — od nevhod-
ného odbéru vzorku (napf. Spatny odbér zalude¢niho obsa-
hu, kdy je k vySetfeni dodan ¢iry vyplach po lavazich za-
ludku, jiz bez pfitomnosti spor) az po nedostatecnou eru-
dovanost odbornika, ktery vySetfeni provadi. S rozvojem
modernich chromatografickych metod je snahou zavést do
rutinni toxikologické praxe vhodné analytické postupy
k objektivni diagnostice houbovych intoxikaci. Za timto
ucelem byla vypracovana a do praxe zavedena nova meto-
da LC-MS pouzitelna k analyze jiz zminovaného muskari-
nu, o-amanitinu, f-amanitinu a faloidinu.
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Experimentalni ¢ast
Chemikalie a material

Muskarin, o-amanitin, B-amanitin, faloidin a falaci-
din, methanol gradient grade pro HPLC, acetonitril gradi-
ent grade pro HPLC, kyselina mravenéi pro LC-MS
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), heptafluoromaselna
kyselina p.a., kyselina mravenéi pro LC-MS (Fluka, St.
Louis, USA), octan amonny (Merck, Darmstadt, Némec-
ko), kyselina chlorovodikova konc. (Penta, Chrudim, CR),
voda gradient grade pro HPLC byla vyrobena purifikacnim
systémem Aqual (Brno, CR). SPE kolonky Strata X-CW
a analytické kolony Gemini C18 (150 x 2,0 mm i.d., 5 pm)
a Synergi Polar RP (100 x 2,0 mm i.d., 2,5 pm) byly za-
koupeny od firmy Phenomenex (Torrance, USA).

Vzorky negativni moce a séra a vzorky moce, Zalu-
de¢niho a stfevniho obsahu od pacientii intoxikovanych
muchomtrkami byly ziskany na Ustavech soudniho lékai-
stvi fakultnich nemocnic v Olomouci a Ostrave.
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Instrumentace LC-MS

Meteni byla provedena na pfistroji LC-MS firmy
Shimadzu (Kyoto, Japonsko). Systém se sklada ze dvou
pump LC-10AC, degaseru DGU-14A, autosampleru SIL-HT,
kolonového termostatu CTO-10AC a hmotnostniho spek-
trometru LC-MS2010A (kvadrupdl s ionizaci za atmosfé-
rického tlaku — ESI a APCI). Jako iontovy zdroj byl pouzit
elektrospray.

Analyzy muskarinu byly provedeny na koloné¢ Gemi-
ni C18 (150 x 2,0 mm i.d., 5 um), ktera byla termostatova-
na na 30 °C. Mobilni fazi A tvotila 8 mmol 1™ heptafluoro-
maselné kyselina a mobilni fazi B byl acetonitril. Méfeni
probihalo v gradientovém moédu: 0-15 min: 0 % — 37 %
B, 15-16 min: 37 % — 0 % B. Nasledné byla kolona
15 min ekvilibrovana mobilni fazi A. Pritokova rychlost
byla 0,2 ml min".

Toxiny muchomurky zelené byly analyzovany na
kolon¢ Synergi RP Polar (100 x 2,0 mm, 2,5 um), ktera
byla termostatovana na 35 °C. Mobilni fazi A tvofil
0,1 mol I'! octan amonny s piidavkem 0,1 % kyseliny mra-
ven¢i, mobilni fazi B byl acetonitril. Méfeni probihalo
v gradientovém modu: 0-10 min: 5 % — 40 % B, 10-12
min: 40 % — 5 % B. Nasledné byla kolona 8 min ekvilibro-
véana mobilni fazi A. Pritokové rychlost byla 0,2 ml min .

Meéfeni byla provadéna jednak v ,,single ion“ modu,
kdy studované latky byly identifikovany na zakladé svych
retencnich ¢ast, jednak ve scan modu, kdy studované latky
byly identifikovany na zakladé svych hmotnostnich spek-
ter. Jednotlivé m/z byly 174 [M'] pro muskarin, 216 [M]
pro acetylovany muskarin (interni standard), 919 [M'] pro
o-amanitin, 920 [M'] pro B-amanitin, 789 [M'] pro fa-
loidin a 847 [M"] pro falacidin.

Extrakce

Pro extrakci muskarinu, a-amanitinu, -amanitinu,
faloidinu a falacidinu z biologického materidlu byl pouZzit
shodny postup. Kolonka Strata X-CW byla nejdfive pro-
myta 1 ml methanolu, poté 1 ml 0,1 mol 1" kyseliny chlo-
rovodikové. Na kolonku byl aplikovan 1 ml vzorku. Ko-
lonka byla promyta 1 ml acetatového pufru pH 4,5, nasle-
dovalo susSeni za vakua 1 min. Eluce byla provedena 1 ml
5% kyseliny mravenc¢i v methanolu. Eluat byl v proudu
dusiku odpaten do sucha. Pro analyzu muskarinu byl odpa-
rek nasledné rozpustén v 0,1 ml vody, zatimco pro analyzu
toxintit muchomiirky zelené byl odparek rozpustén v 0,1 ml
smési methanol : voda (1:1). Nastfik do LC-MS systému
byl 5 ul vzorku.

Validace metody LC-MS

Pro stanoveni muskarinu v mo¢i byl jako interni stan-
dard pouzit acetylovany muskarin. Pro stanoveni o-
amanitinu a B-amanitinu v moci a séru byl pouzit jako
interni standard falacidin. K ovéfeni linearity byla sestroje-
na Sestibodova kalibra¢ni ktivka. Limit detekce (LOD)
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a limit kvantifikace (LOQ) byly stanoveny pomoci poméru
signalu a Sumu 3:1, resp. 10:1. Vytéznost SPE byla vypo-
¢itana jako pomér plochy piku spikovaného vzorku, ktery
byl zpracovan SPE postupem ku plose piku vzorku spiko-
vaného az po extrakci. Preciznost a presnost byla spocitana
ze tii riznych koncentraci, méfenych v péti opakovanich
ve tiech po sobé jdoucich dnech.

Vysledky a diskuse
Extrakce

Cilem bylo dosahnout jednotného extrakéniho kroku
pro vSechny zminéné latky, tzn. muskarin, oi-amanitin,
B-amanitin, faloidin a pouzité interni standardy acetylova-
ny muskarin a falacidin. V piedchozi studii® bylo zjisténo,
ze pro izolaci muskarinu z moce je nejvhodnéjsi extrakce
na pevné fazi za pouZiti kolonky Strata X-CW. Experi-
mentalné bylo zjisténo, ze zminény extrakcéni postup je
rovnéz vhodny i pro izolaci toxinli muchomiirky zelené
z biologického materialu, jako je moc¢, sérum, Zaludecni
obsah, popt. stfevni obsah.

Optimalizace parametria MS

Pro nalezeni vhodnych parametrti iontového zdroje
aiontové optiky byly pouzity vodné roztoky standardii
muskarinu o koncentraci 0,2 pg ml™', q-amanitinu, B-ama-
nitinu, faloidinu a falacidinu, vSe o koncentraci 2,0 ug ml ™.
Roztoky byly pfimo injektovany do hmotnostniho spektro-
metru. Byla testovana zavislost odezev jednotlivych stan-
dardi na danych parametrech. Experimenty byly provede-
ny v tripletech. Pro muskarin byly optimalizované parame-
try iontového zdroje a iontové optiky nasledujici: napéti na
kapilare 2 kV, teplota vyhtivané kapilary 240 °C, napéti na
vyhiivané kapildfe —10 V, rychlost proudéni susiciho ply-
nu (dusik) 1,5 1 min™". Pro toxiny muchomirky zelené byly
optimalizované parametry iontového zdroje a iontové opti-
ky nasledujici: napéti na kapilafe 4,5 kV, teplota vyhtivané
kapilary 250 °C, napéti na vyhtivané kapilate —20 V, rych-
lost proudéni susiciho plynu (dusik) 1,5 1 min™".

Optimalizace separa¢nich podminek

V predchozi studii®® bylo zjisténo, Ze nejlepsich sepa-
racnich podminek je dosazeno za pouziti mobilni faze
slozené z 8 mmol I' vodného roztoku heptafluoromaselné
kyseliny a acetonitrilu a kolony Gemini C18.

K separaci o-amanitinu, [B-amanitinu, faloidinu
a falacidinu byla pouzita kolona Synergi RP Polar, vhodna
pro analyzu polérnich sloucenin. Pfi optimalizaci separac-
nich podminek byl sledovan a) pratok mobilni faze a b)
slozeni mobilni faze acetonitril : vodny roztok octanu
amonného s piidavkem 1 % kyseliny mravenci. Nejlepsich
vysledkil, kdy doslo k rozdéleni vSech ¢tyf studovanych
analyti, bylo dosazeno pouzitim gradientového modu: 0 az
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10 min: 5 % — 40 % acetonitrilu, 10-12 min: 40 % — 5 %
acetonitrilu s konstantnim priitokem 0,2 ml min .

Validace LC-MS metody

Ziskané parametry validace pro stanoveni muskarinu:
kalibragni kiivka byla linearni v rozmezi 0,0003 a2 2,0 ug ml ™.
Koeficient determinace byl 0,9993, coz indikuje dostatec-
nou linearitu metody pro jeji aplikaci v klinické diagnosti-
ce. Limit detekce byl 0,09 ng ml"" a limit kvantifikace
0,3 ng ml"'. Vytéznost extrakce muskarinu byla 95 %.
Preciznost a pfesnost metody méfena v ramci jednoho dne
a v pribéhu tfech po sobé nasledujicich dni je zndzornéna
v tab. L.

Ziskané parametry validace pro stanoveni o-ama-
nitinu a B-amanitinu z moce: kalibra¢ni kfivka pro obé&
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latky byla linearni v rozmezi 0,002 az 10,0 ug ml™". Koefi-
cient determinace byl 0,998 pro o-amanitin a 0,995 pro f3-
amanitin, coz indikuje dostatecnou linearitu metody pro
jeji aplikaci v klinické diagnostice. Limit detekce byl
0,6 ng ml™" a limit kvantifikace 2,0 ng ml™' pro oba analy-
ty. Vyté€zZnost extrakce pro a-amanitin byla 97 % a pro f3-
amanitin 96 %. Preciznost a piesnost metody pro o-
amanitin a B-amanitin méfend v séru a moc¢i v radmci jedno-
ho dne a v pribéhu tfech po sob¢ nasledujicich dni je zna-
zornéna v tab. L.

Ziskané parametry validace pro stanoveni o-ama-
nitinu a B-amanitinu ze séra: kalibracni kiivka pro ob¢
latky byla linearni v rozmezi 0,003 az 10,0 pg ml™". Koefi-
cient determinace byl 0,993 pro a-amanitin a 0,997 pro
B-amanitin, coz indikuje dostate¢nou linearitu metody pro

Tabulka I
Preciznost a presnost metody pro sledované latky méfena v moci a séru v ramci jednoho dne a v pribéhu tfech po sobé
nasledujicich dni
Opakovatelnost Mezilehla preciznost
Pfidana primérna primérna
koncentrace vypoctena preciznost presnost vypoctena preciznost presnost
[ng ml™] koncentrace [RSD, %]  [rel. chyba, %] koncentrace [RSD, %]  [rel. chyba, %]
[ug ml "] [ug ml™]
muskarin v moci
0,0003 %,01019%(9)*? 0,48 33 01,’0102(.)%371: 4,02 3,33
0,2 0,19+£0,012 0,66 -5,0 0,194+ 0,011 5,49 -3,0
2,0 1,91 £ 0,009 1,39 4.5 1,88 £ 0,045 2,39 -6,0
o-amanitin v moci
0,00188 = 0,00187 +
0,002 (’),00014 7,87 —6,0 (’)’00017 9,4 6,5
2,0 1,83 £ 0,06 3,6 8,4 1,82 £0,06 3,35 -8,95
10,0 9,93+0,19 1,96 —0,68 9,83+0,11 1,2 -1,72
o-amanitin v séru
0,00275 + 0,0027 +
0,003 (’),00007 2,58 -8,3 0”00005 2,13 -10,0
2,0 1,99 + 0,06 3,02 -0,5 1,98 £ 0,014 0,7 -1,0
10,0 9,99 +£0,31 3,15 -0,1 9,96 + 0,04 0,48 -0,4
[-amanitin v moci
0,00184 + 0,00194 +
0,002 0.00015 8,26 -8 0.00019 9,8 -3,0
2,0 1,91+ 0,08 4,33 4,7 1,82 £0,05 2,87 -89
10,0 9,69 +0,04 0,42 3,12 9,73 +0,04 0,47 2,7
p-amanitin v séru
0,0027 £ 0,0026 +
0,003 0.00014 5,18 -10,0 0.00015 5,76 -13,3
2,0 2,18+ 0,018 0,82 9,0 2,14 £ 0,036 1,68 3,5
10,0 9,77+ 0,12 1,28 -2,3 9,86 £0,12 1,3 -1,35

833
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jeji aplikaci v klinické diagnostice. Limit detekce byl
0,9 ng ml™" a limit kvantifikace 3,0 ng ml™' pro oba analy-
ty. VytéZnost extrakce pro o-amanitin byla 93 % a pro p-
amanitin 94 %. Preciznost a pfesnost metody pro o-
amanitin a B-amanitin méfend v séru a mo€i v rdmci jed-
noho dne a v prubéhu tfech po sobé nasledujicich dni je
znazornéna v tabulce 1.

Analyza realnych vzorkl pacienti

Pripad ¢. 1

26lety muz, ktery si pfes internet objednal tzv. ,,magic
mushrooms* snédl na party 6 kusi téchto hub. Pozdégji si
Sel lehnout. Po dalsi hodiné byl prateli nalezen
v bezvédomi. Pfi pfijezdu rychlé zéchranné sluzby mél
muz jiz zastavu srdce. Pres veskeré snahy 1ékaid pacient
umird. Moc¢ a zaludecni obsah pacienta byly odebrany pii
pitv€. V moci a Zalude¢nim obsahu pacienta byl prokazan
muskarin (obr. 1).

Pripad ¢. 2

V tomto piipadé Slo o 7leté dité, které dva dny po
sobé jedlo houbovy pokrm. Nasledujici den, vzhledem
k zazivacim potizim, rodi¢e s ditétem navstivili détského
1ékare, kde se ovsem nezminili o poziti hub a tak dité bylo
odeslano domu.. Po dal§im zhorSeni stavu, bylo dité ctvrty
den od poziti hub hospitalizovano v nemocnici, kde jiz
rodice uvedli poZiti hub. Vzhledem k vysoké hodnoté ja-
ternich testli vzniklo podezieni na poziti muchomirky
zelené. Pres zahdjeni 1éCby dit€ umird 7. den od poZiti hub.
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Obr. 1. Chromatograficky zaznam moce (a) a Zaludecniho
obsahu (b) pacienta po SPE s nalezem muskarinu
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Obr. 2. Chromatograficky zaznam stfevniho obsahu (a)
a obsahu apendixu (b) pacientky po SPE snalezem f-
amanitinu, a-amanitinu, falacidinu a faloidinu; 1 — p-ama-
nitin, 2 — a.-amanitin, 3 — falacidin a 4 — faloidin

Moc¢ byla odebrana paty den od poZiti hub. Pti pitvé byl
odebran obsah apendixu a stfevni obsah. Jak lze vidét na
obr. 2, ve stfevnim obsahu a apendixu byla potvrzena pfi-
tomnost o.-amanitinu, B-amanitinu, faloidinu a falacidinu.
Vzhledem k provedené dialyze nebyla jiz prokdzéna pfi-
tomnost a-amanitinu, B-amanitinu ani faloidinu v moci
ditéte.

Zaveér

Validovand metoda LC-MS byla vypracovana pro
prikaz a stanoveni a) muskarinu z moce intoxikovanych
0sob a b) a-amanitinu a -amanitinu z moce a séra intoxi-
kovanych pacientd. Soucasti metody bylo rovnéz vypraco-
vani jednotného izola¢niho postupu pro zminéné toxiny
z biologického materialu. Vypracovana LC-MS metoda
byla pouzita pro prikaz muskarinu, o-amanitinu, 3-amani-
tinu a faloidinu v realnych vzorcich intoxikovanych paci-
enti. Metoda je rovnéz vhodna k prikazu toxind
v zalude¢nim a stfevnim obsahu intoxikovanych osob.
Vypracovana objektivni LC-MS metoda je dostatecné
citliva pro diagnostiku otrav houbami obsahujicich disku-
tované toxiny a muze nahradit subjektivni a pomérné prac-
né mikroskopické vySetfeni zaméfené na nalez spor
v zalude¢nim obsahu a stolici.

Autori dékuji za financni podporu grantové agenture
Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky (IGA NS10269-
3). Velké diky rovnéz patii Michaelu D. Schwartzovi, MD
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LC-MS - an Objective Diagnostic Method of Amanita
Intoxications

A LC-MS method for determination of muscarine and
amatoxins in urine and blood serum was developed and
validated. The analysis was carried out using an LC/MS
quadrupole device equipped with electrospray. The separa-
tion of muscarine, a-amanitin, 3-amanitin, phalloidin and
phallacidin was performed on analytical columns in
the gradient mode. The applicability of the method has
been demonstrated by analyzing clinical samples.



