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1. UVOD

Muchom(rky, neboli houby rodu Amanita, patfi diky své toxicité mezi
rozdélit do tfech skupin — rychle pulsobici falotoxiny, pomaleji pusobici amatoxiny
a virotoxiny (Obr. 1). Falotoxiny jsou pro savce toxické pouze pfi parenteralnim podani, tyto
slou€eniny totiz nejsou absorbovany gastrointestinalnim traktem. Falotoxiny se vazi
na F-aktin stabilizujici aktinova vlakna, ¢imz zabranuji depolymerizaci mikrofilament, ktera
zpusobuje poruchu funkce cytoskeletu [1,2]. Virotoxiny nemaji po peroralnim podani
vyznamné toxické ucinky a podobné jako falotoxiny interaguji s aktinem [2,3]. Amatoxiny
inhibuji RNA polymerazu v jadrech jaternich bunék, &imz blokuji syntézu proteind

a nasledné vyvolavaji bunéénou smrt [3].

RY
R* “OH
falotoxiny amatoxiny virotoxiny
R', R? R°=H, OH R' = CHg, CH,OH X =80, SO,
R® = CHg, CH(CHj3), R?, R* R%=H, OH R" = CHg, CH,OH
R* = CH3, COOH R% = NH,, OH R? = CH3, CH(CH3),

Obrazek 1: Struktury toxinG vyskytujicich se v muchomurkach

Velké riziko pfi otravé v dusledku konzumace hub obsahujicich amatoxiny spociva
v dlouhé latentni (asymptomatické) fazi intoxikace. Po poziti dochazi ke vstfebavani toxinu
v pribéhu prvni latentni faze, ktera je nasledovana gastrointestinalni fazi otravy,
vyznacujici se zvracenim, bolestmi bficha a prdjmem. Nasledujici druha latentni faze trva
az 1 den a v jejim prubéhu dochazi k nevratnému poskozeni ledvin a jater, v neléenych
pfipadech vedoucimu k jejich selhani a umrti pacienta [4]. Z vySe popsanych divodu je
potfebna rychla a spolehliva analytickd metoda pro zjisténi pfitomnosti amatoxinl v téle
pacienta. Amatoxiny se z krevni plazmy rychle vstfebavaji, coz znesnadnuje jejich
stanoveni ve vzorku krve. Proto jsou vyvijeny metody dosahujici co nejvétsi citlivosti,

schopné zachytit i stopové mnozstvi jedu ve vzorku.

Jednou z moznosti analyzy amatoxinl je jejich derivatizace vhodnym Ccinidlem

a nasledna analyza pomoci hmotnostni spektrometrie. Derivatizovany toxin by mél
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poskytovat vy3Si signal a tim usnadnit jeho detekci. Predkladana bakalafska prace
navazuje na dfivéjSi vyzkum Mgr. Pauly Rovridkové pod vedenim doc. RNDr. Petra
FryCaka, Ph.D. [5] a zabyva se pfipravou derivatizaCniho Cinidla s kvarterni amoniovou
skupinou a jeho naslednou reakci s amanitinem a dalSimi latkami s fenolickou funkéni
skupinou. Je znamo, Ze tetraalkylamoniové ionty poskytuji vysoky ioniza¢ni vytézek
pfi ionizaci elektrosprejem a jejich pfipojeni ke struktufe analytu by mohlo vést ke zvySeni
citlivosti analyzy. Teoreticka Cast prace obsahuje popis amatoxinl, jejich vyskytu,
mechanismu otravy a jeji |écby. Navazujici experimentalni &ast zahrnujici vysledky
a diskusi popisuje dosazené laboratorni vysledky, které jsou shrnuty v zavéru. Prace je

doplnéna o pfilohy obsahujici HPLC/MS spektra pfipravenych latek.

12



2. CILE PRACE

Vypracovani literarni reSerSe popisujici strukturu amanitind, jeji ur€eni, prabéh
otravy, epidemiologii otrav. Vytvoreni prehledu metod pro stanoveni amanitin(

v biologickych vzorcich za poslednich 5 let.

Ladéni parametrd HPLC/MS metody za ucelem ziskani maximalni odezvy nativni
formy analytu. Pfiprava derivatizacniho €inidla a derivatizace analytu (Schéma 1).
Ladéni parametrd metody za ucelem ziskani maximalni odezvy derivatizovaného

analytu. Srovnani citlivosti detekce nativni a derivatizované formy analytu.

Vypracovani experimentalni ¢asti bakalarské prace.

R2 ) oxidace,
N-alkylace | _\R* " chlorace )
Rl __S._,NH oy — T RIOR!I s NI, 75 RIOR!
H2N S R1 2 R°X RZN R\S S R1’(\IB R2 R2 ' R;/S//\Cl
R2 RZ2 O
Ls{ l R-amanitin
R' = (CHy),, O
/524 derivatizovany -amanitin
R? = CH3, CH3(CHa)3, CH3(CHy)14
X=Br |

Schéma |: Navrhovana syntéza derivatiza¢niho Cinidla a derivatizace analytu
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3. TEORETICKA CAST

3.1. Popis amanitin

Amanitiny, v literatufe téz amatoxiny, jsou bicyklické oktapeptidy odvozené z jedné
matefské molekuly (Obr. 2), které se skladaji vyhradné z L-aminokyselin a glycinu [1].
Jednotlivi zastupci amanitini se liSi pouze po¢tem hydroxylovych skupin (R1, Rz, Ra, Rs)
a amidovou, pfipadné karboxylovou skupinou (Rs) zbytku kyseliny asparagové. Molekula
amanitinl dale obsahuje heteroatom tryptathionu, ktery se zde vyskytuje jako
(R)-sulfoxid [6]. V ramci amatoxin(l jsou zastupci a-amanitin, y-amanitin, amaninamid,
amanullin a proamanullin klasifikovany jako neutralni amatoxiny, zatimco [B-amanitin,

g-amanitin, amanin a kyselina amanullova jsou kyselé amatoxiny (Tab. 1) [4].

Ra
.,R|1| O
N\)’L
HN H o
o)
o)
Rs! O\\Sm v
N
8 N\(\H’\g_H 0
o)
Rj3
Ry, Ry, Ry, Rs: H, OH
R3: NHQ, OH
Obrazek 2: Obecny vzorec amatoxinQ
Tabulka I: Pfehled znamych amatoxin(
amatoxin R: R> R3 R4 Rs charakter
a OH OH NH> OH OH
1% H OH NH> OH OH
amaninamid OH OH NH> H OH neutralni
amanulin H H NH> OH OH
proamanulin H H NH: OH H
B OH OH OH OH OH
£ H OH OH OH OH
: kysely
amanin OH OH OH H OH
amanullova k. H H OH OH OH
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Amatoxiny maji velkou tepelnou stabilitu a jsou velice dobfe rozpustné ve vodé.
Kombinace téchto vlastnosti je Cini vyjimecné toxickymi, protoZze se neznici vafenim ani
susenim. Vysokou tepelnou stabilitu dokazuje i fakt, Ze byl zaznamenan smrtelny pfipad
otravy i po konzumaci zmrazenych muchomurek zelenych. Amatoxiny jsou navic odolné
vuci degradaci enzymy a kyselinami, a proto pfi poziti nedochazi k jejich inaktivaci
v gastrointestinalnim traktu. Amatoxiny se navic velmi pomalu rozkladaji pfi skladovani

ve vodnych roztocich v otevienych nadobach nebo pfi dlouhodobém vystaveni slunci [4].

vvvvvv

a-amanitinu je 918,98 g/mol a teplota tani je 254 °C [8]. Za vysokou toxicitu jsou
zodpovédné hydroxylové skupiny v postrannich fetézcich, které se vodikovou vazbou
vazou na RNA polymerazu Il (RNAII) a zplUsobuiji tak inhibici jeji aktivity [9,10]. Smrtelna
davka a-amanitinu je pro mor¢e 0,05 mg/kg, pro potkana vice nez 2 mg/kg a pro ¢lovéka
0,1 mg/kg télesné hmotnosti [8]. Na usmrceni dospélého ¢lovéka staci asi 50 g syrové

plodnice muchomrky zelené [11].

V pfipadé B-, y- a e-amatoxinu se letalni davka pohybuje v mezich 0,2 - 0,4 mg/kg
télesné hmotnosti. Kyselina amanullinova a jeji derivat amanullin jsou pak jiz slabsi jedy se

smrtelnou davkou 20 mg/kg [8].

3.2. Vyskyt amanitinu

Amatoxiny se nachazeji v houbach ¢eledi muchomurkovitych (Amanitaceae) (rod
Amanita), Agaricaceae (rod Lepiota) a Cortinariaceae (rod Galerina). Nejvétsi obsah
amatoxind maji zejména muchomurky, jako je muchomlrka zelena (A. phalloides),
muchomdrka jarni (A. verna), muchomurka jizliva (A. virosa), A. ocreata, A. suballiacea,
A. bisporigera, A. hygroscopica a A. tenuifolia. Tyto latky jsou hlavni pfi¢inou vysokeé toxicity
téchto hub, pfiéemz hlavni toxiny pfedstavuji a- a S-amanitin [6,7,12]. Vzhledem k tomu, ze
A. phalloides je z uvedenych zastupcu hub nejjedovatéjsi a je nejCastéjsi pficinou otrav
houbami v ramci Ceské republiky i celé Evropy, vénuje se nasledujici podkapitola popisu

pravé tohoto druhu [13].

3.2.1. Amanita phalloides

Amanita phalloides, ¢esky muchomurka zelena (Obr. 2), je smrtelné jedovata
stopkovytrusna houba. Je rozSifena zejména v Evropé, jeji vyskyt byl ale zaznamenan
i v USA, Jizni Africe, Malajsii, Chile, Mexiku, Australii a Indii. V uvedenych oblastech byly
rovnéz zaznamenany pripady otrav touto houbou [14]. A. phalloides se bézné vyskytuje
ve vihkych, zejména bukovych a dubovych lesich, v obdobi od €ervna do fijna. Lze ji nalézt

také pod osamélymi listnatymi stromy a vyjimec¢né v borovicovych lesich [15]. Jedna se

15



o ektomykorhizni houbu, ktera vytvari symbiotické vztahy s riznymi druhy stromd, jako je

buk, dub, kastan a borovice [4]. Ve vy&Sich polohach roste pouze vzacné [16].

o’ Y

Obrazek 3: Amanita phalloides. Autor fotografii S. Jirasek [17].

Klobouk muchomurky zelené ma v praméru 50 az 120 mm. V mladi je polokulovy
az zvonovy. Je spojeny bilym zavojem s vrcholem tfené. Pozdéji se stava plossi. Pokozka
klobouku ma od olivové Zluté, pfes Zzlutozelenou az po hnédé olivovou barvu. Stied
klobouku je vétSinou tmavsi nez okraje. Z po&atku celou plodnici obaluje plachetka, ktera
se pozdéji trha. V dospélosti byva klobouk lysy. Lupeny jsou bilé az nazloutlé. Duzina ma
bilou az Zlutozelenou barvu. Vyska tfené, ktery je valcovity a dole rozSifeny, se pohybuje
od 80 po 180 mm. T¥en byva obvykle svétlejSich barev nez klobouk a na jeho vrcholu se
vyskytuje bily blanity prsten. Diky tomuto prstenu Ize muchom(rka zelena odlisit od jedlych
zampionu. Chut plodnice je lahodna a nasladla, coz bylo i potvrzeno intoxikovanymi
pacienty. Jeji viné pfipomina vadnouci rizové kvéty a pfi zasychani voni medoveé [18-20].

Jiné zdroje v8ak uvadi, ze v dospélosti muze mit i pach syrovych brambor [13].

3.3. Historie izolace amanitint a uréeni molekularni struktury

Pred vice nez 140 lety se izolace amanitinu stala pfedmétem zajmu némeckych,
francouzskych a americkych laboratofi. Zadna z probé&hlych studii ovéem nevedla k ziskani
homogenni latky, jeji vodny extrakt totiz vZdy obsahoval slou€eninu, ktera se rozkladala
pusobenim kyselin i zahfivanim. Tato skute¢nost vedla k vylou€eni pfitomnosti amanitinu,
jehoz termicka stabilita byla popsana uz dfive [1]. Na zacatku 20. stoleti byly Williamem
W. Fordem provedeny experimenty ke zjisténi chemické struktury toxini muchomurek.
Slouceninou, kterou se mu povedlo ziskat pravdépodobné z A. virosa, usmrtil pomoci
subkutanni davky 0,4 mg dospélé morce. Diky dneSnim znalostem vime, Zze obsah Cistého
toxinu v diskutovaném pfipravku se pohyboval kolem 10 %. Ziskany toxin byl Fordem
pojmenovan jako amanitatoxin. Dale se izolaci Cistého amanitinu zabyval ve 30. letech

20. stoleti Hans A. Raab, ktery ve své publikaci podrobné popsal mimo jiné i dosavadni

16



historii vyzkumu amanitind. Amanitin v Cisté formé& se bohuzel nepovedlo izolovat ani
Raabovi [21]. ZvySeni vytéZku pfi izolaci se povedlo J. Renzovi, ktery rovnéz dokazal, Ze
tento toxin Ize extrahovat z vody do butanolu. Roku 1937 se v Mnichové podafilo
F. Lynenovi a U. Wielandovi pomoci frakéni extrakce vodného roztoku toxinu butanolem
rozdeélit smés na dvé Casti — prvni ¢ast obsahovala toxin pusobici béhem nékolika hodin
a druha ¢ast obsahovala slozky s delSi dobou pisobeni. Po pfecisténi rychleji plsobici Easti
smési byla zkoumana latka krystalizovana a pojmenovana jako falloidin [22]. Cisty amanitin
se prostfednictvim adsorpce podafilo izolovat az v roce 1941 H. Wielandovi,
R. Hallermayerovi a W. Zilgovi [1]. Pomoci nové vyvinuté metody elektroforézy na filtracnim
papiru byly tehdy objeveny dvé slozky krystalického amatoxinu — neutralni sloZzka, nyni
znama jako a-amanitin, a kysela slozka, ktera migrovala smérem k anodé, nyni uvadéna
pod nazvem B-amanitin [21]. Obecna struktura amanitinu byla objasnéna v roce 1966
T. Wielandem a U. Gebertem. Upiny vzorec byl ovéem znam aZ v roce 1968 diky
H. Faulstichovi et al [23].

Pro analytické stanoveni amatoxini byla pouzivana papirova a tenkovrstva
chromatografie. Pro vizualizaci byl jako detekéni Cinidlo pouzit roztok cinnamaldehydu
v methanolu a kyselina chlorovodikova. PFfi postfiku chromatogramu roztokem
cinnamaldehydu a nasledné expozici chlorovodiku reaguji amatoxiny za vzniku intenzivniho
Cervenofialového zbarveni a falotoxiny za vzniku modrého. DalSi metodou detekce
amatoxinG byla jejich reakce s koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou na papife

obsahujicim lignin za vzniku zelenomodrého zbarveni [21].

3.4. Syntéza amatoxinu

Totalni syntéza cyklickych peptidd vyskytujicich se v muchomirkach ma dlouhou
historii, ktera saha az do 50. let 20. stoleti. Nejvétsi pfekazkou byl v té dobé cyklizacni krok,
ktery se povedlo provést E. Munekatovi [1,24] a ktery mu umoznil syntézu faloidinu, jednoho
z falotoxinu. Vzhledem ktomu, ze struktura a tudiz i syntéza jednotlivych zastupcl
amatoxin je velice podobna, kapitola diskutuje pouze syntézu biologicky nejvyznam-
n&j$iho a vramci této prace zkoumaného a-amanitinu. Usp&$na totalni syntéza byla
publikovana roku 2018 vyzkumnou skupinou D. M. Perrina, ktera pfekonala vsechny
obtizné proveditelné kroky zkoumané syntézy. Vytézky totalnich syntéz cyklickych peptidl
jsou obvykle velmi malé kvili mnoha funkénim skupinam a chirdlnim centrdm, které
molekuly obsahuji [2]. Syntetické vyzvy pfi pfipravé a-amanitinu sestavaji z pfipravy
6-hydroxytryptathioninu, ke které je potfebna selektivni oxidace, dale enantioselektivni

syntéza (2S,3R,4R)-4,5-dihydroxyisoleucinu a diasteroselektivni sulfoxidace.
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Vychozi slou€enina 1 (Schéma Il na nasledujici strané) byla postupné podrobena
desilylaci a deesterifikaci a nasledné pfevedena na MIDA boronatovy ester 2 (N-
methyliminodioctova kyselina, MIDA, vystupuje jako trojvazny ligand a vaze se na atom
boru ve slou€eniné). Ziskana latka je podrobena cyklizaci v pfitomnosti 1-fluor-2,4,6-
trimethylpyridinium triflatu za vzniku slouc¢eniny 3 jako neoddélitelného paru diastereomer.
Takto ziskana diastereoizomermni smés byla pfimo navazana na hexapeptid na pevné fazi
za vzniku heptapeptidu 4. Nasledujici zpracovani pomoci kyselina trifluoroctové (TFA)
a CHCl, vyustilo sou¢asné v deprotekci, odstépeni z pryskyfice a tvorbu dvou produktd
vazanych tryptathioninem — MIDA boronatu a kyseliny boronové. Po pfevedeni veskerého
produktu na kyselinu boronovou do3lo k oxidaci latky na heptapeptid 5, ktery v dalSim kroku
reagoval s (2S,3R,4R)-4,5-dihydroxyisoleucinem 6, pfipravenym jedenacti kroky v ramci
druhého stupné popisované syntézy. V nasledujicich dvou deprotekénich krocich byla
ziskana latka 7, ktera byla cyklizovana za vzniku S-deoxyamanitinu 8. Poslednim krokem
reakce byla diastereoselektivni sulfoxidace, v prubéhu které dochazi ke vzniku (R)- a (S)-
sulfoxid. Za ucelem prednostniho zisku a-amanitinu byla jako objemné;jSi oxidacni €inidlo

pouzita meta-chlorperoxybenzoova kyselina (MCBPA) [25].

Dal8i metodu pro syntézu a- a B-amanitinu pfredstavil roku 2020 C. Mdller a kol.,
ktery pfistoupil jinym zplsobem jak k syntéze dihydroxyisoleucinu 6, tak k tvorbé
tryptathionového mustku, ke které bylo vyuzito fotooxygenace. Tato metoda je mirngjsi
i alternativni metodu vyuzivajici komeréné dostupnéjSich prekurzorl. K zavérecné
sulfoxidaci bylo pouzito stejného Cinidla jako v pfipadé Perrinova postupu. Miullerova
metoda byla vyvijena s cilem umoznit komercni syntézu a-amanitinu a tim zpfistupnit tuto
latku pro vyvoj a vyzkum amanitinovych konjugatt protilatka-lék (ADC) [26]. Dosud
zkoumané derivaty ADC poskytuji velmi slibné vysledky jako vysoce ucinna a selektivni
protinadorova terapeutika [27]. Jako pfiklad Ize uvést derivat s oznaéenim HDP-101, ktery
je aktualné podroben prvni fazi klinickych testli, které jsou provadény za ucelem
zhodnoceni bezpecénosti, farmakokinetiky a uc€innosti zkoumané latky u pacientu

s poruchami plazmatickych bunék véetné mnohocetného myelomu [28].
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Schéma |l Totalni syntéza a-amanitinu - ¢inidla a podminky: (a) TBAF, THF, 19-21 °C,
30 min, 74%; (b) LiOH, 1:1 THF/H20, 4 °C, 4 h; (c) N-methyliminodioctova kyselina, DMSO,
110 °C, 16 h, 25%; (d) 1-fluor-2,4,6-trimethylpyridinium ftriflat, THF, 65 °C, 4 h, 85%;
(e) 3navazan pfimo na hexapeptid na pevné fazi za vzniku heptapeptidu;
() 1:1 TFA/CH:Clz, 19-21 °C, 1 h, 70%; (g) KOH, EtOH, aceton, 19-21 °C, 5 min;
(h) mCPBA, EtOH, 0-4 °C, 5 min, 58%; (i) DIPEA (do pH ~8.5), DMF, 19-21 °C, 48 h;
()EtNH, DMF, 19-21 °C, 2 h; (k) TBAF a AcOH do pH ~5, DMF, 19-21°C, 1 h; (I) HATU,
DIPEA (do pH ~9), DMA, 19-21 °C, 2 h, 15%; (m) mCPBA, 2:1 iPrOH/EtOH, 78% pro oba

diastereoizomery [25].

DalSim zkoumanym pfistupem k pfFipravé cyklopeptidl, jako je amanitin, je studium

biosyntézy metabolitt toxickych hub. Bylo zjisténo, Ze a-amanitin je v houbach syntetizovan
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na ribozomech [29]. ACkoliv konkrétni biosyntetické cesty nejsou znamy, zakladni proces
vzniku a-amanitinu Ize znazornit na schématu lll. Gen kodujici a-amanitin AMA1 patfi
do velké rodiny pfibuznych genl oznaCovanou jako MSDIN rodina. a-Amanitin je
syntetizovan jako 35-aminokyselinovy proprotein, ktery musi posléze projit $tépenim,
dalSimi posttranslacnimi modifikacemi, v€éetné cyklizace, tvorby Trp-Cys kfizového mustku,

hydroxylace a sulfoxidace [2,29].
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Schéma lll: Biosyntéza a-amanitinu [2].

3.5. Toxikokinetika amatoxint

Ze vSech amatoxin(l jsou nejvice studovany a-amanitin a 8-amanitin. Amanitiny jsou
absorbovany stfevni sliznici a dopraveny do jater vratnicovou zilou [30]. Amatoxiny
se nevazi na plazmatické bilkoviny a jsou pfitomné v plazmé v nizkych koncentracich
prvnich 36 hodin od intoxikace. Koncentrace amatoxinli v plazmé byva 10x az 100x nizSi
nez v moc€i [31,32]. Amatoxiny nepodléhaji metabolismu [33] a az 80 % téchto toxinu je
vylou¢eno moci. NejvysSi koncentrace amatoxini v moci je 48—72 hodin od poziti hub
a detekovatelné jsou az do 5. dne [31]. Eliminace zacina uz po 90 minutach od intoxikace
[34]. Diky studiim kinetiky amatoxind na psech bylo zjist€no, ze se jejich distribuéni objem
blizi objemu mezibunéénému prostoru. Celkova clearance je podobna clearance kreatininu
[35], ktery vznika ve svalech a jeho hodnoty v krevnim séru a moci se vyuzivaji
pro stanoveni funkce ledvin. Clearance kreatininu zavisi na mnozstvi svalové hmoty [36].
Amatoxiny, které nebyly vstiebany gastrointestinalnim traktem jsou vylouceny stolici [31].
Malé koncentrace amatoxinl se eliminuji zlu€i [37] a enterohepatalni cirkulaci se vraci zpét
do jater [38].

3.6. Popis otravy z klinického hlediska a na molekularni urovni

Otrava A. phalloides se po poziti vyznacCuje dlouhym latentnim obdobim, které
obvykle trva 8 az 12 hodin, v extrémnich pfipadech az 36 hodin. BEhem této doby se

neprojevuji zadné pfiznaky intoxikace. Nasleduje gastrointestinalni faze otravy s pfiznaky
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jako jsou bolesti bficha, zvraceni a vodnaty prujem podobny jako u cholery, coz vede
k dehydrataci a hypovolemii. Sou€asné se projevuje hypoglykemie, hore€ka, nerovnovaha
elektrolytd a vlivem dehydratace muaze dojit az k selhani ledvin. Tato faze obvykle trva
1 az 2 dny [4,39]. Nasledujici faze je opét bezpfiznakova s trvanim od 12 do 24 hodin.
Bé&hem tohoto obdobi se mohou zhorSovat funkce ledvin a jater. Vznikaji jaterni 1éze, které
jsou doprovazeny zvySenou koncentraci aspartataminotransferazy (AST), alaninamino-
transferazy (ALT) a laktatdehydrogenazy (LDH) v séru [4]. S vy38i koncentraci jaternich
enzyml je rovnéz narusena srazlivost krve, coz muze vést k vnitfnimu krvaceni. V posledni
fazi, projevujici se 36—84 hodin od poZziti danych hub, se rozviji nekréza jater. Tento jev je
zpusoben postupnym rastem hladin jaternich transaminaz, LDH a bilirubinu v séru. Selhani
jater muze u pacienta zpusobit encefalopatii a kéma, dale se mlze rozvinout Zloutenka,
oligurie, delirium a hepatorenalni syndrom. Pokud neni mozna rychla transplantace jater,
pacient obvykle umira po 7 az 10 dnech po intoxikaci [14,39,40]. Umrtnost u dospélych
pacientl se pohybuje okolo 20 %, u déti dokonce prevysuje 50 % [41,42].

Amanitin je dopraven do hepatocytll pomoci polypeptidu transportujiciho organické
anionty (OATP3) [43]. Tyto polypetidy transportuji endogenni slou€eniny, jako jsou hormony
stitné zlazy, zluCové kyseliny, steroidy a prostaglandiny, z mezibuné&ného prostoru dovnitf
bunky [43,44]. OATP3 je lokalizovan v jaternich sinusoidach [45]. DalSim dullezitou roli
ve vychytavani amanitinu v jatrech hraje transportér ZluCovych kyselin NTCP
(natriumtaurocholat-kotransportujici polypeptid) [46]. NTCP je protein zavisly na sodiku

umistény v hepatocytech pfenasejici sodik a taurocholat v poméru 2:1 [47,48].

Hlavnim mechanismem toxického G¢inku amatoxinl je nekovalentni vazba s RNA
polymerazou Il a lll (RNAPII a RNAPIII) v jadrech jaternich bunék a nasledna inhibice
téchto enzym [4,49] RNA polymerazy se nachazi v jadrech vSech eukaryotickych bunék
a maji za ukol transkripci DNA [21]. Jadra obsahuji 3 rizné RNA polymerazy — |, Il a lll.
RNAPI syntetizuje prekurzory ribozomalnich RNA (rRNA), RNAPII syntetizuje prekurzory
messengerové RNA (MRNA) a RNAPIII vyrabi prekurzory transferové RNA, rRNA a malych
cytosolovych RNA [50]. a-Amanitin s RNAPII tvofi velmi pevny komplex (Obr. 4) v poméru
1:1 (Kg=10 nmol/l), slabsi komplex tvofi i s RNAPIII (Kg=1 pmol/l) [50]. S RNAPI amanitin

netvofi vazbu ani pfi vysokych koncentracich [21].

21



RPB9

RPB2

Obrazek 4. ZjednoduSeny model transportu amanitinu (vlevo nahofe) do jaternich bunék

a jeho komplex s RNA polymerazou 2 (vpravo) [4].

Vazebné misto amanitinu se nachazi mezi nejvétSimi podjednotkami RNA
polymerazy Il — RPB1 a RPB2. Amanitin tvofi s podjednotkou Rpb1 nékolik vodikovych
vazeb (Obr. 5) [10]. Poloha navazaného toxinu znemozriuje konformacni zménu RNAPII
a elongace RNA je tak inhibovana [4]. Po vytvofeni komplexu stale probiha jeden krok
elongace a to tvorba fosfodiesterové vazby. Translokace rostouciho fetézce RNA
do katalytického mista RNAPII, ktera nasleduje po elongaci, uz je amanitinem blokovana
[1,51]. Nasledné je z dlavodu ireverzibilni inhibice zpUsobena degradace podjednotky
RPB1 [49].
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Obrazek 5. Schéma vazeb a-amanitinu s podjednotkou RPB1, Carkované naznaceny

vodikové vazby [10].
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Vyrazny pokles produkce mRNA vlivem inhibice RNAPII ma za nasledek zastaveni
syntézy bilkovin [4]. Amanitin aktivuje protein p53, ktery se uvolfuje pfi poskozeni DNA
a indukuje bunéénou smrt. Molekuly proteinu p53 se akumuluji, pfemistuji do mitochondrii
a zpusobuji apoptézu bunék [52]. Smrt bunék vyvolana plsobenim amanitinu maze byt

dulezity prvek pfi poSkozeni jater [53].

3.7. Lécba

Do hodiny od poZiti toxickych hub se doporuCuje vyplach Zaludku vlaznym
fyziologickym roztokem k odstranéni zbylych plodnic a zabranéni dalSimu vstfebani toxina.
Po této dobé se jeho ucinnost rychle snizuje v disledku distribuce amanitinu do téla.
Vzhledem Kk latentni fazi na zacCatku intoxikace se vétSinou pacienti nedostanou
do nemocnice vcas, tak, aby byl vyplach uginny [54]. Po lavazi zaludku je dUrazné
doporuceno pferudit enterohepatalni cirkulaci amanitinu podavanim vysokych davek
aktivniho uhli. Doporucuje se podavat 1 g/kg télesné hmotnosti ve 4 hodinovych intervalech
24-48 hodin. Aktivni uhli tvofi s amatoxiny inaktivni komplexy [55]. Soucasné je nutné
podavani elektrolytd k predeijiti iontové dysbalance a dehydratace zpusobené prijmy
a zvracenim [56]. Dulezita je i korekce acidobazické nerovnovahy. Vzhledem k rychlé
clearance amatoxinu z krve nejsou mimotélni eliminaéni metody jako jsou hemodialyza
nebo hemoperfuze dostateéné ucinné. Navzdory tomu, ze amatoxiny mohou byt
detekované vmodi i 4 dny od poziti hub, se nedoporuCuje ani forsirovana diuréza.
Ke zvySeni renalni eliminace amatoxinu je povazovan za dostateény vydej moci 100-
200 ml/hod 4-5 dni od intoxikace [56,57].

Jeden 2z nejvice pouzivanych |éka pfi otravé amatoxiny byl benzylpenicilin
(penicilin G). Bylo predpokladano, ze benzylpenicilin inhibuje transportni polypeptid
pro organické anionty 1B3 (OATP1B3), ktery se nachazi v plazmatické membrané.
Experimenty ukazaly, ze benzylpenicilin je pouze substrat OATP1B3 a tak tyto
membranové transporty neinhibuje [43,56,57]. Od pouzivani vysokych davek penicilinu G
se v sou€asné dobé upousti nejen kvuli nizkému ucinku, ale i castym alergickym reakcim
a vedlejSim uc€inkim jako jsou elektrolyticka dysbalance, neurotoxické pfiznaky u pacient

s nervovym onemocnénim, kie€e a granulocytopenie [57-59].

Dale je mozné podavat N-acetylcystein, ktery se v téle metabolizuje na cystein
potfebny pro syntézu glutathionu (glutathion-S-transferaza, GST), podporujiciho detoxikaci,
vychytavajiciho volné radikaly a pomahajiciho pfi oxidacnim stresu. N-acetylcystein se
podava nitrozilné v inicialni davce 150 mg/kg v 5% roztoku glukdzy, nasledné pak po dobu
3 dnu v davce 300 mg/kg/den [60,61].
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Za latku s nejvyssim efektem a nejvice snizujici mortalitu pfi otravé muchomurkou
je povazovan silibinin. Umrtnost pfi podavani samotného silibininu je nizsi nez 10 %, oproti
I&é¢bé silibininem v kombinaci se penicilinem, kdy se pohybuje kolem 20 % [62]. Silibinin je
flavonolignan nachazejici se v ostropestfci marianském (Silybum marianum) [63]. Ma
hepatoprotektivni u€inky — b&hem enterohepatalni cirkulace amatoxinu inhibuje jeho
vychytavani kompetitivni inhibici transportniho systému OATP1B3, povzbuzuje syntézu
proteinl v poSkozenych jaternich bunkach, je protizanétlivy a snizuje produkci volnych
kyslikovych radikalt. Pokud je silibinin pacientovi podan do 48 hodin, pfedpoklada se pouze
mirné poskozeni jater. Po pozdé&jSim podani Iéku je vétSi pravdépodobnost jaterniho
selhani [43,62]. Podani se doporu€uje intravenézné, v rozsahu 20-50 mg/kg/den,
rozdélené do &tyf dvouhodinovych infuzi. LéCba by méla byt zahajena co nejdfive,

i pfed urCenim diagndézy [60].

V pfipadé selhani jater je pro preziti pacienta potfebna jejich transplantace.
Hodnoceni prognézy a indikace urgentni transplantace jater se provadi na zakladé
tzv. King’s College kriterii. Cilem téchto kritérii je v€as identifikovat nemocné s vysokou
pravdépodobnosti umrti pred fatalnim zhorSenim stavu a pfedejit transplantaci jak
u pacienta s postacujici pravdépodobnosti na spontanni uzdraveni, tak i u pacienta
s nizkou pravdépodobnosti na pfiznivy prabéh Iécby po transplantaci [60,64]. Tato kritéria
pro intoxikaci amatoxiny, tedy pro jaterni selhani nezplsobené paracetamolem, vSak
nejsou vzdy zcela pfesna [54,56,65—-67]. Podle King's College kritérii musi pacient splfiovat
tyto podminky: protrombinovy ¢as > 100 s nebo 3 z té&chto kritérii, vék < 10 nebo > 40 let,
protrombinovy €as > 50 s, bilirubin > 300 pmol/l a Zloutenka minimalné 7 dni pfed nastupem
encefalopatie [56,64]. Posledni z uvedenych podminek je nejméné smérodatna, jelikoz

vétSina pacientll umira do 9 dne od intoxikace [54].

3.8. Epidemiologie otrav

V letech 1990-1991 se v Cesku intoxikovalo houbami obsahujicimi amatoxiny
73 osob. Z toho se u 35 lidi jednalo o otravu muchomurkou zelenou. Ani u jednoho pacienta
nebyla pouzita detoxikace aktivnim uhlim a naopak u v3ech byla provedena hemoperfuze.

7 z 35 lidi intoxikovanych muchomirkou zelenou na nasledky otravy zemfelo [57].

Podle statistik Ustavu soudniho lékafstvi v Olomouci se v letech 2014 a 2016
intoxikovali 3 lidé muchomdurkou zelenou. Pfipad otravy z roku 2014 byl fatalni — byl
prokazan a-amanitin ve vzorku moci a S-amanitin v jaterni tkani. V jednou ze dvou pfipadu
z roku 2016 byly oba toxiny nalezeny v modi, v druhém pfipadé byl v moci nalezen pouze
B-amanitin. VSechny vzorky byly analyzovany pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni

s hmotnostni spektrometrii.

24



Toxikologicka centra ve Spojenych statech eviduji od roku 1999 do roku 2016
133 700 pfipadl otrav houbami, z toho je pouze 832 pfipisovano cyklopeptidickym toxiniim.
U velkého mnozstvi pfipadu (86 %) nebyla zjiSténa pfiCina otravy. Amanitiny jsou

zodpovédné za 30 celkovych 52 smrtelnych otrav [68].

3.9. Metody detekce a stanoveni

3.9.1. Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

Kapalinova chromatografie (LC, z angli¢tiny liquid chromatography) je separaéni
metoda vyuzZivajici rovnovaznou distribuci mezi dvéma fazemi. Vzorek je vnasen
mezi kapalnou mobilni a stacionarni fazi, tyto faze jsou vzajemné nemisitelné. Separovana
smeés unasena mobilni fazi protéka kolonou, pfipadné vzlina po plose a na zakladé riizného
zadrzovani jednotlivych latek stacionarni fazi dochazi k déleni smési na jeji slozky. Podle
zpusobu provedeni délime metody kapalinové chromatografie na kolonové a planarni
(plosné). V pfipadé kolonové chromatografie je stacionarni faze zafixovana v uzké trubici
(koloné), kterou protéka mobilni faze a separace je pak zaloZzena na ruznych principech,
jako pfiklady Ize uvést rozdélovaci, adsorp¢ni, gelova permeacni, iontové vyménna nebo
afinitni kapalinova chromatografie. Vyuziti jednotlivych metod zavisi zejména na charakteru

stanovovanych latek [69,70].

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC, z angli¢tiny high performance
liquid chromatography) je nej¢astéji pouzivanym typem chromatografie. Vyuziva pevnou
stacionarni fazi s velmi malymi ¢asticemi a vysoky tlak pro protlaceni mobilni faze pres
kolonu s dostateénym pritokem. Chromatograf pro HPLC je slozen ze zasobnikl mobilni
faze, odplynovace, sméSovaciho zafizeni, Cerpadla s co nejmenSim kolisanim prutoku,
davkovaciho ventilu (nej¢astéji davkovaci smycky) a naplfiové kolony. Separované slozky
vytékajici z kolony zpravidla postupuji do detektoru, ktery mize byt napfiklad fotometricky,

refraktometricky, fluorescencni, elektrochemicky nebo hmotnostni [69,70].

Hmotnostni spektrometrii (MS, z angli¢tiny mass spectrometry) Ize rovnéz zaradit
mezi separacni metody. Molekuly analytu jsou nejprve ionizovany a zplynovany a ziskané
ionty jsou podle hodnoty poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z) separovany. Po rozdéleni
dochazi k dopadu iontd na pfevodnik, ktery ionty méni na elektricky signal. Ziskané
hmotnostni spektrum je poté zavislost zastoupeni iontl na podilu m/z. Hmotnostni
spektrometr lze rozdélit na tfi zakladni Casti — iontovy zdroj, hmotnostni analyzator
a detektor. Mezi iontové zdroje patfi indukéné vazané plazma, elektronova a chemicka
ionizace, elektrosprej, chemicka ionizace za atmosférického tlaku nebo laserova desorpce.

Pouzita technika ionizace je volena opét dle typu analytu a zavisi na ni vzhled hmotnostniho

25



spektra. Hmotnostni analyzatory, mezi které patfi sektoroveé pfristroje, kvadrupdlovy
analyzator, iontova past, analyzator doby letu, orbitalni past nebo iontova cyklotronova
rezonance, maji za ukol rozliSit spolehlivé a co nejcitlivéji rozdily v m/z a zarover propoustét
co nejvice pfisluSnych iontl. Detektory iontd zahrnuji Faradaylv pohar, elektronasobice
nebo vicekanalovy destiCkovy detektor. Neé&které pfistroje jsou konstruovany jako
tandemové hmotnostni spektrometry (MS/MS), v takovém pfipadé Ize z iontll generovanych
iontovym zdrojem odseparovat vybrany ion a podrobit jej tzv. fragmentaci, kdy vznikajici
fragmenty jsou nasledné analyzovany. Pouziti tandemové MS je velice uziteCné

pfi identifikaci struktury latek nebo analyze smési [69,70].

Z. Mao a kol. vyvinul jednoduchou metodu na analyzu a zpracovani vzorku
a-amanitinu v krysi plazmé. Hlavni problémem pfi pouzité LS/MS analyze amanitinu byl
velky matricovy efekt, ktery sniZzoval signal analytu az na 19,7 %—-22,2 % a znemoznoval
opakovatelnost metody. Ze vzorkG krysi plazmy byly methanolem vysrazeny proteiny
a nasledné byly vzorky nafedény ultra Cistou vodou v poméru 1:9. Zfedéni vzorkl vedlo
k potlaceni vlivu matricového efektu a zvySeni signalu analytu na 87,5 %—88,7 %. Analyza
byla provedena metodou kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem s trojitym kvadrupdlem (LS/MS/MS). Vzorky amanitinu a roxithromycinu 10
(Obr. 6) jako vnitiniho standardu byly analyzovany v zaporném rezimu LC/MS/MS
na koloné ACQUITY UPLC® BEH C18 (50 mm x 2,1 mm, 1,7 um) s gradientovou eluci
mobilni faze slozené z acetonitrilu a vody. Mobilni faze protékala rychlosti 0,35 ml/min
a gradientem nastavenym na 0-1,5min 10% acetonitril, 1,5-2,0 min 70% acetonitril
a 2,01-3,0 min 10% acetonitril. Analyza trvala 3 minuty. Dlvodem pouziti roxithromycinu je
jeho podobné chovani pfi chromatografické separaci, molekulova hmotnost a také
nedostupnost komeréné vyrobeného znaceného a-amanitinu. Linearita méfeni se
pohybovala v rozmezi 0,90-600 ng/ml s korelaénim koeficientem (r) 0,9958. Mez
stanovitelnosti byla 0,90 ng/ml. Na jednu analyzu bylo pouzito pouze 50 ul vzorku plazmy.
Tato metoda byla validovana a pouzita pro studium toxikokinetiky a-amanitinu v krysi

plazmé po intraven6znim podani davky 0,10 mg/kg [71].

Obréazek 6: Struktura roxithromycinu
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Jind metoda pro stanoveni a-amanitinu v krevnim séru a jatrech pomoci
LC/MS/MS/MS byla pouzita M. S. Filigenzim a kol. Vzorky séra byly zbaveny protein(
vysrazenim acetonitrilem a vzorky jater byly homogenizovany ve vodném roztoku
acetonitrilu. 'V obou pfipadech byl nasledné acetonitrii 2z roztoku vyextrahovan
dichlormethanem. Poté byly oba vzorky separovany na SPE C18 katexové koloné. Analyzy
vzorkll amanitinu byly provedeny na chromatografické koloné& Synergi Polar-RP 80 A
(100 mm x 4,6 mm, 4 um) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem s iontovou pasti.
Mobilni faze se skladala z 0,01 mol/l octanu amonného v 0,1% (v/v) vodném roztoku
kyseliny mravenci a 0,01 mol/l octanu amonného v 0,1% (v/v) roztoku kyseliny mravenci
v methanolu. Analyza probihala s gradientovou eluci snastavenim na 60 %
methanolického roztoku prvnich 5 minut, dal$i 2 minuty 90 % a nasledné 8 minut opét 60 %.
Pratok mobilni faze byl nastaven na 0,5 ml/min. Na jednu analyzu byl pouzit 1 ml vzorku
séra. Délka analyzy se pohybovala kolem 15 minut. Kalibraéni kfivky byly linearni v rozmezi
1-50 ng/ml matrice s koeficientem determinace r>>0,9900. Mez stanovitelnosti byla
1 ng/g matrice v jatrech i séru a byla vypocitana i mez detekce na 0,26 ng/g matrice séra

a 0,50 ng/g matrice jater [72].

Cilem studie T.P. Bambauera a kol. bylo vyvinout a validovat metodu kapalinové
chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim
(LC/HRMS/MS) ke kvantitativnimu i kvalitativnimu stanoveni amanitini ve vzorcich lidské
plazmy. Pfiprava vzorku byla totozna s postupem v pfedchozi studii. Nejprve byly
vysrazeny proteiny z plazmy acetonitrilem, poté byla provedena extrakce dichlormethanem
a nasledovala extrakce na pevné fazi. Takto pfipravené vzorky plazmy byly analyzovany
na koloné Thermo Fisher Accucore PhenylHexyl column (150 mm x 2,1 mm, 2,6 um).
Mobilni faze se skladaly z precisténé vody, pufrované 8 mmol/l octanem amonnym,
okyselené 0,05% (v/v) kyselinou octovou a stabilizované 5 ppm kyseliny askorbové (A)
a acetonitrilu s methanolem v poméru 1:1 s 1 % (v/v) precisténé vody, 4 mmol/l octanu
amonného a 0,05 % (v/v) kyseliny octové (B). Gradientova eluce a pratok mobilni faze jsou
zobrazeny v tabulce Il. Hmotnostni spektra byla méfena v pozitivnim médu MS s orbitalni
pasti jako detektorem. Jako interni standard byl pouzit y-amanitin(methyl)ether. Detekéni
limit byl 20 pg/ml a kalibraéni kfivka byla linearni v rozmezi 20 pg/ml - 2000 pg/ml
s r’=0,9973. Na jednu analyzu, ktera trvala 15,5 minuty, bylo pouzito 2,5 ml krevni plazmy.
Validovana metoda byla aplikovana na analyzu vzorkd plazmy pacientl intoxikovanych

amanitiny a také by mohla byt pouzita, kdyz neni dostupna moc jako matrice [73].
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Tabulka IlI: Pratok a slozeni mobilni faze v pribéhu analyzy [73]

Krok | Cas[min] | Pratok mobilni faze [mi/min] M°bi';;of]éze A MOb"FJ/O;éze B
1 0,00 0,30 99,0 1,0
2 1,00 0,30 99,0 1,0
3 3,00 0,20 85,0 15,0
4 10,00 0,20 70,0 30,0
5 12,50 0,20 1,0 99,0
6 14,00 0,30 1,0 99,0
7 14,00 0,30 99,0 1,0
8 15,48 0,30 99,0 1,0
9 15,50 0,05 99,0 1,0

Ve studii X.-M. Xu byla vyvinuta metoda na stanoveni amanitint v plazmé pomoci
online extrakce na pevné fazi s HPLC ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s trojitym
kvadrupélem (online SPE-LC/MS/MS). Vzorky plazmy byly pfipraveny vysrazenim protein(
roztokem obsahujicim kyselinu mravenci, acetonitril a methanol. Extrakce na pevné fazi
byla provedena na koloné Shimadzu ODS (2.1 mm x 5 mm, 5 um) s pratokem mobilnich
fazi 0,5 ml/min s gradientovou eluci. Mobilni faze sestavaly z 5 mmol/l roztoku kyseliny
mravenci a methanolu. Pouzita kolona pro kapalinovou chromatografii byla kolona Waters
XBridge BEH C18 (150 mm x 3 mm, 2.5 um). Pratok mobilnich fazi o slozeni methanol (A)
a voda (B) byl nastaven na 0,4 ml/min. Gradientova eluce je uvedena v tabulce Ill. Regulace
tlaku a pratoku byla zajisténa smyckou s rychlym pfepinanim ventilu. Smyc¢ka sbirala
z online SPE kolony eluent obsahuijici toxiny (Obr. 7). Meze detekce pro a- i S-amanitin byly
20 pg/ml. Linearita byla v rozmezi od 50 pg/ml do 20 ng/ml a korelaénim koeficientem
r >0,99. Na jednu 14 minutovou analyzu bylo pouzito 100 ul plazmy. Vyvinuta metoda byla
aplikovana na analyzu 18 vzork( plazmy pacientd s otravou amatoxiny a dokaze

identifikovat tyto toxiny v plazmé az 40 hodin od intoxikace. [74]

28



Tabulka I1l: Slozeni mobilnich fazi béhem analyzy [74]

Krok Cas [min] Mobilni faze A [%] Mobilni faze B [%]
1 0,0 5 95
2 4,0 5 95
3 6,5 65 35
4 10,0 65 35
5 10,5 90 10
6 12,0 90 10
7 12,5 5 95
8 14,0 5 95
Online SPE "

> Waste

MS

Pump LC Column

Obréazek 7: Schéma zapojeni online SPE-LC-MS
3.9.2. ELISA

Heterogenni enzymova imunoanalyza (ELISA, z angli¢tiny Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay) je imunochemicka bioanalyticka metoda zalozena na specifické
interakci antigenu s protilatkou. Pouziti biospecifické reakce umoznuje citlivé rozpoznani
analytu v komplexnich biologickych vzorcich. ELISA je typem enzymové imunoanalyzy
(EIA), skupiny metod vyuzivajicich pro kvantifikaci nebo detekci analytu enzymovou reakci.
Casto se jedna o enzymem zprostfedkovanou barevnou zménu analyzované smési. Enzym
je pfi EIA kovalentné vazan na néktery z imunoreaktant(. V pfipadé ELISA je jeden
z reaktantd zakotven na pevné fazi, kterou mohou byt stény jamek mikrotitracnich desti¢ek
(nejCastgji), stény zkumavek, membrany nebo ty€inky. Podle typu imunochemické interakce
se metody ELISA se déli na nekompetitivni a kompetitivni, které jsou dale rozliSovany dle

imobilizovaného imunoreaktantu (protilatka nebo antigen). Metody s ukotvenou protilatkou
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jsou vyuzivany ke stanoveni antigenu ve vzorku, naopak metody s ukotvenym antigenem

Ize pouzit pfi stanoveni protilatek [75,76].

Jedna z praci, zabyvajici se tvorbou protilatek ke stanoveni amanitini metodou
kompetitivni ELISA, byla publikovana C. S. Bever a kol. roku 2018 a pFedstavila nové
protilatky vyuzitelné pfi analyze a- i S-amanitinu. Amanitin neni kvuli nizké molekulové
hmotnosti imunogenni, tj. nevyvolava imunitni odpovéd' za tvorby protilatek. Pro analyzu
potfebnych imunogennich vlastnosti dosahuje az po jeho konjugaci s vétSimi nosnymi
molekulami, nejCastéji s proteiny. Vazba toxind na nosné proteiny byla provadéna pomoci
rliznych metod a vzniklé konjugaty byly nasledné hodnoceny pro jejich U€innost generovani
protilatek a pouzitelnost pfi ELISA. Ziskany postup pro konjugaci, vyuZivajici oxidaci
jodistanem a redukéni aminaci za vzniku stabilni aminové vazby mezi amanitinem
a proteinem, umoznil provedeni pomérné citlivych i selektivnich imunoanalyz (limit detekce
byl 1,0 mg/ml). Prezentovand metoda navic pouziva jednoduchou a rychlou pfipravu

vzorku, coz je podstatné napfiklad pfi rychlych pfenosnych analyzach v terénu [77].

DalSi publikace C. S. Bever a kol. z roku 2020 se zabyva rychlou detekci amatoxinu
vmodi [78]. Metoda vyuziva imunodetekci v lateralnim toku na membrané (LFIA,
z angli¢tiny lateral flow imunoassay), ktera je stejné jako ELISA zalozena na interakci
imunoreaktant(, pficemz jedna z reaguijicich latek je zakotvena na membrané a druha je
barevné znacena. Interakce protilatky s analytem probiha pfi pritoku stanovované smési
obsahuijici interagujici latku membranou a vznikajici imunokomplex lze poté vizualné
detekovat [79]. LFIA umoznuje snizeni detek&niho limitu na 10 ng/ml pro a- a y-amanitin
a 100 ng/ml pro B-amanitin. Zkoumanou moc¢ je mozné pfimo analyzovat bez nutnosti
jakékoliv upravy, analyza trva pfiblizné 10 min a vysledky jsou zjistitelné pouhym okem,
bez potifeby specialniho vybaveni, coz je hlavni vyhoda oproti ELISA i LC/MS metodam.
Vysledky provedenych analyz dobfe korelovaly s vysledky ziskanymi pomoci LC/MS,

vysledky LC/MS [78].

Posledni diskutovanou praci, zabyvajici se bioanalytickymi metodami stanoveni
amatoxinl, je publikace J. Gao a kol. zroku 2021, jez vyuziva ELISA s vyuzitim
magnetickych kuli¢ek (MELISA) za u€elem zvyseni citlivosti, rychlosti a efektivity analyzy.
Magnetické kulicky jsou tvofeny kompozitnimi materialy obsahujicimi malé kovové €astice,
které maji superparamagnetické vlastnosti. V pfitomnosti magnetického pole dochazi
k interakci kulicek s magnetickym polem a k jejich oddéleni od roztoku, ve kterém byly
pritomny. Po vymizeni magnetického pole se kulicky vraci do rozptyleného stavu v roztoku.

Pfedstavovand metoda dale jako prvni vyuziva aptamery a-amanitinu jako nahradu
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protilatek. Aptamery jsou kratké, jednovlaknové oligonukleotidy, které se specificky vazi
na cilové molekuly, ¢imz konkuruji monoklonalnim protilatkdm a jsou proto znamy rovnéz
jako chemické protilatky. Oproti protilatkdm maji nékolik vyhod, maji napfiklad nizsi
molekularni hmotnost, vysokou stabilitu, snadnéjsi modifikovatelnost a v neposledni fadé
postradaji imunogenicitu. Z toho dlvodu jsou aptamery zkoumany pro jejich vyuziti
v bicanalyze. PouZity aptamer ga-amanitinu byl imobilizovan na vySe popsanych
magnetickych kulickach. Vyzkumné skupiné se pomoci metody MELISA podafilo
dosahnout detekéniho limitu 0,372 ug/ml pro a-amanitin v houbach a detek&niho limitu
0,337 pg/ml pro a-amanitin v moci. Vysledky provedenych analyz korespondovaly
s hodnotami  stanovenymi pomoci HPLC. Vzhledem ke struktumni podobnosti
a- a (B-amanitinu se jednotlivé derivaty touto metodou nepodafilo odlidit a spolehlivé
rozliSeni téchto analytd se nabizi jako pfedmét dalSiho studia. Hlavni vyhodou
predstavované metody je lepSi dostupnost aptamerd ve srovnani s monoklonalnimi
protilatkami [80].
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzité experimentalni vybaveni
Rozpoustédla a chemikalie byly zakoupeny od Sigma-Aldrich/Merck KGaA (Praha,

Ceska republika, www.sigmaaldrich.com), Honeywell (Praha, Ceska republika,
www.honeywell.com), MIKROCHEM (Pezinok, Slovenska republika, www.mikrochem.com)
a Penta Chemicals (Praha, Ceska republika, www.pentachemicals.eu). Veskeré analyzy
byly provedeny pomoci hmotnostniho spektrometru LTQ XL (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA, www.thermofisher.com). Separace byly provedeny pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie na sestavé Ultimate 3000 (Thermo Scientific)
na kolonach Acclaim RSLC 120 C18 (100 mm x 2,1 mm, 2,2 um) (Thermo Scientific)
a Kinetex XB-C18 (50 mm x 2,1 mm, 2,6 um) (Phenomenex, Torrance, Kalifornie, USA,

www.phenomenex.com). Vzorky byly rozpustény v HPLC vodé, CH3zCN a methanolu.

4.2. Pracovni postup

4.2.1. N-Alkylace

Obecny postup pro N-alkylaci cystaminu: K roztoku cystaminu (1 ekv.) a baze
(NaHCO3;, Na,COs; nebo NaOH (5-19 ekv.)) v bezvodém rozpoustédle (DMSO, ethanal,
acetonitril), které bylo pfipraveno vysu$enim pomoci molekularnich sit 4 A, bylo pfidano
alkyla¢ni ¢inidlo (methyl jodid, dodecyl jodid, butyl bromid nebo butyl jodid (4-28 ekv.)).
Smés byla zahfivana v olejové lazni pfi 30-55 °C po dobu 24-144 hodin.

Obecny postup pro analyzu: Pokud reakéni smés obsahovala pevnou fazi, byla
odstfedéna. Supernatant byl 100x zfedén v methanolu a poté znovu 100x ve smési
methanol:voda v poméru 1:1 (V/V). Pfipraveny vzorek byl méfen metodou FIA/MS s nosnou
kapalinou o slozeni — 0,1% roztok kyseliny mravenc¢i v 70% acetonitrilu a pritoku

0,1 ml/min.

Priprava N,N-(disulfandiylbis(ethan-2,1-diyl))bis(N-dodecyl-N-methyldodekan-
1-aminium jodidu (Obr. 8): K roztoku cystaminu (1 g; 6,58 mmol; 1 ekv.) a Na>COs (2 g;
18,87 mmol; 2,8 ekv.) ve 20 ml bezvodého DMSO, byl pfidan dodecyl jodid (10 mi;
40,51 mmol; 6,2 ekv.). Smés byla zahfivana v olejové lazni pfi 30 °C po dobu 72 hodin.
Nasledné byl ke smési pfidan methyl jodid (3 ml; 48,19 mmol; 7,3 ekv.) a byla opét
zahfivana v olejové lazni pfi 30 °C po dobu 72 hodin. Vznikla pevna faze byla odfiltrovana
a promyta vodou. Produkt z filtratu byl extrahovan do n-hexanu (3x5 ml). Extrakty byly
spojeny a rozpous$tédlo odfoukano pod dusikem. Produkt nebyl pfecistén a byl ziskan
pouze jako hlavni slozka smési kvarternich amoniovych soli srdznym pomérem

dodecylovych a methylovych skupin.
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Obrazek 8: Struktura N,N-(disulfandiylbis(ethan-2,1-diyl))bis(N-dodecyl-N-methyldodekan-

1-aminium jodidu

Obecny postup pro N-alkylaci 4-aminofenyl disulfidu: K roztoku 4-aminofenyl
disulfidu (1 ekv.) a Na,COs (2-9 ekv.) v bezvodém rozpoustédle (DMSO nebo acetonitril),
které bylo pfipraveno vysudenim pomoci molekularich sit 4 A, bylo pfidano alkylaéni
Cinidlo (methyl jodid nebo dodecyl jodid (4-32 ekv.)). Smés byla zahfivana v olejové lazni
pfi 22-80 °C po dobu 24-192 hodin.

Obecny postup pro analyzu: Pokud reakéni smés obsahovala pevnou fazi, byla
odstfedéna. Supernatant byl 100x zfedén v methanolu a poté znovu 100x ve smési
methanol:voda v poméru 1:1 (V/V). Pfipraveny vzorek byl méfen metodou FIA/MS s nosnou
kapalinou o slozeni — 0,1% roztok kyseliny mravenci v 2% vodném roztoku acetonitrilu (A)

a 0,1% roztok kyseliny mravenci v acetonitrilu (B) v poméru A:B 1:1 a pratoku 0,1 ml/min.

Priprava 4,4-disulfandiylbis(N,N,N-trimethylbenzenaminium) jodidu (Obr. 9):
K roztoku 4-aminofenyl disulfidu (0,5 g; 2,01 mmol; 1 ekv.) a Na,COs (1 g; 9,44 mmol;
4,7 ekv.) ve 30 ml bezvodého acetonitrilu byl pfidan methyl jodid (0,5 ml; 8,03 mmol;
4 ekv.). Smés byla michana pfi laboratorni teploté po dobu 96 hodin. Nasledné byl ke smési
pfidan methyl jodid (3 ml; 48,19 mmol; 24 ekv.) a byla opét michana pfi laboratorni teploté
po dobu 24 hodin. Vznikla pevna faze byla odfiltrovana. Produkt nebyl pfecistén a byl ziskan
pouze jako hlavni slozka smési methylovaného 4-aminofenyl disulfidu (5x a 6x

methylovaného).
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Obrazek 9: Struktura 4,4-disulfandiylbis(N,N,N-trimethylbenzenaminium) jodidu

4.2.2. Oxidace

Obecny postup pro oxidaci N,N-(disulfandiylbis(ethan-2,1-diyl))bis(N-dodecyl-
N-methyldodekan-1-aminium  jodidu: Kroztoku  N,N-(disulfandiylbis(ethan-2,1-
diyl))bis(N-dodecyl-N-methyldodekan-1-aminium jodidu (1 ekv.) v rozpoustédle (acetonitril
nebo dichlormethan) bylo pfidano oxidaéni €inidlo (ZrCls s H2O2, TMSCI s NH4NOs, nebo
NCS (N-chlorsukcinimid, 1-10 ekv.)). Smés byla michana v olejové nebo v ledové lazni
pfi teploté 0-50 °C po dobu 2-30 minut.

Obecny postup pro analyzu: Pokud reakéni smés obsahovala pevnou fazi, byla
odstfedéna. Supernatant byl 100x zfedén v acetonitrilu a poté znovu 100x ve smési
acetonitril:voda v poméru 1:1 (V/V). Pfipraveny vzorek byl méfen metodou FIA/MS s nosnou
kapalinou o slozeni — 0,1% roztok kyseliny mravenc¢i v 70% acetonitrilu a pratoku

0,1 ml/min.

Priprava N-(2-(chlorosulfonyl)ethyl)-N-dodecyl-N-methyldodekan-1-aminium
jodidu (Obr. 10): N,N-(disulfandiylbis(ethan-2,1-diyl))bis(N-dodecyl-N-methyldodekan-1-
aminium jodid (3,4 g; 4,00 mmol; 1ekv.) byl rozpustén pfi teploté <10 °C ve 2ml
acetonitrilu. K roztoku byl pfidan NCS (2,14 g; 16 mmol; 4 ekv.) rozpustény v 6 ml smési
2M-HCl:acetonitril 1:5. Smés byla michana v ledové lazni pfi teploté 3 °C po dobu 30 minut.

Produkt nebyl pfecistén a byl ziskan jen ve smési s didodecylmethylaminem.

Obrazek 10: Struktura N-(2-(chlorosulfonyl)ethyl)-N-dodecyl-N-methyldodekan-1-aminium
jodidu
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Obecny postup pro oxidaci 4,4-disulfandiylbis(N,N,N-trimethyl-
benzenaminium) jodidu: Kroztoku 4,4-disulfandiylbis(N,N,N-trimethylbenzenaminium)
jodidu (1 ekv.) v acetonitrilu bylo pfidano NCS (4 ekv.)). Smés byla michana v ledové lazni
pfi teploté 0-10 °C po dobu 20-30 minut.

Obecny postup pro analyzu: Pokud reakéni smés obsahovala pevnou fazi, byla
odstfedéna. Supernatant byl 100x zfedén v acetonitrilu a poté znovu 100x ve smési
acetonitril:voda v poméru 1:1 (V/V). Pfipraveny vzorek byl méfen metodou FIA/MS s nosnou
kapalinou o slozeni — 0,1% roztok kyseliny mravenc¢i v 70% acetonitrilu a pritoku

0,1 ml/min.

Priprava 4-(chlorosulfonyl)-N,N,N-trimethylbenzenaminium jodidu (Obr. 11):
4,4-disulfandiylbis(N,N,N-trimethylbenzenaminium) jodid (0,175 g; 0,5 mmol; 1 ekv.) byl
rozpustén pfi teploté <10 °C v 1 ml acetonitrilu. K roztoku byl pfidan NCS (0,26 g; 2 mmol;
4 ekv.) rozpustény v 1 ml smési 2M-HCl:acetonitril 1:5. Smés byla michana v ledové lazni

pfi teploté 2 °C po dobu 20 minut. Produkt nebyl pfecistén a byl ziskan jen ve smési.
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Obréazek 11: Struktura 4-(chlorosulfonyl)-N,N,N-trimethylbenzenaminium jodidu

4.2.3. Reakce dansylchloridu s B-amanitinem

Obecny postup pro reakci: 1 mg B-amanitinu byl rozpustén v 10 ml methanolu
aroztok byl rozdélen do deseti vialek. B-amanitin (20 ul; 2,17x10° mmol; 1 ekv.) byl
odfoukan pod proudem dusiku a odparek byl rozpustén v 0-20 ul acetonitrilu. K roztoku byl
pfidan pufr (Na2COs; hebo NaHCO3; s NaOH (1-100 ul)) a roztok dansylchloridu v acetonitrilu
(20-200 pl; 7,4x10-3,7x10 mmol; 341-1705 ekv.). Reakéni smés byla zahfivana na vodni
lazni pfi 22-65 °C 3-15 minut.

Obecny postup pro analyzu: Reakéni smés byla odstfedéna a supernatant byl
2—-100x zfedén ve vodé. Pripraveny vzorek byl méfen metodou HPLC/MS s mobilni fazi
o slozeni 2% acetonitrii ve vodé s 0,1% kyselinou mravenci (A) a acetonitril s 0,1%
kyselinou mravenci (B). Pritok mobilni faze byl 0,5 ml/min s gradientovou eluci nastavenou
nasledovné: 0-5,2 min 100-10 % A; 5,2-9 min 10 % A; 9-9,5 min 10-100 % A a 9,5-10,5 min
100 % A. Analyza trvala 10,5 min.
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Pfiprava dansylovaného B-amanitinu: B-amanitin (20 ul; 2,17x10° mmol; 1 ekv.)
byl odfoukan pod proudem dusiku. K odparku byl pfidan roztok dansylchloridu v acetonitrilu
(20 wl; 7,4x10* mmol; 341 ekv.) a uhli¢itanovy pufr (1 ul). Reakéni smés byla zahfivana

na vodni lazni pfi 50 °C 10 minut.

4.2.4. Reakce N-(2-(chlorosulfonyl)ethyl)-N-dodecyl-N-methyldodekan-1-aminium
jodidu s B-amanitinem

Obecny postup pro reakci: B-amanitin (20 ul; 2,17x10® mmol; 1 ekv.) byl odfoukan
pod proudem dusiku a odparek byl rozpustén v 0-20 ul acetonitrilu. K roztoku byl pfidan
pufr (Na2COs nebo NaHCO3; s NaOH (1-100 ul)) a reakéni smés N-(2-(chlorosulfonyl)ethyl)-
N-dodecyl-N-methyldodekan-1-aminium jodidu (20-200 ul). Reakéni smé&s byla zahfivana
na vodni lazni pfi 22-65 °C 3-15 minut.

Obecny postup pro analyzu: Reakéni smés byla odstfedéna a supernatant byl
2—-100x zfedén ve vodé. Pfipraveny vzorek byl méfen metodou HPLC/MS s mobilni fazi
o sloZzeni 2% acetonitrii ve vodé s 0,1% kyselinou mravenci (A) a acetonitril s 0,1%
kyselinou mravenci (B). Pratok mobilni faze byl 0,5 ml/min s gradientovou eluci nastavenou
nasledovné: 0-5,2 min 100-10 % A; 5,2-9 min 10 % A; 9-9,5 min 10-100 % A a 9,5-10,5 min
100 % A. Analyza trvala 10,5 min.

4.2.5. Reakce 4-(chlorosulfonyl)-N,N,N-trimethylbenzenaminium jodidu
s B-amanitinem

Obecny postup pro reakci: B-amanitin (20 ul; 2,17x10°® mmol; 1 ekv.) byl odfoukan
pod proudem dusiku a odparek byl rozpustén v 0-20 ul acetonitrilu. K roztoku byl pfidan
pufr (Na2CO3; nebo NaHCO3; s NaOH (1-100 ul)) a reakéni smés 4-(chlorosulfonyl)-N,N,N-
trimethylbenzenaminium jodidu (20-200 ul). Reakéni smés byla zahfivana na vodni lazni
pfi 22-65 °C 3-15 minut.

Obecny postup pro analyzu: Reakéni smés byla odstfedéna a supernatant byl
2-100x zfedén ve vodé. Pripraveny vzorek byl méfen metodou HPLC/MS s mobilni fazi
o slozeni 2% acetonitrii ve vodé s 0,1% kyselinou mravenci (A) a acetonitril s 0,1%
kyselinou mravenci (B). Pratok mobilni faze byl 0,5 ml/min s gradientovou eluci nastavenou
nasledovné: 0-5,2 min 100-10 % A; 5,2-9 min 10 % A; 9-9,5 min 10-100 % A a 9,5-10,5 min
100 % A. Analyza trvala 10,5 min.

4.2.6. Reakce 4-(chlorosulfonyl)-N,N,N-trimethylbenzenaminium jodidu s latkami
s fenolickou skupinou

Obecny postup pro reakci: Byly pfipraveny roztoky vanilinu a kyseliny salicylové

v acetonitrilu o koncentraci 100 pyg/ml. Z roztok bylo odebrano 10 ul a rozpoustédlo bylo
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odfoukano pod dusikem. K odparku bylo pfidano 20 pl reakéni smési 4-(chlorosulfonyl)-
N,N,N-trimethylbenzenaminium jodidu a 1 pl uhliitanového pufru. Reak¢ni smési byly

zahfivany na vodni lazni pfi 50 °C 5-10 minut.

Obecny postup pro analyzu: Reakéni smés byla odstfedéna a supernatant byl 50x
zfedén ve vodé. Pfipraveny vzorek byl méfen metodou HPLC/MS s mobilni fazi o slozeni
2% acetonitril ve vodé s 0,1% kyselinou mravenéi (A) a acetonitril s 0,1% kyselinou
mravenci (B). Pratok mobilni faze byl 0,5 ml/min s gradientovou eluci nastavenou
nasledovné: 0-5,2 min 100-10 % A; 5,2-9 min 10 % A; 9-9,5 min 10-100 % A a 9,5-10,5 min
100 % A. Analyza trvala 10,5 min.

4.3. Parametry HPLC/MS metod

Nasledujici tabulky shrnuji nastavené parametry HPLC/MS metod pouzivané pfi
analyzach B-amanitinu (Tab. IV a V), kyseliny salicylové (Tab. VI a VII) a vanilinu (Tab. VIII
a 1X).

Tabulka 1V: Parametry prutoku a slozeni mobilnich fazi pfi analyze B-amanitinu,

A — acetonitril s 0,1% kyselinou mravenci, B — voda s 1% kyselinou mravenc¢i

Krok | Gas [min] Prmo'frrr;‘/‘:f]’iir']?" 828 | Mobilni faze A [%] | Mobilni faze B [%]
1 0,0 2,0 98,0
2 5.2 90,0 10,0
3 9,0 05 90,0 10,0
4 9,5 2,0 98,0
5 10,5 2.0 98,0

Tabulka V: Parametry méfeni MS spekter S-amanitinu

Teplota kapilary [°C] 275,00
Napéti na kapilare [V] 36,00

»Tube lens” [V] 155,00

Pritok zamlzujiciho plynu [arb] 27,00
Pratok pomocného plynu [arb] 0,00
Pratok ,sweep gas“[arb] 2,00
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Tabulka VI: Parametry pratoku a slozeni mobilnich fazi pfi analyze kyseliny salicylové, A —

2% acetonitril ve vodé s 0,1% kyselinou mravenci, B — acetonitril s 0,1% kyselinou mravenci

Krok | Gas [min] P":'to‘;r::/‘::ii:]"' 828 | Mobilni faze A [%] | Mobilni faze B [%]
1 0,0 100,0 0,0
2 5,2 10,0 90,0
3 9,0 05 10,0 90,0
4 9,5 100,0 0,0
5 10,5 100,0 0,0

Tabulka VII: Parametry méfeni MS spekter kyseliny salicylové

Teplota kapilary [°C] 280,00
Napéti na kapilafe [V] -4,00
»Tube lens”[V] -42,32

Prtok zamlzujiciho plynu [arb] 23,00
Pritok pomocného plynu [arb] 8,00
Pritok ,sweep gas“[arb] 2,00

Tabulka VIII: Parametry pratoku a sloZeni mobilnich fazi pfi analyze vanilinu, A — 2%

acetonitril ve vodé s 0,1% kyselinou mravenci, B — acetonitril s 0,1% kyselinou mravenci

Krok | Gas [min] Prﬁto'fr;?/?:ii:]"' 28 | Mobilni faze A [%] | Mobilni faze B [%]
1 0,0 100,0 0,0
2 5.2 10,0 90,0
3 9,0 05 10,0 90,0
4 9,5 100,0 0,0
5 10,5 100,0 0,0
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Tabulka IX: Parametry méfeni MS spekter vanilinu

Teplota kapilary [°C] 280,00
Napéti na kapilare [V] -1,00
»Tube lens” [V] -37,32

Prtok zamlzujiciho plynu [arb] 76,00
Pritok pomocného plynu [arb] 0,00
Pritok ,sweep gas‘[arb] 15,00
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1. Priprava derivatizacniho Cinidla

Pfiprava derivatiza¢niho Ccinidla spoc€ivala v dvoukrokové syntéze vychazejici
z cystaminu nebo 4-aminofenyl disulfidu a alkyl halogenidu (Schéma IV). Reakci vznikla
kvarterni amoniova sll byla nasledné oxidovana za rozstépeni vazby mezi atomy siry
a vzniku chlorsulfonylové skupiny. Vzniklé produkty byly pouzity k derivatizaci
latek s fenolickou funkéni skupinou, napf. B-amanitinu, za ucelem zvySeni jejich signalu
pfi HPLC/MS analyze.

R2 oxidace,
N-alkylace ' .R*  chlorace o)
JRU__S._;NH 2y — 2% RIORL s N, =5 RZOR!
HN" 7T RTT 2+ RX N s S RibR? NS
R? 2 R’ & c

Y R-amanitin
R'=(CH
(CH2)2,
/% derivatizovany R-amanitin

R? = CHg, CHy(CHy)3, CH3(CHy)1s
X=Br, |
Schéma IV: Obecné schéma syntézy derivatizaéniho Cinidla a nasledné derivatizace

B-amanitinu

Prvnim krokem byla alkylace cystaminu dodecyl jodidem (Schéma V), ktera byla
provedena podle podminek nalezenych v literatufe [81]. Bohuzel reakce neprobihala podle
oCekavani, pomoci HPLC/MS analyz bylo zjisténo, Zze dochazi ke vzniku pouze malého
mnozstvi cilového produktu a ve smési pfevazuje terciarni amin. Z tohoto davodu byly
postupné provadény optimalizace reakce, které jsou shrnuty v tabulce X. Zkoumano bylo
pouziti riznych typd a mnozstvi alkylaénich cCinidel, bezvodych rozpoustédel i bazi.
Vzhledem k velikosti fetézce dodecylu je mozné stérické branéni vzniku kvarterni amoniové
soli a z toho davodu byly pouzity kratSi molekuly (butyl a methyl). Pouziti téchto alkylaénich
¢inidel bylo vyzkouseno jak samotnych (butyl, methyl) tak i v kombinaci s dodecy! jodidem
(methyl). Reakce byly testovany v rozsahu reakénich teplot 30-55 °C a v ¢asovém rozmezi
24-144 hodin. Bylo pozorovano, ze béhem reakce vznikaly dvé kapalné faze a proto bylo
testovano pouziti povrchové aktivnich latek, které by usnadnily pfechod reaktantd mezi
fazemi. VyzkouSené surfaktanty byly dodecylsiran sodny, tetrabutylamonium

hexafluorofosfat a butyltrimethylamonium bis(trifluormethylsulfonyl)imid.
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x° R
N NH R.® - NZ
H2N/\/ S/\/ 2 +RX — > R/N/\/S S/\/® R
R X2
R = CH3, CH3(CH3)3, CH3(CH3)11
X=Br, |

Schéma V: Alkylace cystaminu — €inidla a podminky: reakce 19 (Tab. X).

Tabulka X: Podminky optimalizaCnich reakci alkylace cystaminu. PouZité zkratky: Dod
dodecyl, Me methyl, Bu butyl. 2Reakce s dodecylsiranem sodnym; PReakce
s tetrabutylamoniem hexafluorofosfatem; °Reakce s butyltrimethylamoniem bis(trifluor-

methylsulfonyl)imidem.

g - ® N £ s ¢ O | 3
= @ S ga e =] 2 5 < e 2.3 |>%
O a o) © P 2
1 35 | 48 -
12,3 45 48 ano
3 Dodl 55 48 ano
24,6 55 120 ano
NaHCOs | 6,3 5 6,1 40 | 24 -
4 Dodl, 6,1 (Dod));
Mel 3,9((Mel)) 40 | 72 | ano
5 BuBr 14,1 40 | 24 -
6 Bul 13,3 40 | 24 -
7 14,1 40 | 45 -
OMSO 40 | 69 -
g2 c 082 40 | 24 -
92 BB ’ 55 | 24 -
10 5 55 | 24 -
11b 45 | 24 -
12°¢ | Na,COs 14,1 45 | 24 -
13b A 45 | 72 -
14 Dodl 6,1 45 96 ano
15 BuBr 42,3 30 | 72 -
Dodl, 6,1 (Dodl);
16 7.1 5 Vel o gMeI)) 30 | 72 | ano
17 3 Vel 4 40 | 72 -
18 | EFONa | 6 | EtOH | 5 24,3 40 | 72 -
19 DMSO | 4 6.1(Dodl); | 35 | 96 | ano
Na,COs 71 Dodl, 7,3 (Mel)
20 " lcHen | 2 | Mel 1 92(oadh g gg | ang
24,3 (Mel)
21 | NaOH | 189 | EtOH | 5 Mel 7.3 30 | 72 ]
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Pfi snaze o ziskani Cistého produktu z reakéni smési se vyskytly problémy
s rozpustnosti produktl i rozdélenim rizné alkylovanych molekul cystaminu od sebe. Bylo
vyzkouSeno vysrazeni produktu ethylacetatem podle puvodniho postupu [81], extrakce

do hexanu a precisténi reakéni smési pomoci kationtového iontoménice.

Ackoliv k produktu vedlo vice testovanych postupu, k syntéze ve vétSim méfitku byly
vybrany podminky reakce Cislo 19 (Tab. Xl). Jako baze byl pouZity Na,COs, reakce
probihala v bezvodém DMSO po dobu 72 hodin s dodecyl jodidem a dalSich 72 hodin
po pfidani methyl jodidu. Vysledkem byla smé&s kvarternich amoniovych soli ve formé
nazloutlé pevné latky sriznym pomérem dodecylovych a methylovych skupin, které
od sebe nebylo mozné dale oddélit a pro dalSi reakci byla proto pouzita vodou promyta

surova smés. Produkt pfi analyze poskytoval ion M?* s pomérem m/z 427,58 (Pfiloha 1).

Druhym krokem byla oxidace vazby mezi atomy siry (Schéma VI). Byla vyzkousena
reakce s H»O; a ZrCl, podle podminek z literatury [82], ale tato reakce i pfes optimalizace
shrnuté v tabulce Xl neposkytovala cilovy N-(2-(chlorosulfonyl)ethyl)-N-dodecyl-N-
methyldodekan-1-aminium jodid ani v malém mnozstvi. Proto byly vyzkouSeny dalsi
postupy — oxidace pomoci TMSCI (trimethylsilylchloridu) [83] a NCS (N-chlorsukcinimidu)
[84]. Reakce s TMSCI byla vyzkouSena jen jednou a taktéz neposkytovala cilovy produkt.
Naopak reakce s NCS kproduktu vedla, ale opét muselo byt pfistoupeno k fadé
optimalizagnich reakci s riznym objemem rozpoustédla a mnozstvi NCS. Reakéni smés 6
(Tab. XI) obsahovala produkt a N-dodecyl-N-methyl-1-dodekanamin a nebyla dale
zpracovana k oddéleni produktu, ale byla pouzita rovnou k derivatizaénim reakcim. Produkt
poskytoval ion M+ s pomérem m/z 494,50 (Pfiloha 2). Bylo zjisténo, ze se produkt s Casem
rozklada a proto bylo €inidlo pfipraveno tésné pred kazdou derivatizaci. Z tohoto dtvodu
bylo také zkoumano pouziti 4-aminofenyl disulfidu misto cystaminu, u kterého by mohl byt

produkt po oxidaci stabilizovany benzenovym jadrem.

O

R R
o R Rye 0
R\N/\/S\S/\/g\R - R/N\/\S//
Rl o S
R N x> ©
R= CH3’ CH3(CH2)11
X=Br, |

Schéma VI: Oxidace vazby mezi atomy siry — Cinidla a podminky: reakce 6 (Tab. XI).
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Tabulka XI: Podminky optimalizacnich reakci oxidace smési po alkylaci cystaminu. *N-(2-

(chlorosulfonyl)ethyl)-N-dodecyl-N-methyldodekan-1-aminium jodid.

® g — 5~ S ._ = o = o
Sl o |8_| G2 |s3| 38 | 322 | | £ %
[0 N = © O = O — @© N T = © = >
o o g E O c B~ 5 O o< 3 o 9
o| % |5 8% 25| &> |58 | 5|8«
o} s° | O 2| ©
1 3,2 6,2 1 22 2
2 | CHeN | 10 | MOz [Tgg5 | 4Ch 0o | 35 | -
3 0,25 NCS 4 - 0 10 ano
4 CH.CI, 5 TMSCI 5 NHsNO3 5 50 30 -
5 0,5 0 30 ano
6 0,25 4 0 30 ano
7 0,35 1 30 ano
8 CHsCN 0,4 NCS 6 - - 1 30 ano
9 0,6 10 1 30 ano
10 1 8 1 30 ano
11 5 30 ano

Nasledné byla provedena alkylace 4-aminofenyl disulfidu pomoci methyl jodidu
a dodecyl jodidu (Schéma VII). Nejprve byla vyzkouSena alkylace dodecyl jodidem podle
podminek z literatury [81]. Podminky této reakce shrnuje tabulka XIl. Opét byly vyzkouseny
riizné reakéni Casy, teploty, mnozstvi i typ alkylacniho ¢&inidla. U vS8ech téchto reakci byl
pozorovan vznik smési latek, z nichz pouze nékteré odpovidaly riznému stupni alkylace
4-aminofenyl disulfidu a dal$i nebyly vibec identifikovany. Dale byla vyzkou$ena alkylace
methyl jodidem podle podminek z literatury [85] s naslednym pfidavkem alkylaéniho Cinidla.
Pfi této reakci dochazelo ke vzniku cilového 4,4-disulfandiylbis(N,N,N-trimethyl-
benzenaminium) jodidu jako pevné nazloutlé latky. Produkt nebyl precistén a byl ziskan

ve smési s 5x methylovanym 4-aminofenyl disulfidem (Pfiloha 3).

NH,
S< /©/ ~
+ Rl ——— R |
HoN °N

R= CHgy CH3(CH2)11

Schéma VII: Alkylace 4-aminofenyl disulfidu — ¢inidla a podminky: reakce 4 (Tab. XII).
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Tabulka XII: Podminky optimalizacnich reakci alkylace 4-aminofenyl disulfidu. Pouzité
zkratky: Dod dodecyl, Me methyl.

o < S o 2.5 ~ N —_
| 8 |28 85|22 B3| &8%F | = | T |E¢
el & |88| §e |5=| 25| 22 | 52| 8 |5¢
O m o < =T ’ ®©
@) o o) © g E
1 7,1 6 Dodl 12 40 192 -
Dodl+ 12 (Dodl);
9.4 | PMSO L 4o | ‘mel | 318mely | 80 | %
3 | Na;COs3 Dodl 12 80 30 -
Mel 4 22 96 ano
4 4,7 | CHsCN 30 + Mel 23,8 22 24 ano
+ DodlI 12 22 24 ano

V dalSim kroku byla provedena oxidace 4-disulfandiylbis(N,N,N-trimethyl-
benzenaminium) jodidu podle podminek z literatury [84] (Schéma VIII). Reakéni podminky
jsou uvedeny v kapitole 4.2.2. Cilovy 4,4-disulfandiylbis(N,N,N-trimethylbenzenaminium)
jodid nebyl ze smési izolovan a k derivatizaénim reakcim byla pouzita reakéni smés.
Produkt poskytoval ion M* sm/z 234,17 (Pfiloha 4). Byla pozorovana vétsi stabilita

nez u produktu po oxidaci alkylovaného cystaminu.

Schéma VIII: Oxidace 4-disulfandiylbis(N,N,N-trimethyl-benzenaminium) jodidu — ¢inidla
a podminky: NCS, 2M-HCI:CH3sCN 1:5, 2 °C, 20 min. Produkt nebyl pfecistén a byl ziskan

jen ve smési.

5.2. DerivatizaCni reakce

Produkty vzniklé oxida¢nimi reakcemi byly spolu s dansylchloridem pouzity jako
derivatizac¢ni &inidla pfi reakcich s B-amanitinem, vanilinem a kyselinou salicylovou
za uCelem zvySeni signalu pfi HPLC/MS analyze téchto latek. Reakce dansylchloridu
s B-amanitinem, provedeny za ucelem porovnani vysledkd reakci toxinu s nové
pfipravenymi Cinidly, poskytovaly dansylovany B-amanitin po fadé optimalizanich krokd.
Byly testovany rdzné objemy acetonitrilu jako rozpoustédla, mnozZstvi a druhy pufrad,

mnoZzstvi dansylchloridu i reakcni teploty a ¢asy. Tyto optimalizace shrnuje tabulka Xl
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a jsou inspirovany pfedchazejici diplomovou praci [5]. Dansylace B-amanitinu nezajistila
ani v jednom pfipadé zvysSeni signalu pfi analyze. Dansylovany B-amanitin poskytoval ion
M+H* s pomérem m/z 1153,58 v reten¢nim ¢ase 4,35 min (Pfiloha 5 a 6).

Tabulka XIII: Testované podminky reakce B-amanitinu s dansylchloridem. #Dansylovany
B-amanitin.

o
S £ PN
<) — = —_— = O ~—~ ©
Sl By = 263 | o | £ | %
S X = N N © © =
o 2 © E3 0= o n 3
: s @ Qo s Sc a @ &
> o o] = = >
O o) s NS |9 O
©
1 100 100 22 30 -
2 0,1M 100 200 35 5 -
3 | uhli¢. pufr 100 100 50 5 -
4 100 200 50 5 -
5 | 1M uhlic. 1 20 50 10 ano
pufr

N-(2-(chlorsulfonyl)ethyl)-N-dodecyl-N-methyldodekan-1-aminium jodid ani
4-(chlorsulfonyl)-N,N,N-trimethylbenzenaminium  jodid neposkytovaly pfi  reakci
s B-amanitinem derivatizovany toxin. Byly testovany rlizné podminky pro reakci, které jsou
shrnuty v tabulkach XIV a XV. Bylo zjisténo, ze pfi zahfivani v alkalickém prostfedi pufru se

B-amanitin rozklada, coz je zfejmé dlvod neprobéhnuti derivatizacni reakce.

Tabulka XIV: Testované podminky reakce [B-amanitinu s N-(2-(chlorsulfonyl)ethyl)-N-

dodecyl-N-methyldodekan-1-aminium jodidem. 2Derivatizovany B-amanitin.

<) N— E —_ = 8 ~
g 28 3. | 223| = | £ | £
© — X = N © ‘' _'(E R S
0 2w 5= | gge | o o S
O a = o) =c g S o
O o) » ﬁ O
1 100 22 30 -
2 200 22 10 -
i¢ 100
3 0,1M uhlig. 200 50 10 i
pufr
4 200 55 5 -
5 50 200 55 5 -
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Tabulka XV: Testované podminky reakce pB-amanitinu s 4-(chlorsulfonyl)-N,N,N-
trimethylbenzenaminium jodidem. ?Derivatizovany S-amanitin.

Sl 2 .
a S S 3 & =3 <
~ o8 = £°8 > - I =
© S =] DO N ®© © = >
2 38 = 2= © %) S
: S 9 S OS¢ a © =
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Dale bylo vyzkouseno zvySeni signalu pfi HPLC/MS analyze vanilinu a kyseliny
salicylové reakci s 4-(chlorosulfonyl)-N,N,N-trimethylbenzenaminium jodidem. Reakce
za podminek uvedenych v kapitole 4.2.6. produkovaly derivaty vanilinu a kyseliny
salicylové. Derivatizovany vanilin poskytoval ion M* s m/z 350,25 v retenénim cCase
2,67 min (Pfilohy 7 a 8). Derivatizovana kyselina salicylova poskytovala ion M*
s m/z 336,17 v retenénim Case 3,11 min (Pfilohy 9 a 10). Parametry ionizace a iontové
optiky byly ladény na vanilin a kyselinou salicylovou. Derivat vanilinu neposkytoval vyssi
signal nez nativni forma. Naopak kyselina salicylova poskytovala mnohonasobné vyssi

signal. Tento experiment byl vSak proveden z ¢asovych dlvodu jen jednou.

5.3. Ladéni parametrl ionizace a iontové optiky

Nejprve byla optimalizovana metoda pro analyzu B-amanitinu pomoci HPLC/MS.
Pouzité parametry pro chromatografickou separaci jsou uvedeny v tabulce IV (Kapitola 4.3.)
a parametry pro MS analyzu v pozitivnim mddu v tabulce V. B-Amanitin poskytoval ion
M+H* s pomérem m/z 920,42 a M+Na* s pomérem m/z 942,50 v retencnim ¢ase 2,81 min
(Pfiloha 11 a 12).
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Dale byla optimalizovana metoda pro analyzu kyseliny salicylové v negativnim
modu analyzy HPLC/MS. Nastavené parametry pro HPLC s gradientovou eluci jsou
uvedeny v tabulce VI. Parametry pro MS analyzu jsou uvedeny v tabulce VII. Kyselina
salicylova poskytovala iont [M-H]" s pomérem m/z 137,00 v reten¢nim case 3,86 min
(PFiloha 13 a 14). Chromatogramy obsahovaly piky dimeru a trimeru kyseliny mravenci
z mobilni faze, ktery interferoval s m/z kyseliny salicylové. Tento problém byl vyfeden
sledovanim fragment( kyseliny salicylové s m/z 93,00 (Pfiloha 15). Retenéni ¢as byl

2,96 min, jiny nez pfedchozi zplsobeny vyménou chromatografické kolony za kratsi.

Byla optimalizovana i metoda pro analyzu vanilinu v negativnim modu analyzy
HPLC/MS. Nastavené parametry pro HPLC s gradientovou eluci jsou uvedeny v tabulce
VIIl. Parametry pro MS analyzu jsou uvedeny v tabulce IX. Vanilin poskytoval iont [M-H]
s pomérem m/z 150,92 v reten&nim ¢ase 2,46 min. Ve spektru byla opét kyselina mravenci

a jeji dimer jako hlavni piky (Pfiloha 16 a 17).

Z Casovych dlivodl nebyla vytvofena metoda pro analyzu vanilinu derivatizovaného
4-(chlorosulfonyl)-N,N,N-trimethylbenzenaminium jodidem. Tato metoda by byla potfebna

pro porovnani citlivosti analyzy nativniho a derivatizovaného vanilinu.
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6. ZAVER
Vramci predkladané bakalaiské prace byly zkoumany moznosti syntézy
derivatiza¢niho Ccinidla pfipraveného N-alkylaci cystaminu a 4-aminofenyl disulfidu
a naslednou oxidativni chlorsulfonaci vzniklych kvarternich amoniovych soli. Byla
pfipravena dvé ruzna derivatizacni €inidla obsahujici kvarterni dusik, ktery by mél umoznit
zvySeni ionizacniho vytéZku elektrosprejové ionizace, a sulfonylchloridovou skupinu

zprostiedkujici reakci s fenolickymi hydroxyskupinami.

Pfipravena c&inidla byla podrobena reakcim s B-amanitinem, které ale neprobihaly
za vzniku derivatizovaného amanitinu i pfes testovani fady rdznych podminek. Bylo
zjisténo, Ze se B-amanitin rozklada v alkalickém prostfedi za vysSich teplot, coZ znemoznilo
derivatizaci a vyZaduje dal$i testovani podminek pro reakci. Kvili ¢asové naro¢nosti
alkylace cystaminu nedoSlo k vytvofeni metod a vylepSeni podminek pro reakci
derivatizacnich Cinidel s B-amanitinem. Zejména z tohoto divodu nebyla porovnana zména

citlivosti nativni a derivatizované formy.

K testovani ucinnosti pfipraveného Cinidla ve smyslu zvySeni ioniza¢niho vytézku
byli jako nahradni zastupci latek s fenolickou skupinou zvoleni kyselina salicylova a vanilin,
u kterych diky jednodussi struktufe nehrozi degradace v prubéhu derivatizace. Byly
vyzkouSeny reakce €inidla s kyselinou salicylovou a vanilinem k prokazani zvyseni odezvy
pfi MS analyze. Testované reakce vedly ke vzniku derivatl téchto latek a byl pozorovan
znacny narust vytézku ionizace u derivatu kyseliny salicylové. Ackoli byla vytvorena
HPLC/MS metoda i pro vanilin, nebylo prokazano zvyseni citlivosti z ddvodu nevytvoreni

metody pro derivatizovanou formu této latky.

Vyvinuté podminky pro syntézu derivatiza¢nich Cinidel a dal§i poznatky ziskané

v ramci prezentované prace lze pouzit pfi dalSim vyzkumu v této oblasti.
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8. PRILOHY

Pfiloha 13: Hmotnostni spektrum reakéni smési po alkylaci cystaminu, produkt
S m/z 427,58
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Pfiloha 14: Hmotnostni spektrum reakéni smési po oxidaci alkylovaného cystaminu, produkt
S m/z 494,50

rb_253 #33-64 RT: 0.32-0.62 AV: 32 NL: 1.60E5 o
T: ITMS + p ESI Full ms [100.00-2000.00] 0=8=0
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Pfiloha 15: Hmotnostni spektrum reakéni smési po alkylaci 4-aminofenyl disulfidu, produkt

s m/z 167,25

rb_307 #35-60 RT: 0.35-0.60 AV: 26 SB: 17 0.02-0.19 NL: 1.24E4
T: ITMS + p ESI Full ms [50.00-1500.00]
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Pfiloha 16: Hmotnostni spektrum reakéni smési po oxidaci alkylovaného 4-aminofenyl

disulfidu, produkt s m/z 234,17

rb_308 #31-66 RT: 0.31-0.64 AV: 36 SB: 17 0.01-0.17 NL: 4.21E4
T: ITMS + p ESI Full ms [50.00-1500.00]
100 265.25
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Priloha 17: Chromatogram reakc¢ni smési dansylchloridu s B-amanitinem, retencni Cas

produktu 4,35 min

RT: 0.00 - 10.49
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Pfiloha 18: Hmotnostni spektrum reakce dansylchloridu s B-amanitinem, koncentrace

B-amanitinu 10 pl/ml, produkt s m/z 1153,58

rb_338 #232-240 RT: 4.28-4.42 AV: 9 NL: 1.58E4
T: ITMS + p ESI Full ms [150.00-2000.00]
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Priloha 19: Chromatogram reakEéni smési vanilinu a 4-(chlorsulfonyl)-N,N,N-

trimethylbenzenaminium jodidu, retenéni ¢as produktu 2,67 min

RT: 0.00 - 10.49
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Pfiloha 20: Hmotnostni spektrum reakce vanilinu a 4-(chlorsulfonyl)-N,N,N-
trimethylbenzenaminium jodidu, koncentrace vanilinu 1 ug/ml, produkt s m/z 350,25

rb_352 #189-191 RT: 2.66-2.68 AV: 3 NL: 2.18E3
T: ITMS + p ESI Full ms [50.00-1000.00]
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Priloha 21: Chromatogram reakcni smési kyseliny salicylové a 4-(chlorsulfonyl)-N,N,N-

trimethylbenzenaminium jodidu, retenéni ¢as produktu 3,11 min

RT: 0.00 - 10.49
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Pfiloha 22: Hmotnostni spektrum reakcéni smési kyseliny salicylové a 4-(chlorsulfonyl)-
N,N,N-trimethylbenzenaminium jodidu, koncentrace kyseliny salicylové 1 ug/ml, produkt

s m/z 336,17

rb_344 #166-173 RT: 3.04-3.17 AV: 8 NL: 7.75E3
T: ITMS + p ESI Full ms [150.00-2000.00]
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Pfiloha 23: Chromatogram B-amanitinu, retenéni ¢as 2,81 min

RT: 0.00 - 10.49
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Pfiloha 24: Hmotnostni spektrum B-amanitinu o koncentraci 1 ug/ml s m/z 920,42

rb_239 #147-154 RT: 2.77-2.90 AV: 8 NL: 2.47E3

T: ITMS + p ESI Full ms [150.00-2000.00]
100

90

80

70

60

50

40

30

20 479.83

1190.00 340.33 487.75

10 Jl Lzla 25d355 17 || 55167
Oirﬁimimg‘rwm%wu m‘60358

920.42

902.5¢
k T

0

J

N

942.50
JL l lL 1045 25

1322 00 1451 50

162617 1784.25

1947.42

200 400 600

800

1000
m/z

61

l
1200

1400

I T
1600

T I T
1800

™
2000



Pfiloha 13: Hmotnostni spektrum kyseliny salicylové o koncentraci 10 pyg/ml s m/z 136,92

rb_346 #628-642 RT: 3.83-3.91 AV: 15 NL: 1.42E3

T:ITMS - p ESI Full ms [50.00-200.00]
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Pfiloha 15: MS/MS spektrum kyseliny salicylové s m/z 137,00 a jejiho fragmentu

s m/z 93,00

rb_365 #574-589 RT: 2.92-2.99 AV: 8 NL: 1.39E3
F: ITMS - p ESI Full ms2 137.00@cid35.00 [35.(
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Pfiloha 16: Chromatogram vanilinu, retenéni ¢as 2,46 min

RT: 0.00 - 10.50
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Pfiloha 17: Hmotnostni spektrum vanilinu o koncentraci 1 ug/ml m/z 150,92
rb_360 #389-422 RT: 2.40-2.61 AV: 34 NL: 1.88E4
T: ITMS - p ESI Full ms [35.00-200.00]
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