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Souhrn

Predkladana diserta¢ni prace se zabyva izolaci a priikazem toxinti muchomurky
cervené a tygrované v biologickém materialu (mo¢, sérum, zalude¢ni obsah).

V poslednich letech se do popfedi zdjmu pfedevsim mladych toxikomani
dostava experimentovani s psychotropnimi druhy hub. Mezi tyto houby fadime
i muchomirku cervenou a tygrovanou (Amanita muscaria a Amanita pantherina).
Zatimco u muchomirky ¢ervené jde nej¢astéji o umyslnou konzumaci s cilem navozeni
halucinogenniho stavu, u muchomurky tygrované se jedna vétSinou o nahodnou
intoxikaci, zplsobenou jeji zdménou s jedlymi druhy hub. Hlavnimi obsahovymi
latkami téchto hub jsou kyselina ibotenova a muscimol (derivaty isoxazolu) a muskarin.
Tyto latky, velmi podobné neurotransmiterim v mozku, jsou schopny vyvolat
neurotoxické symptomy u uzivateld.

Piestoze intoxikace témito houbami jsou ziidka smrtelné, je dulezité jejich
vCasné rozpoznani a zahajeni lécby. Problémem v soudobé klinické a forenzni
toxikologii je absence objektivni analytické metody pro prikaz a stanoveni uéinnych
latek téchto hub z biologického materialu intoxikovanych. Doposud se k diagnostice
otrav pouzivaji subjektivni mikroskopické metody.

Cilem bylo vytvofit objektivni LC/MS metodu pro rychlou diagnostiku
intoxikace témito houbami. Experimenty byly provedeny na pfistroji LC/MS-ESI.
V metod¢ pro prikaz toxinl byla méfeni provedena na kolon¢ Gemini C18 s uzitim
8 mmoll' kyseliny heptafluoromédselné jako mobilni faze. Za tchto
chromatografickych podminek byly sledovany ionty m/z 159 pro kyselinu ibotenovou,
m/z 115 pro muscimol a m/z 174 pro muskarin. V metodé€ pro stanoveni muskarinu byla
méfeni provedena na koloné Gemini C18 s uZitim mobilni faze slozené z 8 mmol.l"!
kyseliny heptafluoromaselné a acetonitrilu. Sledované ionty byly m/z 174 pro muskarin
a m/z 216 pro acetylovany muskarin. Pro izolaci toxinll z moce byla pouzita extrakce na
pevné fazi, nejlepsi vysledky extrakce muskarinu byly dosazeny na kolonce Strata
X-CW a kyseliny ibotenové a muscimolu na kolonce Discovery SCX.

Podatilo se nalézt metodu kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci pro

analyzu hlavnich toxin muchomurek cervené a tygrované — ibotenovou Kkyselinu,
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muscimol a muskarin. Metodu lze rovné€z pouzit pii objastiovani intoxikaci

zpusobenych jinymi druhy hub, obsahujicich tyto toxiny.

Klicova slova: Amanita muscaria, Amanita pantherina, Kyselina ibotenova,

muscimol, muskarin, LC/MS, prikaz, stanoveni.



SUMMARY

Summary

The present thesis is focused on the isolation and identification of Amanita
muscaria and Amanita pantherina toxins in biological material, such as urine, blood or
gastric content.

Over the past years, experimenting with psychotropic mushrooms, especially
among young drug addicts, has been brought to the foreground of interest. Among such
mushrooms we include Amanita muscaria and Amanita pantherina as well. While
Amanita muscaria is deliberately consumed with the aim of evoking a hallucinogenic
state, with Amanita pantherina it is mostly an accidental intoxication, when mistaken
for some edible mushrooms. The major toxins contained in these Amanitas are ibotenic
acid and muscimol (isoxazole derivates) and muscarine. These toxins, very similar to
nerve transmitters in the brain, are able to give cause for hallucinogenic symptoms in
their users.

Although intoxications through these mushrooms are rarely lethal, it is important
to determine them soon and initiate a medical treatment. The problem of today's
forensic toxicology is the absence of an objective analytical method for identification
and determination of the mushrooms’ toxins from biological materials of patients.
Nowadays, the diagnosis of these mushroom poisonings is almost entirely determined
by subjective microscopic examinations.

The aim of the project was to elaborate and introduce an objective LC/MS
method for rapid and reliable diagnosis of intoxications by these mushroom toxins.

The experiments were carried out using an LC/MS equipped with electrospray
ionization. In the method for toxins identification, the separation of the toxins was
achieved on a Gemini C18 column with 8 mmol.I" heptafluorobutyric acid as the
mobile phase. Under the described chromatographic conditions, intensive ions at m/z
159 for ibotenic acid, m/z 115 for muscimol and m/z 174 for muscarine were observed.
In the method for muscarin determination, the measurement was achieved on a Gemini
C18 column with 8 mmol.I"" heptafluorobutyric acid and acetonitril as the mobile phase.
Under the described chromatographic conditions, intensive ions at m/z 174 for

muscarine and m/z 216 for acetyled muscarine were observed. Solid phase extraction
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was applied for isolation of the toxins from urine, Strata X-CW column for muscarine
and Discovery SCX column for ibotenic acid and muscimol.

A liquid chromatography-mass spectrometry assay was developed for analysis of
principal toxins of Amanita muscaria and Amanita pantherina. The method can be used

for explication of intoxication caused by another mushrooms containing the same

toxins.

Keywords: Amanita muscaria, Amanita pantherina, ibotenic acid, muscimol,

muscarine, LC/MS, identification, determination.
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ABECEDNI SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Abecedni seznam pouZitych zkratek

Ach
ACN
APCI
APCI-
APCI+
BSTFA
CDL
cGMP
CNS
(6\%

d. w.
DMSO
DNS-Ibo
DNS-Mus
ECF
ESI
ESI-
ESI+
GABA
GC
GC/MS
GLC
HFMK
HILIC
HPLC
HPTLC
LC
LC/MS
LD50

acetylcholin

acetonitril

chemicka ionizace za atmosférického tlaku

chemicka ionizace za atmosférického tlaku v zdporném modu
chemicka ionizace za atmosférického tlaku v kladném méodu
N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid

curve desolvation line

cyklicky guaninmonofosfat

centralni nervova soustava

variacni koeficient

dry weight - ,,suchd hmotnost*

dimethylsulfoxid

dansyl chlorid-ibotenova kyselina

dansylchlorid-muscimol

ethylchloridmravencan

ionizace elektrosprejem

ionizace elektrosprejem v zaporném médu

ionizace elektrosprejem v kladném modu

y-aminomaselna kyselina

plynova chromatografie

plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
plynova rozdélovaci chromatografie

heptafluoromaselna kyselina

kapalinova chromatografie zalozena na hydrofilnich interakcich
vysokot¢inna kapalinova chromatografie

vysokoucinna tenkovrstva chromatografie

kapalinova chromatografie

kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

letalni davka, ktera u 50 % jedincti zptisobi smrt



ABECEDNI SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

L-DOPA levodopa

LOD limit detekce

LOQ limit kvantifikace

MF mobilni faze

MFA mobilni faze A

MFB mobilni faze B

m/z pomér hmoty a naboje

M’ molekularni ion

M+H" protonizovana molekula (kvazimolekularni ion)
Mg molekulova hmotnost

MS hmotnostni spektrometr

PiF UP Pfirodovédecka fakulta Univerzity Palackého
PSL poceni, slinéni, slzeni (perspirace, salivace, lakrimace)
RT retencni Cas

RSD relativni smérodatna odchylka

SIM mod monitorovani zvolenych iontt

SPE extrakce na pevné fazi

TLC chromatografie na tenké vrstvé

TMCS trimetylchlorosilan

uv ultrafialova oblast
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1. Uvod

Zneuzivani navykovych latek v Ceské republice dosahlo nebyvalého rozmachu
v devadesatych letech minulého stoleti v tzv. porevolué¢nim obdobi. V této dobé dochazi
také k vyraznym zménam ve spektru zneuZivanych drog. Nejéastdji jsou v Ceské
republice zneuzivany navykové latky na bazi amfetamind (Pervitin, Extaze) a
kanabinoidi (marihuana, has$i§). V poslednich letech lze ze socialnich servert
vysledovat nartist zajmu o experimentovani s psychotropnimi druhy hub. Kromé nejvice
oblibenych lysohlavek jde hlavné o muchomirku ¢ervenou. Rovnéz nelze opomenout
muchomiirku tygrovanou. U této houby jde spiSe o otravy nahodné, vyskytujici se
hlavné v obdobi houbaiské sezony, které jsou zpuisobené zaménou za jedlé druhy hub.

Psychotropni G¢inek muchomirky cervené a tygrované je vyvolan predevsim
isoxazolovymi derivaty (kyselina ibotenova a muscimol) a muskarinem. Kyselina
ibotenova je konformacni derivat kyseliny glutamové a muscimol kyseliny y-
aminomaselné (GABA). Muscimol, ktery vznika dekarboxylaci kyseliny ibotenové, je
silny GABA-agonista. Obé latky puasobi jako fale$sné neurotransmitery (1 - 4).
Vyvolavaji tinavu, nepokoj, zavraté, halucinace, midriazu, desorientaci, stavy krajniho
vzruseni stiidané s depresemi, motoricky neklid, svalové zaskuby az kiece, dochazi
k pozvolnému ptechodu do rizné hlubokého komatozniho stavu (1, 2, 5 - 7).

Muscarin se diky své struktufe dobie vaze na cholinergni receptory, ¢imz ptisobi
na tu ¢ast periferniho nervového systému, ktera vyuziva acetylcholin jako mediatoru na
postgangliovém zakonceni parasympatickych vlaken. Symptomy otravy se projevuji 30
— 120 min od poziti, zahrnuji mi6ézu, nejasné vidéni, zvySené poceni, slinéni a slzeni
(tzv. PSL syndrom), zpomaleni srde¢ni Cinnosti, snizeni krevniho tlaku, astmatické
dychani (1,5 -8, 9).

Piesto, ze intoxikace témito houbami jsou zfidka smrtelné, mohou u uZzivatelti
vyvolat vazné zdravotni problémy, které se projevuji celou fadou neurotoxickych
symptomt. Nebezpe¢i spociva také ve variabilité zastoupeni uvedenych toxinu
v jednotlivych plodnicich houby, které je zavislé na vegetacnim obdobi houby, na
lokalité ristu hub a na fadé dalSich faktoru. Tato skute¢nost rovnéz vyznamné zvysSuje

nebezpeci mozné intoxikace pfi zneuzivani téchto hub toxikomany.
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V soucasné dobé se k diagnostice intoxikaci témito houbami pouziva subjektivni
mikroskopicka metoda, ktera zkouma zbytky vytrusti v zalude¢nim obsahu, popf. stolici
intoxikovaného ¢i ve zbytcich jidla. Pro rychlou a spolehlivou diagnostiku intoxikaci
témito houbami chybi v klinické a forenzni toxikologii analytické metody, vhodné
k prikazu a stanoveni téchto latek v biologickém materidlu (mo¢, krev, zaludecni
obsah) intoxikované osoby. Pfestoze bylo publikovano nékolik praci popisujicich
izolaci a stanoveni téchto latek analytickou metodou, vzdy §lo o stanoveni pfimo z hub.

Predkladana prace je zaméfend na vyvoj analytické metody k rychlé a objektivni
analyze kyseliny ibotenové, muscimolu a muskarinu z moce intoxikovanych osob, ktera

by byla pouzitelna v rutinni toxikologické praxi.
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2. Cile disertacni prace

Cilem predkladané disertac¢ni prace bylo vypracovani metody izolace a prikazu,
popf. stanoveni toxini muchomurky cervené a muchomirky tygrované v biologickém
materidlu pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (LC/MS).

Jeji cile 1ze shrnout do nasledujicich bodi:

1. Nalezeni vhodnych separacnich podminek pro identifikaci, popi. stanoveni
kyseliny ibotenové, muscimolu a muskarinu metodou LC/MS

2. Nalezeni vhodného extrakéniho postupu pro izolaci kyseliny ibotenové,
muscimolu a muskarinu z biologického materialu.

3. Validace metody stanoveni muskarinu v moci

4. Aplikace nalezenych analytickych postupt na realné vzorky pacientil

12
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3. Teoreticka ¢ast
3.1. Uvod do problematiky

Kazdy rok dochazi v Ceské republice k fadé houbovych intoxikaci. Mezi
V souCasné dobé se pifi vySetfovani houbovych otrav vyuziva subjektivni
mikroskopické metody, ktera v sobé ovSem zahrnuje fadu uskali — od nevhodného
odbéru vzorku (napft. Spatny odbér zalude¢niho obsahu, kdy je k vySetfeni dodan &iry
vyplach po lavéazich zaludku, jiz bez pfitomnosti spor) az po nedostatecnou erudovanost
odbornika, ktery vySetfeni provadi. S rozvojem a zavadénim modernich analytickych
metod do toxikologickych laboratofi, pfedevsim plynové chromatografie s hmotnostnim
spektrometrem (GC/MS) a kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
(LC/MS), je snahou vytvofit vhodné analytické postupy k objektivnimu posouzeni

houbovych intoxikaci.
3.2. Houbov¢ intoxikace

Houbové jedy neboli mykotoxiny, vznikaji jako pfirodni produkty metabolismu
hub, jejich biosyntéza vSak neni spjata se zakladnimi procesy pii tvorbé biomasy.
Vétsinu toxind proto povazujeme za sekundarni mykotoxiny. Existuje nékolik teorii,
pro¢ houby tvoii jedovaté latky, Casto s vysokou toxicitou pro zivé tvory. Dosud
neexistuje vSeobecné uzndvana teorie o vyznamu produkce toxind houbami. Toxiny
jsou totiz chemicky velmi riznorodé a maji rozmanity mechanismus u¢inku na bunku.

Vyskyt otrav houbami v Ceské republice je pomémé Casty, protoze §iroké vrstvy
obyvatelstva maji o sbér a pozivani jedlych hub velky zajem. Indikace otrav houbami je
proto vEtsi v obdobi jejich rdstu, v tzv. houbaiské sezoné. Nejcastéjsi otravy houbami
vznikaji pozitim jedovatych hub, zdménou za houby jedlé. Ale i jedlé houby se mohou
za nékterych okolnosti stat pfi¢inou otravy. Otravy nepfimym pozitim toxind

jedovatych hub (napf. u kojenct pii kojeni matky) jsou velmi vzacné (10).
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Podle mechanismu puisobeni toxint se rozlisuje nékolik typt syndroma (1, 11, 12):
1. Antabusovy syndrom
Faloidni — hepatorenalni syndrom
Gastroenterodyspepticky syndrom

Mykoatropinovy — neurotoxicky syndrom

2

3

4

5. Muskarinovy syndrom
6. Nefrotoxicky syndrom

7. Psychotropni — psilocybinovy syndrom
8

Pseudootravy

Z hlediska toxicity jsou nejvyznamngj§imi houbami muchomurka zelena
(Amanita phalloides), muchomurka Cervena (Amanita muscaria) a muchomurka
tygrovanad (Amanita pantherina). Muchomuirky Cervend a tygrovana jsou pro svoje
psychotropni u¢inky zneuzivany pfedev$im mladymi lidmi. Muchomtirka tygrovana je
rovnéz zaménovana pii sbéru hub pro svou podobu s jedlou houbou - muchomirkou
rizovou.

Muchomiirka cervena a tygrovana patii podle svych toxini do skupiny
zpusobujicich pii otravach mykoatropinovy-neurotoxicky syndrom a muskarinovy
syndrom. Muskarinovy syndrom otravy muze byt vyvolan i pozitim hub z rodu vlaknic
— Inocybe a strmélek — Clitocybe, v jejichz nekterych druzich byla potvrzena ptitomnost
muskarinu a to az ve stonasobné vyssi koncentraci, néz je tomu u muchomiirky ervené

a tygrované.
Mykoatropinovy — neurotoxicky syndrom

> houba: muchomirka tygrovanad — Amanita pantherina, muchomirka ¢ervena —
Amanita muscaria, Amanita cothurnata, muchomurka slamozluti — Amanita
gemnata, muchomiirka kralovska — Amanita regalis

> toxin: kyselina ibotenova, muscimol

> priznaky intoxikace: bezptiznakové obdobi otravy témito houbami je pomérné

kratké: 1 — 4 hodiny (s variaci od 30 minut do 7 hodin). Mezi poc¢ate¢nimi
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ptiznaky mohou byt znamky pusobeni muskarinu — zvysené slinéni, slzeni
a poceni, bolesti bficha, zvraceni. Tyto pfiznaky posléze pominou a nastava
excitatni obdobi, kdy ma postizeny pocity horka a mravenceni na kuzi
celého tela, pocit neobvyklé lehkosti, touzi po pohybu (tento pohyb je vsak
brzy nekoordinovany). Psychické vzruseni se stupriuje a projevuje se
logorrhoeou (vyjadiujici inkoherentni mysleni), ztratou kontaktu s okolim
a halucinacemi. Stupniuje se motoricky neklid — bezGcelné pohyby,
obli¢ejové grimasy, kiecovité zaskuby, diskoordinace pohybu. Celkové
vzruseni je provazeno hyperkinetickym ob&hovym syndromem. Proziva-li
pacient excitacni stadium ve spanku, miva halucinacni sny a zpravidla se
probouzi az zvracenim. Snové stavy jsou prozivany bud’ s pocitem piechodu
do posmrtného zivota nebo s pocitem depersonalizace. Excitaéni obdobi pak
plynule, béhem nékolika hodin, pfechazi do obdobi komatézniho, které trva
nékolik hodin. Pacient je v rizné hlubokém kématu, z n€hoz se vSak muze
i spontann¢ probudit, s projevy zvySené nervosvalové drazdivosti,
s poklesem krevniho tlaku. Po probuzeni z kdmatu miva intoxikovany casto
pocit reinkarnace. Nékdy pretrvavaji, i nékolik dni, poruchy koordinace
pohybti a poruchy feci.

Prognoéza otrav je celkem pfizniva, imrtnost je pouze ve 2 az 5 %. Otrava
koncici smrti nastava hlavné u malych déti nebo starSich osob (1, 2).

> terapie: vyplach zaludku, aktivni uhli, projimadlo, symptomaticka 1é¢ba

Muskarinovy syndrom

> houba: houby zrodu strmélka — Clitocybe, zrodu vlaknice — Inocybe,
muchomirka &ervena — Amanita muscaria, muchomurka tygrovana —
Amanita pantherina a muchomurka kralovska — Amanita regalis

> toxin: muskarin, vyvoldvd zvySeny tonus parasympatiku plisobenim na
muskarinové receptory (tzv. M-receptory lokalizované ve svalech a zlazach)

> pfiznaky intoxikace: doba latence je 0,5 — 4 hodiny. Objevuje se nevolnost,

mlhavé vidéni, poceni, slinéni a slzeni (tzv. PSL syndrom), bledost, poruchy
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srde¢niho rytmu, prijem, zvraceni. Napadné je zuzeni zornicek. Projevem
ucinku na receptory je slabost az ties svalstva, kieCe jazyka a tonicko-
klonické krece (1, 2, 8)

> terapie: podani atropinu jako antidota

3.3. Historie uzivani halucinogennich hub z rodu Amanita

Soma, bozské narkotikum starovéké Indie, zaujimala dulezitou tilohu v magicko-
nabozenskych obfadech Arijc, ktefi pred 3500 lety osidlili Indoganzskou nizinu. Tito
stafi obyvatelé vyzndvali kult Somy spojeny s uctivanim posvéatného narkotika, jehoz
extrakt pili jen pfi nejvyznamnéjSich obfadech. Lidé vétSinou povazovali halucinogenni
rostliny za pouhé prostfedniky mezi ¢lovékem a bohy, av§ak Soma byla pro své véfici
ztélesnénim samotného boha. Ve staroindické Rgvédé (patfi mezi nejstarsi indickou
nabozenskou literaturu) se piSe, Ze ,,otcem Somy je Pardzanda, btih hromu®. Indicka
Rgvéda obsahuje pies tisic posvatnych hymnt, z nichz 120 je zasvécenych vyhradné
Sémé a mnoho dal$ich se o této rostling svatosti alespon zmitiuje. Kult Somy vsak zacal
postupné ztracet na svém vyznamu, ptuvodni Gcel posvatné rostliny upadl v zapomnéni
a jeji pozici zaujaly rizné rostlinné néhrazky, jez vSak uz postradaly psychotropni
vlastnosti. Pfesto muzeme bez obav fici, ze muchomtirka ¢ervena byla pravdépodobné
nejstar§im a nejrozsifenéjSim halucinogenem, které kdy lidstvo poznalo.

Pivod Somy byl az donedavna zahalen tajemstvim. Etnobotanicky vyzkum se
dlouha 1éta marné pokousel odhalit starovékou zéhadu, ale teprve v roce 1968 se diky
dikladnému mezivédnimu vyzkumu podafilo ziskat presvédcivé diikazy, které
potvrzuji, ze zahadnym posvatnym narkotikem byla muchomurka ¢ervena.

V zépadnim svété byly halucinogenni vlastnosti muchomurky cervené znamy jiz
od roku 1730. Jeden $védsky dustojnik, ktery stravil dvanact let v sibifském zajeti,
o svém pobytu vypovédél, ze Samani primitivnich sibifskych kmenl pouzivaji
muchomiirku cervenou jako narkotikum. Mezi roztrouSenymi skupinami sibifskych
Ugrofint tento zvyk pietrval dodnes a lze se domnivat, Ze muchomirka se pouziva
i mezi dal$imi skupinami obyvajicimi tuto rozlehlou oblast. Houby se nejprve ususily na

slunci a potom piimo jedly, nebo se nechaly vylouhovat ve vodé, sobim mléku ¢i sladké
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staveé nekterych rostlin. Pokud se houby jedly suSené, nechaly se v tstech nejprve
dikladné zvlhnout. Domorodci védéli, Ze obsazené psychotropni latky se z téla vylucuji
v nezménéné podobé, a proto ve svych obfadech zavedli ritudlni piti moce.

Halucinogennich u¢inkti muchomirky cervené se ziejmé obcas vyuzivalo i ve
Stfedni Americe. Muchomiirka Cervena roste v horskych oblastech jizniho Mexika
a Guatemaly. Prvni osidlenci, pronikajici pfes Beringovu zinu, po sobé zanechali
mnoho pozistatktl asijské kultury. Nalezi kni i magicko nabozenské pouzivani
muchomiirky ¢ervené, které je na americkém kontinenté dodnes zivé.

Halucinogenni u¢inky muchomirky cervené maji nepochybné sviij vyznam
i v kultufe Athabaskt, kmene, zijiciho v oblasti Mackenzieho pohoii v severozapadni
Kanadg. Samani muchomiirku &ervenou pouzivaji pii obfadech jako symbol svatosti.

(13, 14).

3.4. Houby obsahujici kyselinu ibotenovou, muscimol nebo muskarin

Jak jiz bylo zminéno, nejznaméjsimi houbami obsahujici kyselinu ibotenovou,
muscimol a muskarin jsou muchomurka cervena, tygrovana a kralovska, kterou néktefti
autofi povazuji za samostatny druh, jini za varietu muchomtrky cervené. Muscimol
a kyselina ibotenova byly rovnéz prokazany i v muchomirce Amanita cothurnata, ktera
se v nasi zemépisné poloze nevyskytuje. Pfitomnost muscimolu a kyseliny ibotenové
v muchomurce slamozluté — Amanita gemnata je sporna, jelikoz ne vzdy tyto latky byly
v houbé prokazany (15, 16). Muskarin byl rovnéz prokazan v nékterych druzich hub

z rodu strmélek a vlaknic (17, 18).

Muchomiirka ¢ervena — Amanita muscaria

Diky svému Eervenému klobouku (10 - 25 cm Siroky) je muchomurka cervena
velmi vyraznd a ziidka dochazi k jeji zdméné€ s jinym druhem hub. VéEtsi ¢ast plachetky,
ktera zakryvala mladou plodnici, se roz¢leiuje v utrzky, které zdobi povrch klobouku.
Bila tien, ktera mtze byt vysoka az 25 cm a ma v horni ¢asti bily prsten, je na spodiné

rozsifena v kuZelovité ukonéenou vejéitou hlizu. Vytrusy jsou vejéité elipsodni (19).



TEORETICKA CAST 18

Tato houba se vyskytuje v oblasti celého mirného pasu. Vyskytuje se predevsim
v jehli¢natych a smiSenych lesich, nejcastéji pod smrky, borovicemi, bfizami, modfiny
a duby (20). Symbioticky vztah mezi buikami kofent téchto stromu a podhoubim je pro
rst plodnice nezbytny, bez nich plodnice nevyroste (21). V Ceské republice mizeme

rist muchomurky cervené pozorovat od srpna az do listopadu (19).

- i
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Muchomiirka kralovska — Amanita regalis

Klobouk je $iroky 8 - 16 cm, polokulovity, klenuty az celkem plochy, stejné jako
u muchomurky cervené, od niz se lisi barvou pokozky i zbytkd plachetky. Pokozka je
jatrové zlutohnédd az hnéda. Lupeny jsou husté, bélavé nebo Zlutavé okrové. Tien je
dlouhd 6 - 16 cm, valcovita, duta, bélava nebo s okrovym nadechem. V horni ¢asti nese

velky prsten stejného odstinu. Na bazi je rozsifen v hlizu, zdobenou v nékolika pasech
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bradavkami. Chut’ i viiné jsou nenapadné. Vytrusy jsou elipsoidni, hladké a bezbarvé.
Néktefi autofi ji povazuji za samostatny druh, jini za varietu muchomirky ¢ervené (19).

Roste od srpna do fijna (nejvice v zaii) v podhorskych smréinach, dost ¢asto ve
spole¢nosti muchomirky ¢ervené nebo i hiibu smrkového. Vice roste v lesich severni

Evropy (21).

g li'ﬂ‘mn}ﬁ:k_ark:iln

Muchomiirka tygrovana — Amanita pantherina

Muchomiirka tygrovana ma klobouk zprvu kulovity, v dospélosti plochy, tmavé
okrové zluty az okroveé hnédy, 5 - 12 cm Siroky. Stejné jako u muchomirky cervené je
klobouk zdoben bilymi bradavkami, které¢ jsou nékdy velmi pravidelné uspotfadany.
Tte je $tihla, 8 — 15 cm dlouha bilé barvy. V horni ¢asti je bélavy prsten. Od shora dolt
se tfen mirné rozsifuje az ve vejCitou spodinu ohrani¢enou tupym limeckem. Nad

limeckem byva jeden az dva uzké krouzky. Vytrusy maji vejcity tvar (19).
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Muchomirka tygrovana roste pifedev§im v teplejSich oblastech. Zpravidla roste
ve smiSenych a listnatych lesich, jako pruvodni dieviny jsou nejcastéji udavany dub,
smrk, habr a borovice. Roste pfedev§im od ¢ervna do konce prvni dekady v listopadu,

pfi¢emz maximum vyskytu je béhem Cervence a srpna (22).

Muchomiirka slamozluta — Amanita gemnata

Klobouk je polokulovity, pak sklenuty az plochy, slamové zluty az svétle
okrovy, Casto stidkymi bélavymi utrzky plachetky. Lupeny jsou vSak bilé. Prsten

a jemna pochva zcela mizi. Tten je valcovita, bila, hladka, ukoncena drobnou kulovitou
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hlizou obalenou kiehkou, nizkou, mizivou pochvou. Na tfeni je opét bily, chaby az

pavudinovity, mizivy prsten. Duzina je bila, nevyrazné chuté s vini lehce fedkvovou

(19).

Roste v cervnu az fijnu v lesich vSech typt a zvlasté v piscitych borech (21).

Muchomiirka'sla muﬂul-é
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3.5. Toxiny odpovédné za psychotropni efekt

3.5.1. Kyselina ibotenova a muscimol

Kyselina ibotenova (obrazek 1), a-amino-3-hydroxy-5-izoxazolooctové kyselina
CsHgN,Os, je bezbarva, krystalicka latka snadno rozpustna ve vodé, o molekulové
hmotnosti Mg 158. Teplem se dekarboxyluje na muscimol. Muscimol (obrazek 2),
5-(aminomethyl)-3-hydroxyisoxazol C4HeN>O,, je rovnéz bezbarva krystalicka latka,
dobie rozpustna ve vodé, o molekulové hmotnosti Mg 114. Tyto latky byly v poloviné
60. let izolovany z muchomirky cervené témér soucasné nékolika vyzkumnymi tymy
(Eugster a kol, Takemoto a kol). Posléze byly tyto latky zjistény i u muchomirky
tygrované (23, 24).

Kyselina ibotenova je konformacni limitovany derivat kyseliny glutamové
a muscimol kyseliny y-aminomaselné (GABA). Muscimol je silny GABA agonista
a pusobi v CNS: snizuje mnozstvi ¢cGMP aktivaci yAbu receptori. To zpusobuje
v malych davkach snizeni motorické aktivity a je pfi¢inou ataxie ve vysSich davkach
(24 — 26). Ob¢ latky vyvolavaji halucinace, delirium, svalovy spasmus: pusobi jako
faleSné neurotransmitery (1 - 7). Aktivita kyseliny ibotenové je ovSem zhruba pétkrat
niz$i nez muscimolu (27).

Prah projevu efektu na CNS u clovéka je 6 mg muscimolu nebo 30-60 mg
kyseliny ibotenové. Tento obsah muize vykazovat jeden exemplai muchomurky
tygrované nebo Cervené. Obé latky se vylucuji v nezménéné podobé modi, kyselina

ibotenova zhruba do 90 minut od poziti houby a muscimol zfejmé do 6 hodin (2).

Kyselina ibotenova: LD50 129 mg kg™ (p.o.) potkan, 42 mg (i.v.)
Muscimol: LD50 45 mg kg™ (p.o.) potkan
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COOH
N—°
Z NH,
HO
Obr. 1: Struktura kyseliny ibotenové.
o NH,

N/
| /

OH

Obr. 2: Struktura muscimolu.
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3.5.2. Muskarin

Muskarin (obrazek 3), ktery byl jako prvni houbovy toxin izolovan v roce 1869
z muchomirky cervené, byl dlouhd 1éta povazovan za hlavni aktivni latku této houby.
Existuje ve formé soli (pfedevsim chloridii) jako bila krystalicka latka, dobfe rozpustna
ve vodé, o molekulové hmotnosti Mg 174 (23). Tato latka byla rovnéz prokazana
v dalich druzich hub (17, 18). Muskarin ptisobi na tu ¢ast periferniho nervového
systému, ktery vyuziva Ach jako medidtoru na postgangliovém zakonceni
parasympatickych vlaken. Jeho molekula ma vSechny zakladni strukturni prvky nutné
pro vazbu pfirozeného mediatoru na jeho receptor, navic nepodléha rychlému rozkladu
acetylcholin-esterazou jako Ach a tim je jeho efekt dlouhodobéjsi. Cholinergni
receptory aktivované muskarinem jsou oznacovany jako muskarinové a predstavuji
postganglionické parasympatické receptory hladkého svalstva, srdce a zlaz (8). Ze Ctyf
diastereomertt je nejucinngj§i L-(+)-muskarin oznacovany jako pfirodni, ktery ma
tisickrat vetsi ucinnost nez (-)-formy a 2,5 krat vétsi ucinek nez vlastni Ach (2, 28, 29).

Muskarin se vylu¢uje moéi v nezménéné podobé (2).

Muskarin: LD50 0,23 mg.kg'1 (i.v.) mys

H,C ° CH;

HO

Obr. 3: Struktura muskarinu.
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3.5.3. Muskazon

Muskazon (obrazek 4), a-amino-2,3-dihydro-2-oxo-5-oxazoleooctova kyselina,
je bezbarva krystalicka latka, o molekulové hmotnosti Mg 158. Poprvé byl izolovan
vroce 1965 zmuchomirky cervené Eugsterem, Mullerem a Goodem (23, 30).

V porovnani s kyselinou ibotenovou a muscimolem ma minoritni farmakologické

ucinky.
NH,
HOOC
/ o
N/ko
H

Obr. 4: Struktura muskazonu.
3.5.4. Kyseliny stizolobova a stizolobinova (obrazek 5)

Tyto derivaty L-DOPA objevené v muchomirce tygrované maji dosud
neobjasnény uc¢inek na CNS (31, 32).

COOH

NH,

HOOC o o

Obr. 5: Struktura kyseliny stizolobové a kyseliny stizolobinové.
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Kromé vySe popsanych latek mtizeme v téchto houbach nalézt jesté cholin,
acetylcholin a rovnéz tropanové alkaloidy atropin, skopolamin a bufotenin, které jsou

ovsem Vv téchto houbach zastoupeny ve velmi malém mnozstvi (33 — 36).

3.6. Popis halucinogennich U¢inki hub zrodu Amanita zpozice

intoxikovaného

V poslednich letech stoupd pocet piedev§im mladych lidi, kteti umysIné
experimentuji s psychotropnimi druhy hub pro navozeni halucinogennich stavi. Pro
ilustraci je zde uvedeno nékolik popistt halucinogennich stavii po poziti muchomirky

cervené.

,,Pro experimenty jsem pouzival vyhradné¢ vyluh z celych suSenych plodnic.
Nikdy jsem nepouzil vic nez dvé houby najednou. Pokazdé jsem vypil vSechno, co jsem
z hub vyzdimal a vysledek byl pokazdé jiny.

Zazitek prvni: Tenkrat jsem piebyval ve stavebni boudé. Za kazdou hranou ¢&i
kontrastnim pfechodem byl zfetelny, jakoby plasticky zakmit, zddraznujici detaily.
Barevné podani bylo omezené, sytost snizena postupné az k témef cernobilému vidéni.
SlySeni bylo téz jiné; jako kdyz se zvukovy signal prozene hiebenovym filtrem,
zduraziujicim nekteré frekvence a potlacujicim jiné; vysledny dojem byl vyrazné
zostfeni sluchu diky odfiltrovani Sumu. Zazival jsem pocit nespoutané leticich myslenek
a jejich utrzkt, které se daly libovolné =zachytavat a volné spojovat do
V celém téle jsem pocitoval Gzasny pfiliv energie. Vnimal jsem chvéjivé napéti svych
svalli a nepotlacitelnou tuzbu po aktivite. Nejspi§ uz ve chvili kdy jsem odpadal,
propadal jsem se do hlubokého, blazeného spanku; ale i v téchto chvilich n&jaka ma ¢ast
bdéla a hlidala mtj dech, protoZe ten se obcas zastavoval a ja se musil nutit, abych zase
dychat zacal a neutopil se v divoké rozkosi nedychani. Poté, co jsem se sam se sebou
popral, jsem se zase pohrouzil do onoho podivného, hlubokého, ptesto vSak zivého,
rozpolceného spanku. Druhy den jsem se probudil za svétla, smrtelné unaven, pfitom

ale veSkera inava byla vnimana velmi piivétivé. Hlava mé kupodivu nebolela, jen jsem
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pocitoval vI¢i hlad; zaroven ale i nesmirnou malatnost, absolutni lenost, znemoznujici
mi VStat.

Zazitek druhy: Plodnice byla mala, jesté mlade ne vétsi nez seschla pilka citronu, takze
jsem od ni nic moc necekal. Pouhou ¢tvrthodinu poté jsem své minéni ale musel
radikdlné zménit. Zméneéné vidéni i slySeni se ohlésilo s velikou intensitou, ale ten
dojem byl piekryt jinym, mnohem silngj$im; veskeré plochy vtikol zacaly byt zborcené
do neuvétitelnych tvarti - pfitom hrany a obrysy byly nedotéené. Nékteré plochy se
zacaly vychlipovat proti mné v podobé jakychsi choboti a chapadel, jemné¢ meé
ohmatavajicich. Pfestoze tento pocit byl pfimo hmatatelny, celou dobu jsem védél, ze
jsou to jen pouhé predstavy. S nejvyssim vypétim jsem se zkoncentroval natolik, abych
dosel domu. Zjistil jsem, Ze mi ale zacalo byt neuvéfitelné vedro. Mél jsem pocit, Ze
shotfim. Chvili jsem se snazil nasadit kliku do dveti, abych mohl vpustit chlad zvenci,
ale nevedlo se mi to. Okno oteviit neslo a chvili jsem tak zapasil s neodolatelnou tuzbou
rozbit je. Venku zacalo prset a provazy vody na skle mé od toho odradily. Veskeré
hmatové pocity byly neuvétitelné intensivni, ostré az k bolestivosti, ale velice pfijemné
a uklidiujici. Tiskl jsem se k podlaze a pozoroval tizasné hemzeni vody na skle okna.
Huceni vétru zvenci se zvolna transformovalo do majestatniho zvuku varhan a meluzina
v kamnech v mohutny sbor plnici mistnost dunivym oratoriem. Ten zvuk pronikal vse
kolem. Na okné jsem pfitom mohl sledovat neuvétitelné vyjevy, které ten zvuk
vyvolaval; vyjevy ne zcela srozumitelné, ale ¢im dal tim naléhavéjsi a hrozivéjsi. Nahle
jsem vprostfed okenni tabulky zahlédl - ne, spi§ vycitil cosi stragného. Jeden z téch
provazki vody, stékajici po skle, nahle skrz neporusené sklo pronikl dovniti a zacal se
prodluzovat smérem ke mné. Blizil se ke mné nesmirné zvolna, ale s désivou
neuprosnosti. Nechapal jsem, co se d&je, soucasné jsem veédél, ze je to jen ma fantazie,
a pfitom jsem s mrazivou presnosti védel, co se stane. Ten provazek spleteny z vody se
blizil jako néjaké chapadlo, mozna lidna, zvolna, nezadrziteln€. Dotkl se mé v jediném
mrazivém bodé a veskeré mé télesné pocity se od té chvile soustfedily do toho jediného
bodu. Dotkl se mé dlan¢ a v tom misté jsem ztratil cit. Ten hrot zvolna klouzal po mé
pazi, nechavaje tam stale se §itici pasmo ztraty jakéhokoliv citu. Piejel zvolna pies mou
hrud’ a mé srdce jakoby seviela mraziva ruka. Jeho zrychlené buseni jsem vnimal

v celém téle. To buseni ted’ napliovalo v§e kolem dunénim, pfed kterym nebylo Gniku.
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Ten mrazivy hrot zatim zvolna, beze spéchu stoupal az k mému krku a tam se na
okamzik zastavil. Od této chvile pfestal ptsobit necitlivost. Velmi zvolna se mi zacal
ovijet kolem krku, citil jsem, jak pomalinku postupuje, jako by se mi kolem krku ovijel
had, pomalu, netiprosné. Ten studeny had se v té chvili zacal beze spéchu, ale nezvratné
stahovat kolem mého krku. Zacal jsem se bezmocné, zoufale dusit. V jednom
okamziku, ktery jsem nepostiehl, protoze byl piekryt beznadéjnym zoufalstvim, jsem
shledal, ze stojim. Stal jsem u ponku, lezérné se opiral o svérak, a hledél sam na sebe,
jak tam lezim, ten had obto¢en kolem mého krku, a s piekvapenim a zvédavosti
pozoroval, jak se mé télo zacina vzpinat v marném zapase o dech. Bylo to néco naprosto
Silené¢ho. Ja tam stal a dival se na své tclo, vzpinajici se pfede mnou na holé betonové
podlaze, na jeho ruce, marné se snazici servat ten rdousici prouzek, omotany kolem jeho
krku. Vidél jsem, jak se ten provazek destové vody napina a jak se sklenéna tabulka
prohyba a vychlipuje pod jeho tahem, jako by byla gumova. Vidél jsem vytiesténé o¢i
a ruce, které kie¢ zkroutila jako pataty. Pozoroval jsem to télo, zachvacené kieci agonie,
kroutici je do vrtule. Védél jsem, ze jedinym pohybem mohu pierazit ten deStny
provazek, co je rdousil, protoze je ptece kiehky jako sklo, ale na druhé strané jsem byl
zaujat nesmirnou zvédavosti, fascinaci, ktera mé nutila dale sledovat to zvlastni divadlo
pfede mnou. Vidél jsem, jak se to t€lo pfede mnou prudce prastilo o hranu povaleného
stolu a tak jsem pod né&j kopnul montérky, valejici se vedle, aby sebou v smrtelné kieci
nemlatilo o tvrdy beton podlahy. Nahle jsem vidél, jak se v poslednim zoufalém
vzepjeti propina do oblouku. Témét mimovolnym, ledabylym méachnutim jsem pierazil
ten tenky rdousici paprsek vody a vzapéti jsem v&dél, Ze je to pozdé. Ze pravé v téhle
chvili jsem vSechno zpackal. Protoze ted” jsem ja byl tim vzpinajicim se télem a spolu

s nim jsem se propadal do nekoneénosti.“ (37)
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3.7. Analytické metody pouzité k identifikaci, popf. stanoveni kyseliny

ibotenové, muscimolu a muskarinu z hub rodu Amanita

V literatufe mizeme nalézt nékolik praci zabyvajicich se izolaci a prukazem,
popt. stanovenim kyseliny ibotenové a muscimolu z houbového materidlu. Je popsan
prikaz a stanoveni téchto latek rtiznymi chromatografickymi postupy (napf. metoda
TLC, GC & HPLC). Clankd popisujicich izolaci a priikaz, popt. stanoveni muskarinu je
0 poznani méné a vétSina z nich je datovana do druhé poloviny 20. stoleti, kdy nastal
,boom“ ve vyzkumu muchomirky cervené a tygrované. Vzhledem k polarnimu
charakteru latek se jako nejvhodnéjsi metoda k prtikazu, popt. stanoveni danych latek
jevi kapalinova chromatografie. V poslednich letech dochédzi k rozmachu v pouziti
hmotnostni spektrometrie ve spojeni s kapalinovou chromatografii. Vzhledem k vysoké
citlivosti MS, toto spojeni umoziuje detekovat velmi mald mnozstvi latek z riznych
matric. Mize se pouzit i plynova chromatografie s hmotnostni detekci, latky se ov§em
musi pfed samotnou analyzou upravit, aby klesla jejich polarita. Nabizi se latky

derivatizovat, coz ov§em znamena zvySeni doby pfipravy vzorku.

Tenkovrstva chromatografie

Vroce 1966 pouzil Benedict a kol (38) dvou-dimenzionalni papirovou
chromatografii k izolaci a prikazu kyseliny ibotenové a muscimolu v riznych druzich
hub rodu Amanita. Jako vyvijeci soustava 1 byla pouzita smés n-butanol/octova
kyselina/voda 1/1/1, jako vyvijeci soustava 2 byla pouzita smés butanol/pyridin/voda
1/1/1 v/v. Latky davaly pozitivni barevnou reakci s ninhydrinem. Toxiny byly
detekovany v muchomirce ¢ervené, muchomtirce tygrované a muchomurce slamozluté.

Stijve (39) izoloval a identifikoval muscimol a muskarin v muchomtirce éervené
a tygrované a rovnéz nalezl muskarin v nékolika druzich hub z rodu strmélek a vlaknic
a v helmovce tedkvic¢kovité. Izolace sledovanych latek z hub byla provedena metodou
extrakce kapalina-kapalina. K identifikaci pouzil vysokou¢innou tenkovrstvou
chromatografii (HPTLC silicagel 60 F254). Vyvijeci soustava pro muscimol byla
slozena z 2-butanol/ethanol 95 %/octova kyselina 100 %/voda 75:25:5:25 v/v a pro



TEORETICKA CAST 30

muskarin byla jako vyvijeci soustava pouzita smés 2-butanol/ethanol 95 %/ octova
kyselina 100 %/voda 80:20:10:30 v/v. Zatimco muscimol déval pozitivni reakci
s ninhydrinem, muskarin byl detekovan modifikovanym Dragendorffovym ¢inidlem.
Vizualnim zhodnocenim bylo odhadnuto, Ze se v muchomirce ¢ervené nachéazi 1900
mg/kg d.w. muscimolu, respektive 3000 mg/kg d.w. v muchomirce tygrované. Oproti
tomu, odhadnuté mnozstvi muskarinu bylo n€kolikanasobné niz$i — 90 mg/kg d.w.
v muchomtirce ¢ervené a 5 mg/kg d.w. v muchomirce tygrované. Na druhou stranu
v nékterych houbach rodu Inocybe a Clitocybe bylo zjisténo az stonasobné vyssi

mnozstvi muskarinu, nez je tomu u rodu Amanita (17, 18).

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Lund (40) vroce 1979 pouzil pro stanoveni kyseliny ibotenové a muscimolu
v muchomurce cervené HPLC s UV detekei. Pro kyselinu ibotenovou pouzil dvé
chromatografické kolony spojené za sebou — LiChrosorb-NH2 10 um a Nucleosil 5CN,
jako mobilni fazi pouzil 0,05 mol/l pufr octanu sodného o pH 4,0. Muscimol byl
separovan na koloné Li-Chrosorb-NH2 10 um s 0,05 mol/l pufrem octanu sodného o pH
4,0 ve smési s metanolem 1/9 v/v jako mobilni faze. Mnozstvi kyseliny ibotenové bylo
100 mg/kg a muscimolu méné nez 3 mg/kg. Nicméné po upravé vzorku kyselinou
octovou se stanovilo 40 mg/kg muscimolu. Dalsi metodu HPLC-UV popsal Komiyama
a kol (41). Pro extrakci kyseliny ibotenové a muscimolu pouzil anion-vyménnou
chromatografii. Ob¢ latky byly separovany na koloné¢ Shim-pack P NH2/S 2054. Latky
byly detekovany pfi vlnové délce 220 nm. Limit detekce pro kyselinu ibotenovou byl 18
mg/kg a pro muscimol 10 mg/kg.

Gennaro a kol (42) vypracovali metodu pro analyzu kyseliny ibotenové
a muscimolu z muchomirky cervené zalozenou na ion-parové chromatografii. Pro
izolaci latek bylo vyzkouSeno nékolik extrakénich postupii. Jako prvni byla vyzkousena
extrakce na pevné fazi, kdy pro kyselinu ibotenovou pouzili anion-vyménou
chromatografii a pro muscimol SPE-C18. Dale zkouseli extrakci kapalina-kapalina
s ruznymi druhy rozpoustédel (ethanol:voda, methanol:voda, ethanol:methanol:voda,

chloroform, diethylether a hexan). Ve vysledku mély tyto postupy nizkou selektivitu
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a uplatiioval se zde vysoky vliv matrice. V kone¢ném postupu byl vzorek Cerstvych hub
pouze homogenizovan a sonifikovan. Vodna c¢éast byla filtrovana pfes nylonovou
membranu a pfimo injektovana do HPLC systému. Stanoveni kyseliny ibotenové
a muscimolu bylo zvlast’ provedeno v klobouku a tfeni houby na kolon¢ Spherisorb S5
ODS-2 za pouziti vodného roztoku 5,0 mmol/l octylamonium o-fosfatu jako mobilni
faze. Latky byly detekovany pii vinovych délkach 230 nm (maximum absorbance obou
latek) a 254 nm. Limit detekce pro kyselinu ibotenovou byl 30 mg/l a pro muscimol
18 mg/l. V klobouku a tfeni houby byl nalezen muscimol v mnozstvi 380 mg/kg,
respektive 80 mg/kg a kyselina ibotenova v mnozstvi 990 mg/kg, respektive 230 mg/kg.
Dalsi metodou HPLC zalozenou na pouziti ion-parového Cinidla publikovali Tsunoda
a kol (43). Po extrakci homogenizatu muchomirky cervené 70 % methanolem
a nasledné filtraci vzorky analyzovali na koloné IRICA RP-18, kdy byl do mobilni faze
slozené z voda/acetonitril/methanol 65/20/15 a 4 mmol/l kys. fosfore¢né piidan 2,1
mmol/l dodecylsulfat, pro zvyseni retence latek. Latky detekovali pfi vinové délce 210
nm. Meze detekce obou latek byly kolem 1 mg/kg. Koncentrace kyseliny ibotenové

byla v rozmezi 18-27 mg/kg a muscimolu 258-471 mg/kg.

Kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

Stermer a kol (44) stanovovali kyselinu ibotenovou ze spér a klobouku
muchomiirky ¢ervené sbirané ve tfech riiznych lokalitdch. Ke stanoveni pouzili LC-MS
s ionizaci elektrosprejem v pozitivnim modu. Vodny extrakt houby okyseleny kyselinou
octovou byl pfimo injektovan na kolonu Xterra MS C18. Byla pouzita gradientova
eluce, mobilni faze 1 byla voda/methanol (19:1 v/v) a mobilni faze 2
acetonitril/voda/methanol (18:1:1 v/v). Koncentrace kyseliny ibotenové ve sporach
houby byla v rozmezi 47 - 61 mg/kg a v klobouku 78 - 260 mg/kg. Navic bylo zjisténo,
ze se kyselina ibotenova v 96 % vyskytuje v enol-formé a pouze ve 4 % v keto-formé
pti pH v rozmezi 2-6. Tytéz vysledky ziskali pouzitim UV detekce pfi vinové délce 254
nm za podminek ptevzatych od Tsunoda a kol (43). Dalsi metodu popsal Tsujikawa

a kol (45), kdy stanovovali obsah kyseliny ibotenové a muscimolu v klobouku a tfeni
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muchomurky cervené. 50 mg prasku houby smichali s 2 ml smési methanol/voda 7/3
v/v. Smés sonifikovali po dobu 5 minut a po centrifugaci oddélili supernatant. 100 pl
supernatantu odpafili pod proudem dusiku do sucha. Odparek nejprve derivatizovali
dansyl chloridem, reakce probihala 90 minut pti pokojové teploté za vzniku produktd
DNS-MUS a DNS-IBO. Nasledné byla provedena ethylace za vzniku DNS-IBO ethyl
esteru. Vzorky byly analyzovany uzitim kolony Symmetry C18 za pouziti 10 mmol/l
octanu amonného ve smési s acetonitrilem jako mobilni faze, pro lepsi separaci bylo
pouzito gradientové eluce. Vzorky byly identifikovany tandemovou hmotnostni
spektrometrii s elektrosprejem v kladném moddu a iontovou pasti jako analyzatorem.
Zékladni hmoty pro identifikaci latek byly m/z 347 pro DNS-MUS a m/z 419 pro DNS-
IBO-Et. Analyza trvala 30 minut, pfi¢emz retencni ¢asy byly 24,4 min pro DNS-MUS,
respektive 25,7 min pro DNS-IBO-Et. Rozsah kalibraéni kiivky se pohyboval v rozmezi
25-2500 mg/l. Nevyhodou této metody je dlouhd doba piipravy vzorkil a rovnéz délka
analyzy.

Mizeme fici, Ze jedinou metodu, ktera stanovuje kyselinu ibotenovou, muscimol
a muskarin soucasné publikovali Deveaux a kol (46). Opét byl analyzovan vzorek
susenych plodnic muchomirky cervené. Piefiltrovany vodny extrakt byl rovnou
aplikovan na kolonu sreverzni fazi C18. Mobilni faze byla slozend z2 mmol/l
mravencanu amonného (pH 3) a acetonitrilu a byla pouzita gradientova eluce. I zde byl
pouzit elektrosprej v kladném modu a jako analyzator trojity kvadrupol. Hodnoty m/z
byly 174,2 pro muskarin, 115,1 pro muscimol a 159,0 pro kyselinu ibotenovou.
Mnozstvi analyti v klobouku (tfeni) ¢inilo pro kyselinu ibotenovou 97,2 (16,4) mg/l,
muscimol 96 (3,6) mg/l a muskarin 2006 (39,7) mg/l. Meze detekce byly 10 mg/l pro

kyselinu ibotenovou a 2 mg/l pro muscimol a muskarin.

Plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

V soucasnosti neni publikovano piili§ mnoho praci zabyvajicich se priikkazem
vySe zminénych analytd plynovou chromatografii s hmotnostni detekci. Problémem je
ziejmé v nalezeni vhodné upravy analytt, ktera by vedla ke snizeni jejich vysoké

polarity. Publikované derivatizaéni postupy navic vedou ke zvySeni doby analyzy
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vzorki, coz je nevyhodou, pokud se ma v co nejkrat§im Case zjistit pfi¢ina intoxikace
pfi podezieni na otravu houbami a zah4jit vhodna 1écba.

Repke a kol (47) popisuje izolaci a prikaz muscimolu a kyseliny ibotenové
v muchomurce tygrované. Klobouk houby nechal 8 hodin extrahovat 10 % vodnym
roztokem methanolu. Z filtratu odebral mnozstvi 0,5 ml, které pouzil k dalSimu postupu.
Tento roztok nechal po dobu 30 min pfi 140 °C reagovat s bis(trimethylsilyl)trifluoro-
acetamidem. Poté tento roztok ptimo analyzoval na GLC/MS typu kvadrupol.

Dalsi GC/MS metodu popisuje Tsujikawa a kol (48), ktery opét stanovoval
mnozstvi muscimolu a kyseliny ibotenové v muchomurce tygrované a cervené. 200 pl
supernatantu, vzniklého po extrakci 50 mg houbového prasku 2 ml 70% methanolem,
odpatil do sucha a odparek nechal reagovat s 50 pul BSTFA obsahujici 10% TMCS a 50
ul ethylacetatu po dobu 30 min pii 80°C. 1 pl tohoto roztoku poté piimo aplikoval na
chromatografickou kolonu (DBS5). Jako nosny plyn bylo pouzito hélium. Byla pouzita
elektronova ionizace. Pro kvalitativni stanoveni byla analyza provedena ve scan modu
(m/z 40-450) a pro kvantifikaci latek bylo pouzito SIM moédu - m/z 257 pro kyselinu
ibotenovou a m/z 243 pro muscimol. Jako interni standard byl pouzit n-pentadekan, m/z
57. Touto metodou se mu podafilo stanovit muscimol (46-1052 mg/kg) a kyselinu
ibotenovou (10-2845 mg/kg) v 5 riznych kloboucich muchomirky cervené. Ve dvou
riznych kloboucich muchomurky tygrované rovnéz stanovil muscimol (1554-1880

mg/kg) a kyselinu ibotenovou (188-269 mg/kg).

3.8. Analytické metody pouzité k analyze kyseliny ibotenové, muscimolu

a muskarinu z moce

Plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

Stiibrny a kol (49) popsal metodu zalozenou na izolaci kyseliny ibotenové
a muscimolu z moce pomoci slabého katexu. Eluat je odpafen do sucha a odparek je
rozpustén ve smési dichlormethanu a ethylchloromravencanu, ktery ptedstavuje
derivatizacni Cinidlo. Stanoveni se provadi na GC/MS, kolona HP-5SMS UL, m/z 186

pro muscimol-ECF a m/z 258 pro kyselinu ibotenovou-ECF.
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3.9. Toxikologické vysetieni a odbér biologického materidlu

Zakladnim pfedpokladem zdafilého toxikologického vySetfeni je spravna volba
vhodnych biologickych vzorkiu k analyzam, a to v dostateném mnozstvi vzhledem
k fesenému problému. Mnozstvi biologického vzorku by mélo byt dostatecné, aby bylo
mozno analyzu opakovat. Vzorek musi byt uchovan od odbéru az do doby analyzy tak,
aby se minimalizoval pfipadny rozklad labilnich analyta.

Pfi podezieni na otravu jsou u zivych osob k analyze nejcastéji odebirany moc,
krev a zaludeéni obsah. Kvantifikace zjisténych nox v krvi v kontextu s klinickym

stavem pacienta napomaha posoudit zavaznost otravy.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Biologicky material

Vzorky moée byly ziskany od pacientii vySetfovanych na Ustavech soudniho

1ékarstvi fakultnich nemocnic v Olomouci a Ostrave.

4. 2. Chemikalie

Kyselina ibotenova monohydrat, muscimol a muskarin hydrochlorid byly

zakoupeny od firmy Sigma a Fluka (St. Louis, USA).

Voda gradient grade pro HPLC byla vyrobena purifikaénim systémem Aqual
(Brno, CR) na Ustavu soudniho lékaistvi Ostrava.

Methanol gradient grade pro HPLC, acetonitril gradient grade pro HPLC,
kyselina mravenci pro LC/MS, kyselina octova pro LC/MS a sodiumdodecylsulfat byly
zakoupeny od firmy Sigma (St. Louis, USA).

Mravencan amonny pro LC/MS, triethylamin p.a., trifluorooctova kyselina pro
LC/MS, kyselina heptafluoromaselna p.a. a hydrogenuhli¢itan amonny pro LC/MS byly
zakoupeny od firmy Fluka (St. Louis, USA).

Octan amonny (fraktopur), pyridin p.a. a dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a.
byly zakoupeny u firmy Merck (Darmstadt, Némecko).

Diethylether p.a. nestabilizovany, toluen p.a., chloroform p.a., n-hexan p.a.,
ethylacetat p.a., kyselina chlorovodikova konc., aceton p.a., dichlormethan p.a.,
amoniak (25 % vodny roztok) p.a. a kyselina fosfore¢né p.a. byly zakoupeny od firmy
Penta (Chrudim, CR).

Hydroxid sodny p.a. byl zakoupen u firmy Jan Kulich (Hradec Kralové, CR).

Acetatovy pufr (pH 4,5), fosfatovy pufr (pH 7) a uhli¢itanovy pufr (pH 10) byly

vyrobeny v toxikologické laboratoti Ustavu soudniho 1¢katstvi Ostrava.
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Acetylovany muskarin byl vyroben na Katedfe organické chemie, PfF UP
Olomouc, nasledujicim postupem: muskarin hydrochlorid (10 mg, 0,047 mmol) byl
rozpu§tén ve smési kyseliny octové (800 pl), anhydridu kyseliny octové (100 pl)
a pyridinu (100 pl). Reakéni smés byla 20 hodin michana pfi laboratorni teploté. Po
ukonceni reakce byla reakéni smés zahusSténa do sucha na vakuové rotacni odparce
a zbyly material byl dale tfikrat odpaten s toluenem. Ziskany produkt byl pies noc susen
pii 51 °C ve vakuové susarné. Surovy acetylmuskarin vysoké Cistoty byl ziskan jako
bezbarva olejovita latka, MS [M+H]" pti m/z 216.2, 'H NMR (300 MHz, DMSO-d;) 8
ppm 1.20 (d, J = 6.59 Hz, 3H) 1.87 — 2.15 (m, 2H) 2.04 (s, 3H) 3.12 (s, 9H) 3.37 — 3.50
(m, 1H) 3.55 — 3.68 (m, 1H) 3.93 — 4.07 (m, 1H) 4.41 — 4.57 (m, 1H) 4.75 — 4.88 (m,
1H). NMR 'H experiment byl m&fen na piistroji Varian Unity Plus (299.89 MHz, 'H)
za laboratorni teploty (21°C) v DMSO-ds roztoku. Chemické posuny 6 jsou uvedeny

v ppm (vztazeno k referenénimu signalu DMSO) a interakéni konstanty J v Hz.

4.3. Ostatni material

SPE kolonky Strata-X, Strata X-CW, Strata Screen A, Strata NH,, Strata X-CN
a Strata Screen C byly zakoupeny od firmy Phenomenex (Torrance, USA).
SPE kolonky Discovery WCX, Discovery MCAX, Discovery SCX a HybridSPE —
Precipitation byly zakoupeny od firmy Supelco (St. Louis, USA).

Analytické kolony: Gemini C18 (50 x 2.0 mm i.d., 5 pm), Synergi Fusion RP 80
(150 x 2.0 mm i.d., 4 pm) a Gemini C18 (150 x 2.0 mm i.d., 5 um) byly zakoupeny od

firmy Phenomenex (Torrance, USA).
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4.4. Ptiprava zasobnich roztokd standardt

Vodné zasobni roztoky kyseliny ibotenové, muscimolu, muskarinu
a acetylovaného muskarinu byly pfipraveny o koncentraci 1 mg/ml. Postupnym fedénim

zasobnich roztokt byly pfipraveny pracovni roztoky pozadovanych koncentraci.

4. 5. Pouzita instrumentace

Analyzy byly provedeny 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 spektrometru LC-MS2010A
(kvadrupdl s ionizaci za atmosférického tlaku - ESI a APCI). Méfeni byla provadéna ve
scan modu, kdy studované latky byly identifikovany na zékladé svych hmotnostnich
spekter a také v SIM modu, kdy studované latky byly identifikovany na zékladé svych
retencnich cast.

Fragmentaéni  spektra  kyseliny  ibotenové, muscimolu, muskarinu
a acetylovaného muskarinu byla naméfena hmotnostnim spektrometrem LCQ Fleet
firmy Thermo Scientific (Waltham, USA). Jako ioniza¢ni zdroj byl pouzit elektrosprej.
Piistroj vybaveny iontovou pasti vyuziva hélium jako kolizni plyn a dusik jako

zmlzujici plyn.

4. 6. Volba iontového zdroje

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku a ionizace elektrosprejem byla
studovana v kladném a zdporném modu. Mefeni probihala na hmotnostnim
spektrometru s kvadrupdlovym systémem. Pro tyto experimenty byly pouZity vodné
roztoky standardi o nasledujicich koncentracich: kyselina ibotenova a muscimol
o koncentraci 2 pg/ml a muskarin o koncentraci 0,2 pg/ml. Experimenty byly

provedeny v tripletech.
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V kladném moédu byly pro oba typy ionizace sledovany ionty uvedené v tabulce 1:

Analyt m/z Fragment
Kyselina ibotenova 159 [M+H]"
Muscimol 115 [M+H]"
98 [M-NH;]"
Muskarin 174 M]

Tab. 1: Piehled sledovanych iontt studovanych latek v kladném modu.

V zaporném moédu byly pro oba typy ionizace sledovany ionty uvedené v tabulce 2:

Analyt m/z Fragment
Kyselina ibotenova 157 [M-HT
Muscimol 113 [M-H]

97 [M-NH;]

Tab. 2: Piehled sledovanych iontti studovanych latek v zaporném modu.

Meéteni pomoci APCI v kladném modu probihalo za podminek uvedenych v tabulce 3:

Napéti kapilary APCI 4,5kV

Teplota kapilary APCI 350 °C

Teplota na CDL 250 °C

Napéti na CDL 25V

Teplota na Block heateru 200 °C

Priitok susiciho plynu 1,5 I/min

Tab. 3: Pouzité parametry iontového zdroje a iontové optiky pro APCI+.
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M¢éteni pomoci APCI v zaporném modu probihalo za podminek uvedenych v tabulce 4:

Napéti kapilary APCI -3,5 kV

Teplota kapilary APCI 350 °C

Teplota na CDL 200 °C

Napéti na CDL 20V

Teplota na Block heateru 250 °C

Pritok susiciho plynu 1,5 I/min

Tab. 4: Pouzité parametry iontového zdroje a iontové optiky pro APCI-.

Meéteni pomoci ESI v kladném moddu probihalo za podminek uvedenych v tabulce 5:

Napéti kapilary ESI 4,5kV
Teplota na CDL 250 °C
Napéti na CDL 20V

Teplota na Block heateru 200 °C

Pritok susiciho plynu 1,5 I/min

Tab. 5: Pouzité parametry iontového zdroje a iontové optiky pro ESI+.

Meéteni pomoci ESI v zaporném moédu probihalo za podminek uvedenych v tabulce 6:

Napéti kapilary ESI -3,5kV
Teplota na CDL 200 °C
Napéti na CDL 20V

Teplota na Block heateru 200 °C

Priitok suSiciho plynu 1,5 /min

Tab. 6: Pouzité parametry iontového zdroje a iontové optiky pro ESI-.
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4. 7. Nalezeni vhodnych parametri MS (kvadrupol)

Nevhodné zvolenymi parametry miize dojit bud’ ke Spatné ionizaci latek nebo
k rozkladu studovanych analyti. Pro dosaZeni nejlepsi ionizace latek byly testovany

tyto parametry pfistroje:

» Napéti na kapilate ESI
» Teplota a napéti na CDL
» Teplota na Block heateru

Pro experimenty byly pouzity vodné roztoky standardi kyseliny ibotenové
a muscimolu o koncentraci 2 pg/ml a muskarinu o koncentraci 0,2 pg/ml. Byla
testovana zavislost odezev jednotlivych standardd na danych parametrech. Experimenty

byly provedeny v tripletech.

4. 8. Urceni podminek LC

Pro nalezeni vhodnych podminek separace jednotlivych analyti bylo testovano
nékolik analytickych kolon a mobilnich fazi. Pro tyto experimenty byly pouzity vodné
roztoky standardd kyseliny ibotenové a muscimolu o koncentraci 2 pg/ml a muskarinu

o koncentraci 0,2 pg/ml. Experimenty byly provedeny v tripletech.

Kolona Gemini C18 (50 x 2.0 mm i.d., 5 pm)

Pouzité mobilni faze:
e 100 mmol/l vodny roztok octanu amonného s piidavkem 0,1 % kyseliny
mraven¢i a acetonitril (analyza byla provadéna isokraticky - 35 % ACN
i gradientovou eluci: 0 — 15 min: 15 — 90 % ACN, 15 — 17 min: 90 —» 15 %
ACN).
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e 0,1 % vodny roztok hydroxidu amonného a acetonitril (analyza byla provedena

isokraticky -
35 % ACN i gradientovou eluci:0 — 15 min: 15 — 90 % ACN, 15 — 17 min:
90 — 15 % ACN).

e 0,1 % vodny roztok triethylaminu s pifidavkem 0,1% kyseliny octové

a acetonitril (analyza byla provadéna isokraticky -35 % ACN i gradientovou

eluci: 0 > 15 min: 15 — 90 % ACN, 15 — 17 min: 90 — 15 % ACN)

e 0,1 % vodny roztok kyseliny trifluoroctové a acetonitril (analyza byla provadéna

isokraticky - 35 % ACN i gradientovou eluci: 0 — 15 min:
15—-590% ACN, 15— 17 min: 90 — 15 % ACN).

Kolona Synergi Fusion RP 80 (150 x 2.0 mm i.d., 4 pm)

Pouzité mobilni faze:

0,1 % vodny roztok hydroxidu amonného a acetonitril (analyza byla provadéna
isokraticky - 35 % ACN i gradientovou eluci: 0 — 15 min:

15— 90 % ACN, 15 — 17 min: 90 — 15 % ACN).

0,1 % vodny roztok kyseliny trifluoroctové a acetonitril (analyza byla provadéna
isokraticky -35 % ACN i gradientovou eluci: 0 — 15 min:

15 —> 90 % ACN, 15 — 17 min: 90 — 15 % ACN).

2 mmol/l vodny roztok mravenc¢anu amonného upraven kyselinou mravenci (pH
3,5) a acetonitril (analyza byla provadéna isokraticky - 35 % ACN
i gradientovou eluci: 0 — 15 min: 15 — 90 % ACN, 15 — 17 min: 90 — 15 %
ACN).

0,1 % vodny roztok kyseliny mravenc¢i a acetonitril (analyza byla provadéna
isokraticky - 35 % ACN i gradientovou eluci:

0 — 15 min: 15 - 90 % ACN, 15 — 17 min: 90 — 15 % ACN).

1 mmol/l vodny roztok heptafluoroméselné kyseliny a 0,1 % kyselina mravenci

v metanolu (isokraticka eluce 50 % : 50 %)
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Kolona Gemini C18 (150 x 2.0 mm i.d., 5 pm)

Pouzité mobilni faze:

1 mmol/l vodny roztok kyseliny heptafluoromaselné

3 mmol/l vodny roztok kyseliny heptafluoromaselné

5 mmol/l vodny roztok kyseliny heptafluoromaselné

7 mmol/l vodny roztok kyseliny heptafluoromaselné

8 mmol/l vodny roztok kyseliny heptafluoromaselné

9 mmol/l vodny roztok kyseliny heptafluoromaselné

8 mmol/l vodny roztok kyseliny heptafluoroméselné a acetonitril (analyza byla
provadéna isokraticky (postupné 2, 6, 8 % ACN) i gradientovou eluci: 0 — 6
min: 0 % ACN, 6,01 — 25 min: postupné 5, 8 a 12 % ACN).

8 mmol/l vodny roztok kyseliny heptafluoromaselné a methanol (analyza byla
provadéna isokraticky (postupné 2, 6, 8 % methanolu) i gradientovou eluci:

0 — 6 min: 0 % methanolu, 6,01 — 25 min: postupné 5, 8 a 12 % methanolu).

4. 9. Méfeni fragmentacnich spekter

Fragmentace kyseliny ibotenové, muscimolu, muskarinu a acetylované¢ho

muskarinu byly studovany na pfistroji MS s iontovou pasti. Nejprve byla testovana

zavislost odezev studovanych latek na nize uvedenych parametrech pfistroje, aby byly

zajistény nejoptimalnéjsi podminky pro jejich analyzu.

» Napéti kapilary ESI

» Teplota vyhtivané kapilary

> Napéti na vyhtivané kapilaie

Analyty byly aplikovany piimo na detektor, méfeni byla provedena v tripletech.

K méfteni byly pouZity roztoky standardt kyseliny ibotenové, muscimolu, muskarinu

a acetylovaného muskarinu o koncentraci 10 pg/ml, rozpusténé v mobilni fazi.
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Pritokova rychlost vzorkd byla 10 pl/min. Fragmentace byla méfena pii ionizaci

elektrosprejem v kladném modu.

4. 10. Izola¢ni metody

4. 10. 1. Extrakce kapalina-kapalina (LLE)

Negativni vzorek moce o objemu 0,5 ml a vzorek moce o objemu 0,5 ml,
spikovany standardy kyseliny ibotenové a muscimolu na koncentraci ¢ = 10 pg/ml
a muskarinu na koncentraci 2 pg/ml, byly extrahovany do 2 ml etheru. Nésledné byly
vzorky podrobeny acidobazické extrakci pii pH 3 - 4 a pH 8 — 9 do 2 ml etheru.
Etherické extrakty byly za laboratorni teploty odpafeny do sucha v proudu dusiku.
Odparky (extrakt moce bez upravy pH, extrakt zkyselého prostiedi a extrakt
z bazického prostiedi) byly rozpustény ve 100 pl vody a aplikovany na LC/MS. Stejny
postup byl pouzit pro extrakci do ethylacetatu, smési ether:ethylacetat 1:1, toluenu,

n-hexanu a dichlormethanu. VSechny experimenty byly provadény v dubletech.

4. 10. 2. Extrakce na pevné fazi (SPE)

Vzhledem k polarnimu charakteru studovanych latek byla pro jejich izolaci
z moce testovana extrakce na pevné fazi pouzitim fady extrakénich postupii na riznych
nosicich. Na zéakladé fyzikalné-chemickych vlastnosti zkoumanych latek byly testovany

nasledujici typy SPE kolonek (tabulka 7):
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Sorbent Mod Analyt
Strata X reverzni faze polérni latky
Strata X-CW slaby katex + reverzni faze kvartérni aminy, silné kationty
Strata Screen C C8 + silny katex bazické latky
Discovery WCX slaby katex + reverzni faze kvartérni aminy, silné kationty
Discovery MCAX katex + reverzni faze polarni latky
Discovery SCX silny katex aminy
Strata Screen A C8 + silny anex kyselé latky
Strata SCX silny katex aminy
Strata NH2 slaby anex + hydrofobni vazby polarni latky
polarni latky obsahujici
Strata X-CN selektivni pro polarni latky
hydroxylovou nebo amino skupinu

Tab. 7: Piehled pouzitych SPE kolonek pro izolaci kyseliny ibotenové,

muscimolu a muskarinu z moce.

Strata X

Pro extrakci bylo pouzito 2 ml negativni moce spikované standardy kyseliny
ibotenové a muscimolu na koncentraci 2 pg/ml a muskarinu na koncentraci 0,2 pg/ml.
Pro extrakci byla pouzita mo¢ o bézném pH (kolem 5,75), okyselenda mo¢ (pH 2,5)
a moc¢ upravena na pH 10.

Jako vychozi izola¢ni postup pro kyselinu ibotenovou, muscimol a muskarin byl
pouzit vyrobcem doporuceny postup extrakce. Ke kondicionaci kolonky bylo pouzito
2 ml methanolu, nasledovano 2 ml deionizované vody. Poté byla na kolonku aplikovana
moc¢ spikovand standardy sledovanych latek. Kolonka byla promyta 2 ml 30 % vodnym
roztokem methanolu. Po vysu$eni kolonky pod vakuem (1 min) byla provedena eluce

100 % methanolem.
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Strata X-CW, Discovery WCX

Pro extrakci bylo pouzito 2 ml negativni moce spikované standardy kyseliny
ibotenové a muscimolu na koncentraci 2 pg/ml a muskarinu na koncentraci 0,2 pg/ml.
Pro extrakci byla pouzita mo¢ o bézném pH (kolem 5,75) a okyselena mo¢ (pH 2,5).

Ke kondicionaci kolonky bylo pouZzito 2 ml methanolu, nasledovano 2 ml
deionizované vody. Spikovany vzorek moce byl okyselen 20 pl kyseliny fosfore¢né
a aplikovan na kolonku. Promyti bylo provedeno 2 ml acetatového pufru (pH 4,5). Po
vysus$eni kolonky pod vakuem (1 min) nasledovala eluce 2 ml 5 % kyselinou mravenci

v methanolu.

Discovery SCX

Pro extrakci studovanych analyti z moce byl rovnéz vyzkousen silny katex. Pro
extrakci bylo pouzito 2 ml negativni moce spikované standardy kyseliny ibotenové
a muscimolu na koncentraci 2 pg/ml a muskarinu na koncentraci 0,2 pg/ml. Pro
extrakci byla pouzita mo¢ o bézném pH (kolem 5,75) a okyselena moc¢ (pH 2,5).

Ke vzorku moce byly pfidany 4 ml 0,5 % kyseliny mravenc¢i. SPE kolonka byla
kondiciovana 2 ml methanolu, nasledovano 2 ml 0,5 % kyselinou mraven¢i (pH 2,5).
Nasledovala aplikace vzorku (1 —2 kapky za sekundu). Kolonka byla promyta 2 ml 0,1
M HCL. Po vysuseni kolonky pod vakuem (1 min) byla provedena eluce 2 ml 7,5 %

kyselinou mravenc¢i v methanolu.

Strata Screen A, Strata AW

Pro extrakci bylo pouzito 2 ml negativni moce spikované standardy kyseliny
ibotenové a muscimolu na koncentraci 2 pg/ml a muskarinu na koncentraci 0,2 pg/ml.
Pro extrakei byla pouzita mo¢ o bézném pH (kolem 5,75) a mo¢ upravena na pH 10.

Vzorek moce o objemu 2 ml byl smichan s 2 ml uhli¢itanového pufru o pH 10.
Kondicionace kolonky byla provedena methanolem, nasledovano 2 ml uhli¢itanového

pufru pH 10. Po aplikaci vzorku (1 — 2 kapky za sekundu) byla kolonka promyta opét
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2 ml uhli¢itanového pufru o pH 10. Po vysuseni kolonky pod vakuem (1 min) byla

provedena eluce 2 ml 1 % kyseliny chlorovodikové v methanolu.

Dalsi pouzité SPE kolonky

Byly rovnéz testovany kolonky Strata X-CN, Strata NH,, Discovery MCAX. Pro
extrakce bylo pouzito 2 ml negativni moce spikované standardy kyseliny ibotenové
a muscimolu na koncentraci 2 pg/ml a muskarinu na koncentraci 0,2 pg/ml. Pro

extrakci byla pouzita mo¢ o bézném pH (kolem 5,75) a mo¢ s upravenou hodnotou pH.

Eluaty byly vzdy odpafeny v proudu dusiku a rozpustény ve 100 pl
deionizované vody. Extrakce na jednotlivych kolonkach byly provadény v dubletech

a vzdy byla stejnym postupem zpracovana rovnéZz negativni moc.

Rovnéz bylo zapocato s testovanim kolonky HybridSPE — Precipitation. Na
kolonku byla pfimo aplikovana smés 100 ul séra s 300 pl acetonitrilu okyseleného 1 %
kyselinou mravenc¢i. Rovnéz byla na kolonku aplikovana smés 100 pl séra s 300 pl
methanolu okyseleného 1 % kyselinou mravenci. Sérum bylo spikovano ibotenovou
kyselinou a muscimolem na koncentraci 2 pg/ml a muskarinu na koncentraci 0,2 pg/ml.

Eluaty bylo pfimo aplikovany na systém LC/MS.
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4. 11. Validace metody pro stanoveni muskarinu

4.11.1. Kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

Analyzy byly provedeny na pristroji 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 spektrometru LC-MS2010A
(kvadrupol s ionizaci za atmosférického tlaku - ESI a APCI). Méfeni byla provadéna
jednak ve scan moédu, kdy studované latky byly identifikovany na zakladé svych
hmotnostnich spekter, a také v SIM modu, kdy studované latky byly identifikovany na

zaklade¢ svych reten¢nich Cast.

4.11.2. Roztoky standardi

Zasobni vodny roztok standardu muskarinu byl pfipraven o koncentraci
1,0 mg/ml. Pracovni roztoky byly pfipraveny nafedénim zasobniho roztoku. Do
kazdého roztoku muskarinu nebo vzorku moce o objemech 1 ml bylo ptidano 10 pl
acetylovaného muskarinu o koncentraci 2,0 pg/ml jako interni standard. Zasobni
a pracovni standardni roztoky byly uskladnény pii -20 °C, za tmy. Vzorky pro méteni
presnosti a spravnosti metody byly pfipraveny naspikovanim negativni moc¢e o objemu
1 ml muskarinem na tfi koncentrace: 0,0003, 0,2 and 2,0 pg/ml. Sestibodova kalibragni
ktivka v rozsahu od 0,3 ng/ml do 2 pg/ml byla pfipravena naspikovanim 1 ml negativni
moce po extrakei piisluSnym mnoZzstvim muskarinu a interniho standardu.

Negativni mo¢ byla vzdy pred pouzitim testovana na moznou pfitomnost

muskarinu a acetylovaného muskarinu.
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4.11.3. Metoda izolace muskarinu z moce

Pro extrakci muskarinu zmoce byla pouzita extrakce na pevné fazi —

diskutovano viz kapitola 5.5.2, str. 71.

4.11.4. Selektivita

Tricet vzorkli moce od tficeti zdravych dobrovolnikii byly analyzovany na
moznou ptitomnost interferujicich pikd, které by mohli ovliviiovat identifikaci
a stanoveni muskarinu a acetylovaného muskarinu. Rovnéz mo¢ od pacienti
s podezienim na intoxikaci muskarinem byla testovana na pfitomnost acetylovaného

muskarinu.

4.11.5. Linearita

Extrakty negativni mo¢e o objemu 100 pl byly naspikovany na koncentrace
0,0003, 0,001, 0,01, 0,1, 1,0 a 2,0 pg/ml pfislusnym mnozstvim muskarinu a do
kazdého vzorku bylo pfiddno 10 pl interniho standardu o koncentraci 2,0 pg/ml.

Linearita byla méfena béhem tfech nasledujicich dni.
4.11.6. Preciznost a pi‘esnost

Preciznost a presnost byla spocitdna ze tfech koncentraci (nizk4 0,0003 pg/ml,
stiedni 0,2 pg/ml a vysoka 2,0 pg/ml), méfenych v péti opakovanich ve tiech po sobé
jdoucich dnech. Relativni smérodatnd odchylka charakterizuje preciznost méfeni
a relativni chyba presnost méfeni.

4.11.7. Limit detekce a limit kvantifikace

Limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ) byly stanoveny jako pomér

Sumu a signalu 3:1, respektive 10:1.
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4.11.8. VytéZnost

Vytéznost SPE postupu byla testovana pro tfi rizné koncentrace: 0,0003 pg/ml,

0,2 pg/ml a 2,0 pg/ml muskarinu a 0,02 pg/ml interniho standardu.
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5. Vysledky a diskuze
5. 1. Volba iontového zdroje

U ESI vkladném moédu byla pozorovana dobrd odezva pro vSechny tii

studované latky (obrazek 6).
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Obr. 6: Chromatograficky zaznam studovanych latek pfi pouziti ESI+.

Pti pouziti APCI v kladném modu byl oproti ESI+ pozorovéan fadové nizsi signal
pro kyselinu ibotenovou a signal muskarinu byl na urovni Sumu. U muscimolu byla

odezva naopak fadové vyssi nez u ESI+ (obrazek 7).
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Obr. 7: Chromatograficky zdznam studovanych latek pfi pouziti APCI+.

APCI vzdporném modu neposkytovala signdl kyseliny ibotenové ani
muscimolu. Rovnéz u ESI v zaporném moédu nebyl pozorovan méfitelny signal pro
kyselinu ibotenovou a muscimol. Vzhledem ke skute¢nosti, Ze je muskarin silnou
kvartérni bazi, nema vyznam méfit jeho signal v zaporném modu.

Snahou bylo analyzovat kyselinu ibotenovou, muscimol a muskarin v jednom
chromatografickém kroku, proto je nejvhodnéjsi ionizace elektrosprejem v kladném
modu. Nicméné pokud by §lo pouze o studium muscimolu, mize byt kromé ionizace

elektrosprejem v kladném modu pouzita i chemicka ionizace za atmosférického tlaku,

rovnéZ v kladném modu.
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5. 2. Nalezeni vhodnych parametria MS

Zakladnim parametrem, ktery ovliviiuje ionizaci latek je napéti na iontovém
zdroji, v tomto pfipadé na elektrospreji. Zavislost odezvy jednotlivych analytt na napéti

na elektrospreji znazoriiuje tabulka 8 a obrazek 8.

Plocha piku
Napéti na
ESI (kV) | Kyselina ibotenova | Muscimol | Muskarin
1 455333 527732 6747328
2 561452 468029 4927023
3 437025 595722 4077678
4 460591 491914 3825846
4,5 534885 499709 4361626

Tab. 8: Zavislost odezvy jednotlivych analyti na ménicim se napéti na

elektrospreji.
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Obr. 8: Graf zavislosti odezvy jednotlivych analytd na ménicim se napéti na

elektrospreji.
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Kompromisem bylo zvoleno napéti na elektrospreji 2 kV. Pti tomto napéti byla
testovana zavislost odezvy jednotlivych analytti na zméné teploty na CDL (tabulka 9

a obrazek 9).

Plocha piku

Teplota
CDL (°C) | Kyselina ibotenova | Muscimol | Muskarin

220 537195 488482 5425249
230 539502 468029 4927023
240 561452 495976 5488723
250 530142 483851 5044161

Tab. 9: Zavislost odezvy jednotlivych analytt na ménici se teploté¢ na CDL.
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Obr. 9: Graf zavislosti odezvy jednotlivych analyti na meénici se teploté na
CDL.
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Nejlepsich vysledki bylo dosazeno pii teploté na CDL 240 °C. Pfi této teploté

byla testovana odezva analytll v zavislosti na ménicim se napéti na CDL (tabulka 10,

obrazek 10).

Plocha piku
Napéti na
CDL (V) | Kyselina ibotenova | Muscimol | Muskarin
-10 538330 508474 5435573
-15 561452 468029 4927023
-20 541057 486719 5022273

Tab. 10: Zavislost odezvy jednotlivych analytd na ménicim se napéti na CDL.
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Obr. 10: Graf zavislosti odezvy jednotlivych analytii na ménicim se napéti na

CDL.

Nejlepsi odezva pro jednotlivé latky byla zjisténa pii napéti na CDL -10 V.

Dalsim testovanym parametrem byla teplota na Block heateru (tabulka 11, obrazek 11).
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Nejlepsich vysledkil bylo dosazeno pii 250 °C.

-20
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Plocha piku
Teplota na
Block Kyselina . .
heateru (°C) ibotenova Muscimol | Muskarin
210 556208 507239 5549839
220 549981 514288 5596472
230 571942 517506 5754781
240 575191 528575 5772698
250 586876 523706 5979766

Tab. 11: Zavislost odezvy jednotlivych analytli na ménici se teploté na Block

heateru.
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Obr. 11: Graf zavislosti odezvy jednotlivych analyti na ménici se teploté na

Block heateru.



VYSLEDKY A DISKUZE 56

V tabulce 12 jsou shrnuty pouzité parametry iontového zdroje a iontové optiky.

lontovy zdroj ESI
Mod kladny
Napéti kapilary ESI 2kV
Teplota na CDL 240 °C
Napéti na CDL -10V
Teplota na Block heateru 250 °C
Pritok susiciho plynu 1,5 I/min

Tab. 12: Pouzité parametry iontového zdroje a iontové optiky.

5.3. Ur¢eni podminek LC

Kolona Gemini C18 (50 x 2.0 mm i.d., 5 pm)

Pii pouziti této kolony s testovanymi mobilnimi fazemi (str. 40) nebyly
pozorovany retence sledovanych analyti a to i pfesto, ze byly pouzity triethylamin
a kyselina trifluorooctovd. Jde o ion-parova Cinidla, kterd se navazou na ion méfené
latky za vzniku relativné stabilnich iontovych pari. Nevyhodou téchto ion-parovych

¢inidel je jejich nizka tekavost, proto muze dojit k potlaceni signalu stanovované latky.

Kolona Synergi Fusion RP 80 (150 x 2.0 mm i.d., 4 pm)

Kolona obsahuje vlozené polarni skupiny, z tohoto diivodu je vhodna k analyze
velmi polarnich latek. Nicméné za pouziti uvedenych mobilnich fazi (str. 41) nebyla
pozorovana retence kyseliny ibotenové a muscimolu, muskarin byl z kolony eluovan
v mrtvém ¢ase kolony. Na zakladé téchto vysledkti bylo pfistoupeno k pouziti kyseliny
heptafluoroméaselné. Rovnéz se jedna o ion-parové Cinidlo, které se navaze na ion
méfené latky za vzniku relativné stabilniho iontového paru. Pouzitim této kyseliny

doslo ke zlepSeni retence vSech tii latek. Piesto vSak eluce kyseliny ibotenové
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a muscimolu z kolony probiha ve stejném retenénim case jako eluce balastnich latek
z biologickych materialti, coz stézuje identifikaci sledovanych analytti. Rovnéz pouziti
kolony Synergy Fusion (vzhledem k vlozenym polarnim skupindm) ve spojeni s ion-
parovym ¢inidlem neni pfili§ idealni, proto se pfistoupilo k pouziti kolony Gemini C18

s reverzni fazi.

Kolona Gemini C18 (150 x 2.0 mm i.d., S pm)

Ve spojeni s kyselinou heptafluoromaselnou lze pozorovat malou retenci
kyseliny ibotenové a muscimolu, retence muskarinu je dostate¢nd. Za ucelem zvySeni
retence kyseliny ibotenové a muscimolu byla testovana vyssi koncentrace kyseliny
heptafluoromaselné. Zavislost retence kyseliny ibotenové, muscimolu a muskarinu na

zvysujici se koncentraci kyseliny heptafluoromaselné je zobrazena v tabulce 13.

HFMK Retenéni ¢as (min)
¢ (mmol/l) Muscimol Kyselina ibotenova Muskarin
3 4,63 2,20 16,50
5 5,22 2,25 21,66
7 5,47 2,37 24,64
8 5,44 2,37 24,13
9 5,46 2,38 23,80

Tab. 13: Zavislost reten¢nich ¢asti kyseliny ibotenové, muscimolu a muskarinu

na zvySujici se koncentraci kyseliny heptafluoromaselné.

Rovnéz byla studovana zavislost odezvy sledovanych latek na koncentraci

kyseliny heptafluoromaselné (tabulka 14, obrazek 12).
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HFMK Plochy piki
¢ (mmol/l) | Nyscimol | Kyselina ibotenova | Muskarin
3 699843 160513 1676650
5 564386 124857 2026510
7 597939 122690 1931390
8 665578 163726 1774400
9 381881 97960 1787800

Tab. 14: Zavislost odezvy kyseliny ibotenové, muscimolu a muskarinu na

zvySujici se koncentraci kyseliny heptafluoromaselné.

# muscimol & ibotenovd kyselina muskarin
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Obr. 12: Graf zavislosti odezvy kyseliny ibotenové, muscimolu a muskarinu na

zvySujici se koncentraci kyseliny heptafluoroméselné.

Jako nejvhodnéjsi mobilni faze byl vybran vodny roztok kyseliny

byl ptedevsim retenéni Cas kyseliny ibotenové a muscimolu. Obecné mohou ion parova

¢inidla rovnéz potlacit odezvu analytti v ESI vytvofenim neutralniho ion paru. Proto
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byly méfeny odezvy studovanych latek v mobilni fazi obsahujici kyselinu
heptafluoromaselnou a bez pridavku kyseliny heptafluoromaselné, aby se zjistila mira
suprese zpusobena ion-parovym cinidlem. Na kvadrupdlovém systému byla odezva
latek v ptitomnosti kyseliny heptafluoromaselné snizena zhruba o 30 % oproti namérené
odezvé latek bez ptitomnosti kyseliny heptafluoromaselné. Tento experiment byl
testovan také na systému s iontovou pasti. Zde byla ztrata signalu latek v pfitomnosti
ion-parového €inidla snizena zhruba o 40 %. Nicmén¢ intenzita signalu latek byla porad
dostaCujici pro testovani koncentraci, které jsou ocekavany v realnych vzorcich
intoxikovanych pacientt.

Vzhledem k pouziti kolony obsahujici reverzni fazi je vhodné, aby mobilni faze
obsahovala organické rozpoustédlo. Z tohoto divodu byly testovany mobilni faze
obsahujici pfidavek od 2 do 12 % methanolu, respektive acetonitrilu. Ukazalo se, Ze
obohaceni mobilni faze organickou slozkou neni vhodné pro kyselinu ibotenovou
a muscimol z divodu sniZeni jejich retencnich Casti a dale pii opakovaném meéfeni
dochazelo k poklesu jejich odezvy (vlivem organické faze ziejmé dochazelo k poruseni
rovnovahy mezi kyselinou heptafluoromaselnou a sorbentem analytické kolony, mohlo
také dochazet k mirné modifikaci sorbentu kolony). U muskarinu naopak pfidavkem
methanolu a acetonitrilu k mobilni fazi doslo k vyraznému navySeni jeho odezvy

(tabulka 15), rovnéz doslo ke snizeni jeho retence.

MeOH Muskar,in Rt (min) ACN v MF Muskar.in Rt (min)
v MF (%) | plocha piku (%) plocha piku
2 1637890 26,6 0 1774400 23,7
4 1852390 19,8 5 2660310 18,2
6 2032170 18,1 8 3264630 16,4
8 2187920 17,1 12 4002110 15,2
12 2619670 15,9

Tab. 15: Zavislost odezvy a reten¢niho ¢asu muskarinu na pfidavku methanolu

a acetonitrilu do mobilni faze.
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Nakonec bylo upusténo od obohaceni mobilni faze organickou slozkou. Jako
mobilni faze byl pouzit pouze vodny roztok 8 mmol/l kyseliny heptafluoromaselné.
Chromatograficky zdznam smésného standardu obsahujici kyselinu ibotenovou
a muscimol o koncentraci 2 pg/ml a muskarin o koncentraci 0,2 pg/ml je uveden na

obrazku 13. Hmotnostni spektra jednotlivych latek jsou uvedeny na obrazcich 14 — 16.
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Obr. 13: Chromatograficky zaznam smésného standardu.
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Obr. 14: Hmotnostni spektrum kyseliny ibotenové.



VYSLEDKY A DISKUZE

Inten(x100,000)
1.25+4

1.004

0.50+

1 357

19 773730 BTB 450
0.00 S\Z “\ ‘J i |AT\ u ?\ ‘u hat \:I??U Lzﬁshz‘l\?u T ln‘ !\ﬂ\ | \J mn h H \3?1 1| 4%
! 150 201 4bo ?

50 100 0 250 3do 350

0.25+ 9

miz

Obr. 15: Hmotnostni spektrum muscimolu.
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Obr. 16: Hmotnostni spektrum muskarinu.
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5. 4. Méfteni fragmentacnich spekter

Fragmentace byla méfena pfi ionizaci elektrosprejem v kladném modu. Nejprve
byly optimalizovany podminky nastaveni pfistroje, aby bylo dosazeno nejlepsi odezvy
studovanych analytii. Byla testovana zavislost odezvy sledovanych analytd na napéti na
kapilafe ESI (tabulka 16 a obrazek 17), na teploté¢ a vlozeném napéti na vyhfivané

kapilafe (tabulka 17 a 18 a obrazky 18 a 19).

Intenzita piku
Napéti na ESI
(kV) Kyselina ibotenova | Muscimol | Muskarin
2,5 7 15 40
3 19 30 65
3,5 17 20 80
4 15 17 80
5 13 5 57

Tab. 16: Zavislost odezvy jednotlivych analyt na ménicim se napéti na ESI.

W Eygoling ibotenowd @ Muscomal @ Muoskarin

BO
B0 F
a0 |
20 F
3 1.5 4

5 3 : 5

Intenrita piku

Napéti na ESI

Obr. 17: Graf zavislosti odezvy jednotlivych analytii na ménicim se napéti na

ESIL
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Teplota Intenzita piku
k;fgil:;\;a?)ec) illfgts::oli; Muscimol | Muskarin
200 12 52 40
225 18 64 50
250 13 42 40
275 13 30 35
300 12 21 30
325 9 15 32

Tab. 17: Zavislost odezvy jednotlivych analyti na ménici se teploté vyhiivané

kapilary.
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Obr. 18: Graf zavislosti odezvy jednotlivych analyti na meénici se teploté

vyhtivané kapilary.
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Napéti na Intenzita piku
vyh¥ivané i
ka)l;iléi’-e ) ilb(gts:::vz Muscimol | Muskarin

0 10 44 28
10 13 51 30
15 19 63 40
20 20 50 30
30 12 40 26

Tab. 18: Zavislost odezvy jednotlivych analytli na ménicim se napéti vyhiivané

kapilary.
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Obr. 19: Graf zavislosti odezvy jednotlivych analyti na ménicim se napéti

vyhtivané kapilary.

V tabulce 19 jsou shrnuty pouzité parametry iontového zdroje a iontové optiky.

Napéti na kapilare ESI 3kV
Teplota vyhiivané kapilary 225 °C
Napéti na vyhiivané kapilaie 15V
Vybojovy proud 25 pA
Pritok zmlzovaciho plynu 50 arb units

Tab. 19: Pouzité parametry iontového zdroje a iontové optiky.
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5.4.1. Fragmentace Kyseliny ibotenové

Byl pozorovan intenzivni ion m/z 159 [M+H]", ktery odpovid4 zakladnimu piku
ve full scanu. Jeho fragmentace vede k vytvofeni fragmentacnich iontd m/z 113 [M+H-

HCOOH]" (100 %) a m/z 99 (36 %), kolizni energie 23 % (obrazek 20).

#60285 AV:6 IT:93.775 ST:0.83 uS: 3 NL: 447E2
F:ITMS + p ESI Full ms2 159.00@cid23.00 [70.00-500.00]

11317
100
#32320 AV:10 IT:10.000 ST:0.12 uS:1 NL:7.38E1 E|
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Obr. 20: Hmotnostni spektrum kyseliny ibotenové (a) a MS/MS spektrum iontu
m/z 159 (b).
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5.4.2. Fragmentace muscimolu

Byl pozorovan intenzivni ion m/z 115 [M+H]", ktery odpovid4 zakladnimu piku
ve full scanu. Jeho fragmentace vede k vytvofeni fragmentacnich ionti m/z 98 [M+H-

NH;]" (100 %), kolizni energie 23 % (obrazek 21).

#33960 AV:10 IT:52.958 ST:0.71 uS:3 NL:1.38E3
F:ITMS + p ESI Full ms2 115.00@cid23.00 [50.00-500.00]
100 98.17
#39195 AV:10 IT:10.000 ST: 0.12 uS: 1 NL: 1.79E2
F:ITMS + p ESI Full ms [50.00-500.00]
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Obr. 21: Hmotnostni spektrum muscimolu (a) a MS/MS spektrum iontu m/z 115
(®).
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5.4.3. Fragmentace muskarinu

Byl pozorovin intenzivni ion m/z 174 [M'], ktery ptedstavuje zékladni pik ve
full scanu. Jeho fragmentace vede ke dvéma hlavnim fragmenta¢nim iontim m/z 115
[M-N(CH3)3]" (97 %) a m/z 97 [M-N(CH3)3-H,OT" (100 %), kolizni energie 32 %
(obrazek 22).

#42024 AVS 17:100.000 ST:0.86 uS:3 NL:1.02
F:ITMS + p ESI Full ms2 174.00@cid30.00 [75.00-500.00]
#42837 AV: 10 IT: 10.000 ST:0.12 uS: 1 NL: 3.65E2 100 708 o,
F: ITMS + p ESI Full ms [50.00-500.00]

100 17417
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Obr. 22: Hmotnostni spektrum muskarinu (a) a MS/MS spektrum iontu m/z 174
(b).
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5.4.4. Fragmentace acetylovaného muskarinu

Acetylovany analog muskarinu byl pouzit jako interni standard pii validaci
metody vhodné ke stanoveni muskarinu z moce intoxikovanych osob.
Byl pozorovan intenzivni ion m/z 216 [M'], ktery ptedstavuje zékladni pik ve full
scanu. Jeho fragmentace vede ke dvéma hlavnim fragmentacnim iontim m/z 156 [M-
CH3;COOH]" (34 %) a m/z 97 [M-CH3;COOH-N(CH;);]" (100 %). Kolizni energie 28 %
(obrazek 23).

#5069 AV:10 IT:58.758 ST:0.73 uS:3 NL:2.55E2
F:ITMS + p ESI Full ms2 216.10@cid28.00 [55.00-500.00]
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Obr. 23: Hmotnostni spektrum acetylovaného muskarinu (a) a MS/MS
spektrum iontu m/z 216 (b).
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5. 5. Izola¢ni metody

5. 5. 1. Extrakce kapalina-kapalina (LLE)

Pii jednotlivych extrakcich do etheru, ethylacetatu, smési ether:ethylacetat 1:1,
toluenu, n-hexanu a dichlormethanu nebyla prokdzana v moéi ptitomnost kyseliny
ibotenové a muscimolu. Pfitomnost stopového mnozstvi muskarinu byla potvrzena
v odparcich okyselenych vzorkli moce, které byly extrahovany do etheru, ethylacetatu
a smési ether:ethylacetat 1:1. Vzhledem k polarnimu charakteru studovanych latek byl
tento vysledek predpokladan. Extrakce kapalina-kapalina neni vhodnd pro izolaci

kyseliny ibotenové, muscimolu a muskarinu z moce.

5. 5. 2. Extrakce na pevné fazi (SPE)

Strata X

Pii pouziti postupu popsaného v experimentalni Casti (viz str. 44) se nepodafilo
prokézat ve vzorku pfitomnost kyseliny ibotenové a muscimolu. Vytéznost muskarinu
byla v jednotkach procent. Nizka vytéznost mtize byt zptisobena vymyvanim analytd
v promyvacim kroku, proto se nasledné¢ v promyvacim kroku pouzil pouze 10 % vodny
roztok methanolu. Tento krok rovnéz nepfinesl uspokojivé zvyseni vytéznosti extrakce.
Byly vyzkouseny dalsi postupy extrakce - kondicionace kolonky byla provedena
methanolem a nasledné 5 % NH4OH nebo methanolem, vodou a sodiumdodecyl-
sulfatem, ktery by teoreticky mél 1épe zadrzet kyselinu ibotenovou a mucimol na
sorbentu kolonky. Jako elu¢ni cinidla byla vyzkousena methanol, 5 % kyselina
mravenc¢i v methanolu nebo 5 % NH4OH v methanolu, rovnéz aceton nebo acetonitril.

Zadnym zuvedenych postupii se nepodatilo ve zpracovanych vzorcich mode
prokazat kyselinu ibotenovou a muscimol. U muskarinu jsou vytéznosti v rozmezi od
5% do 70 %. Extrakéni postup, kterym se podafilo extrahovat muskarin se 70 %

vytéznosti je nasledujici:
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kondicionace: 2 ml methanolu
2 ml deionizované vody
2 ml 2 mmol/l sodiumdodecylsulfatu
aplikace vzorku: 1 — 2 kapky za sekundu
promyti: 2 ml 30 % methanolu, nasledovano susenim za vakua (1 min)

eluce: 2 ml methanolu

Strata X-CW, Discovery WCX

Jako vhodnéjsi volba pro extrakei danych latek z moce se jevi pouziti slabého katexu
s reverzni fazi, jelikoz kyselina ibotenova a muscimol obsahuji NH; skupinu a muskarin
kvartérni amin.

Postupem uvedenym v experimentalni ¢asti (viz str. 45) se nepodatilo ve vzorku
prokazat pfitomnost kyseliny ibotenové a muscimolu. Vytéznost muskarinu se
pohybovala kolem 61 %. Nulova vytéznost nebo nizka vytéznost extrakce jednotlivych
latek muze byt zpisobena nékolika okolnostmi: $patné zvolenym postupem, pii promyti
kolonky dochazi k uvolnéni a eluci latek ze sorbentu kolonky ¢i $patné zvolenym
eluénim krokem, kdy naopak nedojde k eluci latky. Z téchto diivodi bylo vyzkouseno
nékolik dalsich modifikaci popsaného postupu pro dosazeni lepsich vytéznosti kyseliny
ibotenové, muscimolu a muskarinu. Nejprve byla v eluénim kroku zvysena koncentrace
methanolického roztoku kyseliny mravenéi na 7,5 %. Byla pfidana eluce 5 % NH4OH
v methanolu. Eluce byla rovnéz provedena smési methanolického roztoku hydroxidu
sodného a pyridinu v riizném koncentraénim poméru. Zadnym postupem se nepodafilo
prokazat kyselinu ibotenovou a muscimol ve vzorcich moce. Nicméné tento typ
kolonky se jevil jako velmi vhodny pro extrakci muskarinu z moce. Pro dosazeni lepsi
vytéznosti muskarinu bylo experimentovano i s kondicionaci kolonky. Nejlepsich
vysledktt bylo dosazeno kondicionaci kolonky methanolem a 0,1 M kyselinou
chlorovodikovou. Timto krokem vytéznost muskarinu dosahla 95 %.

Extrakéni postup, ktery vykazuje 95 % vytéznost muskarinu je nasledujici:
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kondicionace: 2 ml methanolu
2 ml 0,1 M kyseliny chlorovodikové
aplikace vzorku: 1-2 kapky za sekundu
promyti: 2 ml acetatového pufru (pH 4,5), nasledovano susenim za vakua
(1 min)

eluce: 2 ml 5 % kyseliny mravenc¢i v metanolu

Obrazky 24 a 25 znazoriuji chromatograficky zaznam muskarinem spikované moce po
SPE a jeho hmotnostni spektrum. Na obrazcich 26 a 27 je zobrazen chromatograficky
zaznam negativni moce po extrakci a jeji hmotnostni spektrum odectené v retencnim
Case muskarinu.

(x100,000)
[174.00 (1.00)

5.0 Muskarin

Y I
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Obr. 24: Chromatograficky zdznam muskarinem spikované moce po SPE.
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Obr. 25: Hmotnostni spektrum muskarinu.
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Obr. 26: Chromatograficky zaznam negativni moce po SPE.
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Obr. 27: Hmotnostni spektrum negativni moce po SPE v Rt = 13,7 min.

Discovery SCX

Postupem uvedenym v experimentalni ¢asti (viz str. 45) byla v danych vzorcich
prokazana ptitomnost kyseliny ibotenové a muscimolu. Timto extrakénim postupem
bylo dosazeno 15 % vytéznosti pro kyselinu ibotenovou a 22 % vytéznosti pro
muscimol. Na obrazku 28 je zobrazen chromatograficky zaznam moce spikované
kyselinou ibotenovou a muscimolem po SPE. Vytéznost muskarinu se pohybovala
v jednotkach procent. Obrazek 29 zobrazuje chromatograficky zdznam negativni moce
po extrakci. Jako elu¢ni ¢inidla byly rovnéz testovany: 2 % triethylamin v 65 %
methanolu, smés 1 % NaOH : ethanol : pyridin (7,5:4:1, respektive 7,5:4:2), 1 % NaOH
v methanolu. Nicméné ve vzorcich moce zpracovanych témito postupy se nepodafilo
prokazat ptitomnost kyseliny ibotenové, muscimolu a muskarinu. V dal$im zkouSeném
postupu byla SPE kolonka kondiciovana 2 ml ethanolu, nasledovano 2 ml deionizované
vody, poté¢ byl aplikovan vzorek (2 ml spikované moce). Po promyti (smés
deionizované vody a ethanolu 2:1) byla kolonka 1 min suSena za vakua. Eluce byla
provedena smési 1 % NaOH : ethanol : pyridin (7,5:4:1). Timto postupem se rovnéz
nepodafilo prokazat ptitomnost kyseliny ibotenové, muscimolu a muskarinu ve vzorku

moce.
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Obr. 28: Chromatograficky zaznam negativni moce spikované ibotenovou

kyselinou a muscimolem po SPE.
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Obr. 29: Chromatograficky zaznam negativni moce po SPE.

Strata Screen A, Strata AW

Kyselina ibotenova, kromé NH, skupiny, obsahuje rovnéz karboxylovou
a hydroxylovou funk¢éni skupinu, také muscimol obsahuje OH skupinu. Z tohoto
davodu byly k izolaci téchto latek z moce vyzkouSeny rovnéz SPE kolonky pusobici na
bazi silného a slabého anexu. Ve vzorcich moce zpracovanych dle postupu uvedeného
v experimentalni ¢asti (viz str. 45) se nepodafilo prokéazat kyselinu ibotenovou ani
muscimol. Dany postup byl modifikovan — uhli¢itanovy pufr (pH 10) byl nahrazen
fosfatovym pufrem o pH 7 a také 5 % NH4OH v methanolu. Rovnéz byly vyzkouseny
bazické eluce (5 % NH4OH v methanolu, 1% NaOH v methanolu nebo ve smési
methanol — pyridin). Opét se ve zpracovanych vzorcich moce neprokazala pfitomnost

kyseliny ibotenové a muscimolu.

Dalsi pouZité SPE kolonky

V dalsich experimentech byly testovany také kolonky Strata X-CN, Strata NH,

a Discovery MCAX. Opét se nepodafilo prokazat pifitomnost kyseliny ibotenové
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a muscimolu. Vytéznosti muskarinu byly proménlivé v zavislosti na zvoleném postupu,
nicméné nebylo jiz dosazeno tak dobrych vysledki, jako u kolonek Strata X-CW,
Discovery WCX a Strata X.

Nulové nebo velmi nizkd vytéznost kyseliny ibotenové a muscimolu mulize byt
zpusobena nékolika faktory. Nemusi se jednat o nevhodny postup extrakce, ale problém
mize byt v kratkém retencnim case téchto latek, kdy jsou z kolony eluovany spolu
s balastnimi latkami, a tak miZze dochézet k potlaceni jejich ionizace. V soucasné dobé
dochazi k rozvoji novych analytickych technik a jednim z moznych feSeni se jevi
pouziti HILIC analytickych kolon, které pracuji na principu hydrofilnich interakei.
Rovnéz se zacinaji objevovat studie s derivatiza¢nimi technikami vhodnymi pro systém
LC/MS. Derivatizaci kyseliny ibotenové a muscimolu se muze dosahnout jednak jejich
separace od balastnich latek obsazenych v biologické matrici, tak i vétsi citlivosti pfi
analyze. Rovnéz je mozno vyuzit principu hydrofilnich interakci separace, nejlépe na
kolonkach sreverzni fazi, i pfi samotné izolaci téchto latek z moce, popft. jiného
biologického materialu. Nadé&ji na urcité vysledky davaji i kolonky HybridSPE —

Precipitation.
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5. 6. Validace metody pro stanoveni muskarinu v moci

5.6.1. Metoda extrakce muskarinu z moce

Pro extrakci muskarinu z moce byla pouzita extrakce na pevné fazi, pouzitim
kolonky Strata X-CW. Kolonka byla nejprve kondiciovana 2 ml methanolu a 2 ml 0,1
M kyseliny chlorovodikové. Po aplikaci vzorku (1-2 kapky za sekundu) byla kolonka
promyta 2 ml acetatového pufru (pH 4,5), poté nasledovalo suSeni za vakua (1 min).
Eluce byla provedena 2 ml 5 % kyseliny mravenci v methanolu (str. 71). Odparek byl

vysusen v proudu dusiku a nasledné rozpustén ve 100 pl vody.

5.6.2. Kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

Analyzy byly provedeny na pfistroji LC/MS 2010A s kvadrupdlem, ionizace
elektrosprejem. Mobilni  faze byla modifikovana pfidavkem acetonitrilu.
Chromatograficka separace byla provedena na koloné¢ Gemini C18 (150 x 2.0 mm i.d.,
S pm). Mobilni faze A: 8 mmol/l vodny roztok kyseliny heptafluoromaselné a mobilni
faze B: acetonitril v gradientovém modu: 0 — 15 min: 0 % - 37 % B, 15 — 16 min: 37 %
- 0 % B. Nasledné byla chromatograficka kolona 15 minut ekvilibrovana mobilni fazi
A. Pritokova rychlost mobilni faze byla 0,2 ml/min. Béhem celého méfeni byla kolona
temperovana na 30 °C. Parametry iontového zdroje a iontové optiky jsou uvedeny
v tabulce 12 (str. 56).

K modifikaci mobilni faze bylo pfistoupeno kvili nutnosti pouziti acetylovaného
muskarinu jako interniho standardu. Vodny roztok 8 mmol/l heptafluoromaselné
kyseliny reprezentujici mobilni fazi je vhodny pro muskarin, nicméné ma pfili§ slabou
eluéni silu pro jeho acetylovany analog. Retencni ¢as acetylovaného muskarinu byl
kolem 40 min. Po ptidavku acetonitrilu k mobilni fazi doslo ke zkraceni retencniho Casu

acetylovaného muskarinu (obrazek 30).
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Obr. 30: Negativni mo¢ spikovana muskarinem (¢ = 0,2 pg/ml) a IS (c = 0,2
png/ml) po SPE na kolonce Strata X-CW.

5.6.3. Linearita

Kalibraéni ktivka byla linearni v rozsahu od 0,0003 do 2,0 pg/ml. Koeficient
determinace 0,9993 indikuje dostacujici linearitu metody pro aplikaci v laboratorni

praxi pii diagnostice muskarinovych otrav.

5.6.4. Preciznost a presnost

Preciznost a piesnost metody byla méfena pro tfi vybrané koncentrace v ramci
jednoho dne — opakovatelnost a v pribéhu tfech po sobé nasledujicich dni — mezilehla
preciznost. Ziskané vysledky preciznosti a pfesnosti (tabulka 20 a 21) jsou dostacujici

pro aplikaci metody v rutinni klinické praxi.
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Aktualni Primérna
Opakovatelnost vypoc¢tena Preciznost Piesnost
koncentrace
Kkoncentrace

(n=5) (ng/ml) (ng/ml) (RSD,%) (rel. chyba,%)

nizké 0,0003 0,00029 0,48 33
koncentrace

stfedni 02 0,19 0,66 5
koncentrace

vysoka 2 1,91 1,39 45
koncentrace

Tab. 20: Preciznost a pfesnost metody méfena v ramci jednoho dne.

Mezilehla . Priamérna
. Aktualni oo g . 5
preciznost vypoctena Preciznost Presnost
koncentrace
(n=5) koncentrace
3 dny (ng/ml) (ng/ml) (RSD, %) (rel. chyba %)
nizka
koncentrace 0,0003 0,00029 4,02 -3,33
stiedni
koncentrace 0,2 0,194 5,49 -3
vysoka
koncentrace 2 1,88 2,39 -6

Tab. 21: Preciznost a piesnost metody méfena v prubéhu tfech po sobé

nasledujicich dni.

5.6.5. Limit detekce a limit kvantifikace

Limit detekce byl 0,09 ng/ml a limit kvantifikace 0,3 ng/ml pfi pouziti 1 ml

moce pro extrakci a 5 pl vzorku bylo aplikovano do LC/MS systému.

5.6.6. VytézZnost

Vytéznost muskarinu je uvedena v tabulce 22. U interniho standardu o

koncentraci 0,2 pg/ml byla dosazena 61 % vytéznost.
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Koncentrace Vytéznost
(ug/ml) (%)
nizka

koncentrace 0,0003 96
stiedni

koncentrace 0,2 95
vysoka

koncentrace 2 95

Tab. 22: Vytéznost izolace muskarinu.
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5.7. Pouziti metody LC/MS k identifikaci sledovanych toxini v mo¢i, séru

a zaludeénim obsahu intoxikovanych pacientti

Piipad €. 1

V prvnim ptipadé $lo o 55-lettho muze, ktery zmira na predavkovani
methadonem. Podle svédka mél nékolik hodin pfed smrti pozit odvar z muchomirky
Cervené. Mo¢ k analyze byla odebrana pii pitvé zemielého. Chromatograficky zdznam
negativni moc¢e a moce pacienta, oboji po extrakci postupem uvedenym v kapitole 5.5.2,
(str. 71), je zobrazen na obrazku 31. V moci byla prokdzana pritomnost muskarinu
a metodou vnitiniho standardu stanovena jeho koncentrace 0,045 pg/ml.
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Obr. 31: Chromatograficky zdznam extraktu negativni moce (a) a extraktu moce

zemielého (b).
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Pripad ¢. 2

Ve druhém piipadé §lo o 22 letou Zzenu, kterd pozila strmélku bélostnou
(Clitocybe candicans). U pacientky byla odebrana mo¢ a zaludec¢ni obsah. Metodou
LC/MS byla vmoc¢i prokdzéna pritomnost muskarinu, v Zalude¢nim obsahu jeho
pfitomnost prokazana nebyla. Chromatograficky zaznam moce pacientky po extrakci
a hmotnostni spektrum muskarinu je zobrazeno na obrazcich 32 a 33. Chromatograficky

zéznam zalude¢niho obsahu pacientky po extrakci je znazornén na obrazku 34.
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Obr. 32: Chromatograficky zaznam extraktu moce pacientky (MF: 8 mmol.I”

heptafluoromaselna kyselina).
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Obr. 33: Hmotnostni spektrum muskarinu.
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Obr. 34: Chromatograficky zaznam extraktu zalude¢niho obsahu pacientky

(MF: 8 mmol.I"" heptafluoromaselné kyselina).
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Pripad ¢. 3

V tomto piipadé Slo o 28 letou zenu, kterd pozila muchomirku tygrovanou.
U pacientky byla odebrana mo¢ a zalude¢ni obsah. V moc¢i bylo metodou LC/MS
prokazano stopové mnoZstvi muskarinu. Zaludeéni obsah byl na p¥itomnost muskarinu
negativni. Chromatograficky zaznam moce pacientky po extrakci a hmotnostni

spektrum muskarinu je zobrazeno na obrazcich 35 a 36.

éx1 ,000)
1.25Tic
J174.00 (1 .00) L‘r
1.0
] Muskarin
0.75
0.50
0.25] J
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0

Obr. 35: Chromatograficky zaznam moée pacientky po SPE (MF: 8 mmol.I"!
heptafluoromaselna kyselina).
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Obr. 36: Hmotnostni spektrum muskarinu.
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Pripad ¢. 4

V tomto pfipadé se jednalo o 26 letého muze, ktery si pfes internet objednal tzv.
,,;magic mushrooms*. Na party snédl 6 kust téchto hub. Pozdéji si el lehnout. O hodinu
pozdéji byl prateli nalezen v bezvédomi. Pfi prijezdu rychlé zachranné sluzby mél muz
jiz zastavu srdce. Pies veskeré snahy lékaiti pacient umira. Krev byla odebrana jesté za
ziva pacienta. Mo¢ a zaludecni obsah pacienta byly odebrany pfi pitve. V moci
a zalude¢nim obsahu pacienta byl prokazan muskarin. Sérum bylo zpracovano metodou
SPE pies Hybrid SPE kolonku (str. 46). Rovnéz v séru byla potvrzena pfitomnost
muskarinu. Chromatografické zdznamy moce, Zaludecniho obsahu a séra pacienta po

extrakci a hmotnostni spektra muskarinu jsou zobrazena na obrazcich 37 —42.
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Obr. 37: Chromatograficky zaznam mode pacienta po SPE (MFA: 8 mmol.I"!

heptafluoromaselna kyselina, MFB: acetonitril).
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Obr. 38: Hmotnostni spektrum muskarinu.
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Obr. 39: Chromatograficky zdznam zalude¢niho obsahu pacienta po SPE
(MFA: 8 mmol.I"" heptafluoromaselna kyselina, MFB: acetonitril).
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Obr. 40: Hmotnostni spektrum muskarinu.
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Obr. 41: Chromatograficky zdznam séra pacienta po SPE (MF: 8 mmol/l

kyselina heptafluoromaselna).
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Obr. 42: Hmotnostni spektrum muskarinu.
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V séru tohoto pacienta byla rovnéz zjisténa pritomnost muscimolu (obrazek 43 a 44).
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Obr. 43: Chromatograficky zaznam séra pacienta po SPE.
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Obr. 44: Hmotnostni spektrum muscimolu.
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6. Zavér

Pfedlozena prace byla zaméfena na vypracovani postupu izolace, identifikace
a popf. stanoveni kyseliny ibotenové, muscimolu a muskarinu, hlavnich toxinQ
muchomiirek cervené a tygrované zmoce metodou kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci. Jde o prvni objektivni analytickou metodu, vyvinutou pro izolaci
téchto latek z moce intoxikovanych pacientti.

K identifikaci toxind byl pouzit hmotnostni detektor s kvadrupdlem, testovany
byly dva iontové zdroje — elektrosprej a chemicka ionizace za atmosférického tlaku
vkladném a zdporném modu. NejlepSich vysledku bylo dosazeno pouzitim
elektrospreje v kladném modu. Pro ziskani fragmentaénich spekter latek byla pouzita
iontova past rovnéz s elektrosprejem v kladném modu.

Podafilo se nalézt a optimalizovat podminky separace téchto latek za pouziti
kolony Gemini C18 a 8 mmol/l kyseliny heptafluoroméselné jako mobilni faze. Pro
extrakci danych latek z moce byla testovana analytickd metoda extrakce kapalina-
kapalina a extrakce na pevné fazi. Nejlepsich vysledku bylo dosazeno extrakci na pevné
fazi.

Testovanim fady SPE kolonek bylo zjisténo, ze pro extrakci muskarinu z moce
je nejvhodnéjsi pouziti kolonek Strata X-CW, pomoci kterych bylo dosazeno extrakéni
vytéznosti muskarinu 95 %. Pro extrakci kyseliny ibotenové a muscimolu z moce bylo
dosazeno nejlepsich vysledki na kolonkach Discovery SCX, i kdyz extrak¢éni vytéznost
pro kyselinu ibotenovou byla pouze 15 % a pro muscimolu 22 %. Optimalizované
extrakeni postupy byly Gspeésné pouzity k objektivni diagnostice houbovych intoxikaci
u konkrétnich pacientti. V soucasné dobé dochazi k rozvoji novych analytickych technik
a jednim z moznych feSeni pro nalezeni vhodnéjsiho izola¢niho postupu pro kyselinu
ibotenovou a muscimol miize byt napf. pouziti principu HILIC separace na kolonkach
s reverzni fazi nebo pouziti novych derivatiza¢nich technik, které mohou byt pouzity
v kapalinové chromatografii. Dobré vysledky se daji ptedpokladat i pti pouziti kolonek
HybridSPE — Precipitation pro izolaci zminénych toxint ze séra pacientd. Pouziti téchto

metodik je pfedmétem dalsiho zkoumani.
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Pro tcely kvantitativni analyzy byla validovana metoda pro stanoveni muskarinu

zmoce. Metoda byla pouzita pro identifikaci a stanoveni muskarinu v moci

intoxikovanych osob. Touto metodou byl rovnéz vysetien Zzalude¢nim obsah
u intoxikovanych jedinca.
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