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1 UVOD

Huby su od pradavna jednou z ¢astych zloziek I'udskej potravy. Taktiez aj v dnesnej dobe je
ich konzumacia vel'mi bezna. Vela l'udi si pri zbere hiib zvykne jedlé huby zamenit
s jedovatymi. Je to najmi v dosledku nedostatocnych znalosti a taktiez vel'kej podobnosti
medzi jedlymi ajedovatymi hubami. Medzi jedny z najviac jedovatych hub patri aj
muchotravka zelend. Tato huba obsahuje nebezpecny toxin amanitin, ktory dokaze zabit’
¢loveka vo velmi kratkej dobe. AvSak otrava jedovatymi hubami neznamena hned’ smrt’.
Existuje vela sposobov ako tito otravu vylie€it. Dolezitd je vSak vCasna identifikacia
jedovatej huby a stanovenie primeranej lieCby. V dosledku toho sa vyvijaju rozne metody
na stanovenie hubovych toxinov. Je nutné aby vyvinuté metddy boli dostatocne citlivé aj na
vel'mi nizke koncentracie a rychle, aby sa zabranilo poS§kodeniu organov a nebola nutna ich
transplantacia (tykajica sa najmi peCene). Tato praca je zamerana na optimalizaciu
podmienok UHPLC-ESI-MS/MS analyzy amanitinov po ich derivatizacii zameranej na

zvySenie citlivosti detektora na tento typ latok..
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Jedovaté huby

Medzi tisickami druhov hub na celom svete, len menej ako sto je jedovatych. VicsSina
hubovych toxinov spésobuje miernu alebo strednu otravu, iba 15-20 druhov jedovatych hub
je po poziti smrtel'nych. Pozitie niekol’kych druhov extrémne jedovatych hub spdsobuje
vazne otravy. NajobavanejSie otravy spdsobuju cytotoxické huby, ktoré poskodzuju
bunkové struktury. Medzi ne patria napr. huby obsahujuce amatoxiny - muchotravka zelena
(Amanita phalloides), muchotravka koncista (Amanita virosa) a muchotravka biela
(Amanita verna). Dalsim cytotoxickym jedom je napr. orellanin, ktory sa vyskytuje napr.
u druhu Cortinarius a moze vyvolat’ tazké a pretrvavajice poskodenie obli¢iek. Tazké, ale
zriedka smrtel'né ucinky st sposobené hubami obsahujucimi neurotoxiny, ako st muskarin
(u druhu Clitocybe a Inocybe), psilocybin (u druhu Psilocybe a Panaeolus), isoxazol

(Amanita muscaria, Amanita pantherina) a gyromitrin (u druhu Gyromitra). [1][2].

Otravy z hiib mozno rozdelit’ na otravy, ktoré nie st zivot ohrozujuce, (priznaky
zadinaju pocas 6 hodin po konzumacii hub) a Zivot ohrozujice otravy (s oneskorenym
nastupom priznakov, ktoré zacinaji po 6 hodinach po poziti). Toxiny v skupine so skorym
nastupom zahffaju napr. muskarin, muscinol a kyselinu ibotenovu. Medzi toxiny, ktoré su
v skupine s oneskorenym nastupom, patria amanitiny, orellanin a gyromitrin. Amanitin
spOsobuje gastroenteritidu a poSkodenie pecene, orellanin poskodenie buniek obliciek,
na ktoré sa viaZe a gyromitrin patri medzi karcinogénne latky a spdsobuje t'azké otravy

organizmu [1][3],[4].

Okrem klinickych priznakov moze byt’ diagndza otravy hub zaloZena na identifikacii
spor pritomnych v materidloch pochadzajicich z hub. V modernej forenznej toxikologii sa
dasto pouziva analyza spér zobsahu zaludka. Dalej sa pouzivaji metody ako
radioimunologicky test (RIA) (vid kapitola 2.3.1.) arastici pocet novych metodd

zahrilujucich chromatograficku alebo elektroforeticku separaciu [3].

Vyskyt otravy hubami sa geograficky meni v zavislosti od klimy, vyskytu toxickych
hub, zivotného Stylu a pod. Pozitie toxickych hub mdze byt sposobené zamenou jedlej

a jedovatej huby, nepozornost'ou pri zbere hiib, umyselnym pozitim psychotropnych hub,
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nahodnym pozitim malymi det'mi, zriedkavé st samovrazedné sklony. Zmeny v klinickych
ucinkoch mozu zavisiet’ na citlivosti jedinca. Ddlezité je, o najskor otravu identifikovat,
rozoznat' k akej otrave doSlo, aka je koncentracia toxinov v tele ana zaklade tychto

informacii a predpisat’ primeranu lie¢bu [1][2].

2.1.1 Muchotravka zelena

NajjedovatejSou hubou zo vsetkych muchotravok a taktiez jednou z najjedovatejsSich
hub v Europe je muchotravka zelena - Amanita phalloides. Jej nazov je podla jednej verzie
odvodeny z gréckeho amanités, ktory oznacuje hubu rasticu na hore Amanus. Podl'a inej
verzie nazov suvisi s gréckym amé, co znamena ryl’ alebo motyka a znamena to vraj zemnu
hubu. Druhé meno phalloides prvy krat pouzil lekar a botanik z Franctzska Sebastien
Vaillant. Slovensky nazov tejto huby vSak vobec nepoukazuje na to, aka je tato huba
smrtelne jedovatd. Tak ako je nendpadny jej nazov, je nenapadny aj jej vzhl'ad aj napriek
tomu, ze byva povodcom 90 — 98 % vSetkych umrti, ktoré st spdsobené jedovatymi hubami

[5].

Muchotravka zelena mé v pociatoénom $tadiu plodnicu obalenu bielou plachtickou,
ktorad sa rastom trha. Klobuk je velky 60-150 mm. Najprv je zvoncovitého tvaru, neskor
uplne plochy. Jeho farba je rozna, napr. zelenoZlta, olivovo sivozelend, olivovozelena,
sivobelava a pod. Lupene v plodnej Casti st 8-12 mm S§iroké, husté a biele. Hlubik je
valcovity, dlhy 50-150 mm a hruby 10-20 mm. Zvyc¢ajne ma bielu, Zltozelenkava alebo
sivasti farbu. V hornej Casti sa nachadza ovisnuty biely prsteii. DuZina je bielej farby
a pod pokozkou klobuka slabo Zltohnedastej farby. Hubéri si ju mozu spliest’ napr. s plavkou

zelenkastou [6].

Aj ked’ je muchotravka zelena prudko jedovata, prvé priznaky sa objavia az ked’ sa
jed v organizme vstrebe, o je priblizne po 6 az 24 hodinach po konzumaécii. Akttne zlyhanie
pecene sa nasledne vyvija 3-4 dni po poziti a pacienti zomieraju po 6-16 dnoch. Najviac
citlivi na amanitin su stari 'udia a deti. TaktieZ suSend muchotravka zelena je jedovata. Ani

varenim ¢i mrazenim sa jed amanitin neodstrani.

Otrava muchotravkou zelenou patri stadle medzi mozné nebezpecenstvo kedZze ma
vysoky obsah amatoxinov (5-8 mg v 25 g tkaniva), LD50 je 0,1 mg/kg. Pozitie len jednej
priemernej plodnice, teda klobuka, mdze spdsobit’ otravu viac ako dvoch dospelych T'udi.

Pri zachrane otraveného ¢loveka je nutné vykonat’ vyplach Zaludka a €riev, ¢im sa odstrania
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spory hub z tela otraveného cloveka. Ak sa nevyhl'add pomoc dostato¢ne skoro, dochadza
Kk zlyhaniu pecene a obli¢iek. Pri vel'mi vaznom stave je nutné vykonat transplantaciu

pecene [4],[7].[8].

Obr. 1: Muchotravka zelena [7]

2.2 Hubové toxiny

Medzi najjedovatejSie huby patria huby druhu Amanita. Amatoxiny patria
k najnebezpeénejdim jedom v prirode. Casto sa na prvy pohPad zda, e &lovek, ktory sa
otravi hubami obsahujicimi amatoxiny, je iba chory. Neskor sa tato ,,choroba“ zlepsuje, no
amatoxiny st stale pritomné v tele a od niekol’kych dni do tyzdia po poziti sposobuju smrt’

[9].

V sti¢asnosti se za amatoxiny povazuje osém zlucenin izolovanych z muchotravky
zelenej. Vyznamné st najmi alfa, beta a gama-amanitin. Chemicky sa jednd o bicyklické
oktapeptidy. Su rozpustné v polarnych rozptstadlach, ako voda, ethanol a methanol, stabilné

k enzymom a vys§im teplotam. Su vysoko toxické a velké davky mozu viest' k tmrtiu aj
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napriek liecbe. Otraveni l'udia by mali dostavat’ vel’ké mnozstvo tekutin, ktoré by nahradilo
stratu telesnych tekutin pri otrave. Pouzitie opakovanych davok aktivneho uhlia méze zvysit
vylu¢ovanie amatoxinov. U dospelych by sa mala podat’ pociato¢na davka aktivneho uhlia
50 gramov, po ktorej by mali nasledovat’ opakované davky aktivneho uhlia a to 25 gramov
kazdé 4 hodiny pocas 3 dni. U deti sa podava pociato¢na davka aktivneho uhlia 25 gramov
a nasleduje uhlie a to 10 gramov kazdé 4 hodiny pocas 3 dni. Pri prvych 24 az 48 hodinach

sa odporuca mierne zvysSena diuréza (zvySené mocenie).

Amatoxiny inhibuju transkripciu DNA na mRNA z dévodu blokady nukleovej RNA
polymerazy II. Vysledkom je naruSena syntéza proteinov abunkova smrt. Daldimi
mechanizmami su indukcia apoptoézy (programovanej bunkovej smrti), tvorba volnych
radikalov kyslika a vyc€erpanie glutationu (podiela sa na odstrafiovani peroxidu vodika)
V peceni. Amatoxiny sa rychlo absorbuji z ¢reva a prepravuju do pecene. Ich obsah je
nasledne pomerne vysoky v bunkach pecene, obliciek a ¢revnej sliznice. VyluCovanie je
hlavne oblickové, avSak vyznamné mnozstvo sa vylucuje aj zI€ou. Prvé gastrointestinalne
priznaky otravy za¢nu 8 az 24 hodin po poziti a pretrvavaju 24 hodin alebo dlhsie. Clovek
je nasledne dehydratovany a vycerpany. Znaky poskodenia pecene sa objavia pocas druhého
dna. Zhorsenie funkcie obli¢iek sa Casto spociatku objavuje v dosledku dehydratacie a Soku.
Neskorsi vyskyt zhorSenia funkcie obliciek je dosledkom poskodenia vyvolaného

amatoxinom. Toto vSetko pravdepodobne vedie k smrti [1],[10].

Viac ako 90% otrav hubami sa pripisuje niektorym z hepatotickych latok druhu
Amanita. Rozne druhy hiib Amanita sa podobajt jedlym hubam, takze otravy st zvycajne
nahodné. Huby tohto druhu obsahuji amatoxiny (amanitiny, amanin, amanullin), falotoxiny
(phalloidin, phalloin, phallisin, phallacidin) a virotoxiny (viroidin, viroisin, desoxyviroidin
desoxyviroisin). Za najdolezitejsie toxické zlozky hiib rodu Amanita sa povazuju alfa a beta-
amanitin. Rozdiel medzi nimi je, Ze alfa-amanitin mé v jednej pozicii naviazani amino

skupinu a beta-amanitin hydroxyl (vid. Obr. 2) [4].

Minimalna smrtel'na davka amatoxinu, je u vSetkych typov amanitinov 0,1 mg/kg
telesnej hmotnosti (5-15 mg amatoxinu ktoré su dostatoéné na usmrtenie zdravého
dospelého, obsiahuje asi 15-20 suSenych Cciapok). Po 24-48 hodindch poziti moédzu
U pacientov nastat’ gastrointestinalne priznaky, ZItaka, zlyhanie obli¢iek aZ koma. Celkova
umrtnost’ sa pohybuje medzi 5 a 40 %. V¢asna detekcia a stanovenie amanitinov je dolezita,

aby sa zabranilo invazivnej a drahej terapii, ako je transplantacia pecene. VEasna diagndza

16



moze prispiet k odstraneniu jedu (vid® nizSie) a k ochrane pecene pred dalSimi
poskodeniami. Ddlezitym materidlom pri stanoveni je mo¢. Po 12 hodinach po poziti hub su

amanitiny eliminované z plazmy, avsak detekovatel'né v moci su az do 4. diia po poziti [11].

Uginnym liekom na otravu hubami je silymarin, ktory je aktivnou zlozkou mlieéneho
bodliaka. Bolo zistené, Ze pdsobi proti toxickym uc¢inkom toxinov hib druhu Amanita, ak sa
poda do 10 mintt po poziti, a ak sa poda do 24 hodin, zabranuje smrti a znizuje poskodenie
pecene. Predpoklada sa, ze silymarin sa viaze na toxiny a prerusi recirkulaciu
amanitotoxinov prostrednictvom antioxidacie, inhibicie peroxidacie lipidov a zvySenej

glukuronidacie [12].

2.2.1 Alfa a beta-amanitin

Alfa abeta-amanitiny st cyklické oktapeptidy, ktoré patria do velkej skupiny
protoplazmatickych hubovych toxinov znamych ako amatoxiny. LiSia sa druhom
substituentu v jednej pozicii (vid’ Obr. 2). U alfa amanitinu je v tejto pozicii naviazana amino
skupina, u beta-amanitinu hydroxyl. Huby rodu Amanita produkuju alfa a beta-amanitin
v mnozstve dostatonom na otravu dospelého ¢loveka. Tieto amanitiny zabijaju bunky
inhibiciou RNA polymerazy II a ukon¢enim transkripcie génov. Alfa-amanitin sa syntetizuje
ako proprotein na ribozémy s dizkou 34 az 35 aminokyselin a potom sa Stiepi na

Specifickych zvyskoch prolinu enzymom prolyl oligopeptidazou (POP).

Alfa aj beta-amanitin st schopné prejst’ cez krvny obeh a dostat’ sa k vSetkym
organom v tele. Poskodzuju aj iné organy, ale poSkodenie pecene a srdca ma smrtelné
nasledky. Oba amanitiny s inhibitormi eukaryotickej RNA polymerazy II a RNA
polymerazy III. Toxin funguje tak, Ze sa viaZe na premost’ujucu helix RNA polymerazy II,
ktora inhibuje translokaciu RNA a DNA potrebnu na vyprazdnenie miesta pre d’alSie kolo
syntézy, ¢im sa spomali rychlost’ transkripcie viac ako 1000 krat. Peceni potom nie je schopna

napravit’ vzniknuté poskodenie, jej bunky sa rozpadavaji a ona sama sa nasledne rozpusta.

Alfa ako aj beta-amanitin moéze spdsobit’ podrazdenie dychacicho traktu, bolest
hlavy, zavrat, nevol'nost’, kaSel’, nespavost, gastrointestindlne poruchy, poskodenie pecene
a obliciek alebo smrt’. Ak sa beta-amanitin dostane do kontaktu s pokozkou, moze sposobit’

podrazdenie, popaleniny, sc¢ervenanie a silnu bolest. Taktiez sa mdze absorbovat’ cez
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pokozku. Pri kontakte s o¢ami méze sposobit’ podrazdenie, poleptanie rohovky a poskodenie

o [13],[14].

R Alpha  NH,
Beta OH

Obr. 2: Alfa a beta-amanitin [15]

2.3 Intoxikacia hubami a stanovenie hubovych toxinov

Po peroralnom poziti Amanita phalloides uludi, boli alfa a beta-amanitin
detegované v plazme aZ do 36 hodin a v mo¢&i az do 72 hodin po poziti. Ciastoéne to moze
byt spdsobené pomalou absorpciou v creve, enterohepatilnou cirkuldciou a znizenou
eliminéciou obli¢iek v dosledku nefrotoxicity. Amanitiny mézu byt dobre detegované v sére

a v moci pred akymkol'vek klinickym priznakom otravy, zatial’ ¢o rutinné laboratorne testy,
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ako je kompletny krvny obraz a chemicky profil séra, st nevyznamné az do poskodenia

pecene alebo obliciek [16].

2.3.1 RIA

Standardnou metédou pri stanoveni amanitinov v telesnych tekutinach je metoda
RIA (radioimunoanalyza) s detek¢nym limitom (LOD) 3 ng/ml. RIA je metdda, ktora meria
pritomnost’ antigénu s vel'mi vysokou citlivost'ou. Je mozné merat’ akukol'vek biologicku
latku, pre ktord existuje Specifickd protilatka, dokonca aj vo velmi malych
koncentraciach. RIA bola prvou technikou imunoanalyzy vyvinutou na analyzu
nanomolarnych a pikomolarnych koncentracii hormoénov v biologickych tekutinach. Pri tejto
metdde sa pouziva radioaktivne znacenie antigénu, ktory je naviazany na Specificka
kompeticiu pripraveného znaceného antigénu aneznafeného antigénu z0 Vvzorky
o Specifickl protilatku. Tym sa uvolni ur¢ité mnozstvo znaceného antigénu, ktoré je tmerné
pomeru znaceného a neznaceného antigénu. Nasledne sa vytvori kalibra¢na zavislost
Standardov so znamymi koncentraciami, z ktorej sa stanovi obsah antigénu vo vzorke.

[17][18].

2.3.2 ELISA

Abuknesha a Maragkou pouzili metédu ELISA na meranie beta-amanitinu
v T'udskom sére a moci. Vysledky testov v pufri, sére a moci boli pozoruhodne podobné.
Limit detekcie pri tejto metdde bol priblizne 80 pg/ml, linearny dynamicky rozsah 80 az
2000 pg/ml. Spojenie toxinu s nosi¢ovymi proteinmi sa uskutociiovalo pomocou dvoch
spojovacich metod: metdda zmieSaného anhydridu a spojenie cez mostik s kyanurchloridom.
Cielom metody zmieSaného anhydridu bolo vytvorit' peptidové vizby medzi volnou
karboxylovou skupinou v beta-amanitine a volnymi aminoskupinami nosnych proteinov.
Metoda premostenia kyanurchloridu spaja amidové alebo hydroxylové skupiny s volnymi
aminoskupinami v nosnom proteine. KI'aicovym krokom, ktory umoznil vytvorenie vysoko
citlivej skusky, bolo zavedenie nového heterolégneho derivatu haptenu vyrobeného
z derivatu beta-amanitin kyanurchloridu. Stidia preukazala, Ze vyvinuté antisérum a postup

ELISA sa mézu pouzit na detekciu beta-amanitinu a pribuznych toxinov z Amanita
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phalloides v 'udskom sére a vzoriek mocu z podozrivych pripadov otravy a umoziuju skoré

stanovenie liecby [19].

Butera a kol. tiez pouzili test ELISA na meranie amanitinov v moci. Bolo testovanych
61 pacientov a otrava amatoxinom bola diagnostikovana v 10 pripadoch. Vzorky mocu boli
zhromazdené 5,5 az 92 hodin po poziti jedovatej huby. Diagnostickd u¢innost” amanitinu
bola 91,8 %, 93,4 % a 80,3 % na zaklade stanovenej medznej hodnoty (1,5; 5,0 a 10 ng/ml).
Vyhodou vysledkov pociatoéného klinického hodnotenia je ich citlivost (5 ng/ml), zatial'¢o

vyhodou analyz amanitinu v mo¢i je ich specificita [20].

2.3.3 CZE

Pre analyzu amanitinov sa pouziva taktiez kapildrna zénova elektroforéza (CZE).
Priprava vzorky zahiia bud’ jednoduchy krok zrdzania proteinov pouzitim rozpustadla
rozpustného vo vode alebo zmesi rozpustadiel, alebo extrakciu na pevnej faze (SPE)
s reverznymi alebo zmiesanymi fazami. LOD vV telesnych tekutinach je bezne 10 ng/ml,
¢o je o nieco vyssie ako hodnota ziskana pomocou RIA. Limit detekcie CZE je pre telesné

tekutiny prili§ vysoky, pretoze koncentracia amanitinu je v nich prili§ nizka [21].

Bruggemann a kol. uviedli metédu na uréenie alfa a beta-amanitinu v extrakte
z plodov hub a v mo¢i pomocou CZE s detekciou pomoci fotodiddového pola. Pouzivali
fosfatovy pufr a bola dosiahnutd separacia oboch amanitinov pocas 20 minut s detekénym
limitom 1 pg/ml. Tento limit detekcie (LOD) vSak lezi mimo vyssie spominaného klinického
rozsahu. Vyhodami CZE napr. v porovnani s RIA, st niz§ie naklady, mozZnost’ kvantifikacie
viacerych toxinov v jednej analyze, zniZzena spotreba potencialne Skodlivych €inidiel a €o je
najdolezitejSie, testy mozu byt vykondvané v akomkol'vek Standardnom analytickom

laboratériu a v nidzovych pripadoch dokonca aj ,,na mieste [22][23].

V ¢lanku Robinson-Fuentes a kol. bola vyvinutd a validovana metdda kapilarnej
zonovej elektroforézy s cielom stanovenia alfa-amanitinu v mo¢i za menej ako 7 minut. Bol
pouzity 5 mM boritanovy pufr s pH 10 ako zakladny elektrolyt. Podmienky oddelenia boli:
kapilara: 75 um 1.D., 41 cm G&inna dizka, 48 cm celkova dizka, teplota 25 °C, napitie 20 kV
a detekcia PDA pri 214 nm. Uprava vzorky na analyzu vyzadovala len riedenie mocu
v zédkladnom elektrolyte. Metodda bola validovana podl'a stanovenych kritérii a bola zistena

linearnost’ v rozmedzi 5-100 ng/ml. Presnost’ bola v poZzadovanych medziach. Limit detekcie
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(LOD) a limit kvantifikacie (LOQ) boli 1,5 a 5 ng/ml. Bolo analyzovanych osem vzoriek
mocu z podozrivych pripadov intoxikéacie amanitinmi po 2 rokoch skladovania pri -20 °C
a alfa-amanitin bol stanoveny v dvoch vzorkach s koncentraciami 53 a 65 ng/ml. Tato
opisana metoda zahfila pouzitie neagresivnych Cinidiel a je to prva metoda kapilarnej

elektroforézy pouzivana na stanovenie amanitinov v klinickych vzorkach [11].

234 TLC

Pouzitd moze byt taktiez chromatografia na tenkej vrstve (TLC), avSak detekéné
limity pre analyzu amanitinov v telesnych tekutinach su prili§ vysoké. Haines a kol. pouzili
TLC metddu na detekciu alfa a beta-amanitinu v telesnych tekutinach pacienta. Tieto
vysledky TLC boli potvrdené pomocou RIA. Velmi silna pozitivna reakcia sa ziskala
z Meixnerovho testu. Tento test bol navrhnuty na identifikaciu pritomnosti alfa-amanitinu.
Je zalozeny na kyselej katalyzovanej reakcii amatoxinu s ligninom. Je potrebné pouzit’ lacny
celulézovy papier, ktory ma vysoky obsah ligninu. Pozitivny Maixnerov test ddva modré
sfarbenie. Pre tenkovrstvii chromatografiu boli pripravené vysuSené vzorky, ktoré sa
testovali s anizaldehydovym cinidlom. Anizaldehydové ¢inidlo sa pouziva na vizualnu
detekciu amatoxinov a falotoxinov. Vysledky boli pozitivne pre alfa-amanitin a gama-

amanitin s prevazujicim alfa-amanitinom. Beta-amanitin nebol najdeny [21][25],[26],[27].

2.3.5 HPLC/UV, HPLC/EC

NajcCastejSie sa pri stanoveni amatoxinov pouZziva vysokoucinna kvapalinova
chromatografia (HPLC) s UV alebo elektrochemickou detekciou. Jaeger a kol. Studovali
kinetiku amatoxinov pri l'udskych otravach. Pouzili HPLC s UV detekciou na analyzu
toxinov v plazme, moci, gastroduodenalnej tekutine, vykaloch a tkanivach. Separacia sa
uskuto€nila na analytickej kolone s obratenymi fdzami za izokratickych podmienok s UV
detekciou pri 280 nm. Tato metdéda umoziuje kvantifikaciu alfa a beta-amanitinu oddelene.
Detekény limit je 5 ng/ml pre obidva toxiny. U 28 zo 45 pacientov infikovanych Amanita
phalloides, boli najmenej v jednej vzorke detegované amatoxiny. Amatoxiny boli CastejSie
detegované v moci astolici ako v plazme. Maximalne plazmatické koncentracie Ssa
pohybovali medzi 8-190 ng/ml pre alfa-amanitin a 16-162 ng/ml pre beta-amanitin.

U vacSiny pacientov sa amanitiny detegovali len do 36 hodin po poziti. Koncentracie v moci
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boli vysoké pocas 48-72 hodin po poziti a potom klesli. Priemerny pomer koncentracie
moc¢/plazma bol 60 a 19 pre alfa, resp. beta-amanitin [21][28].

Enjalbert a kol. opisali RP-HPLC/UV-VIS metodu, ktorda umoziuje sucasné
stanovenie az osem amatoxinov a falotoxinov vratane alfa a beta-amanitinu. Extrakéna
zmes, ktora bola pouzitd obsahovala: methanol - voda - 0,01 M kyselina chlorovodikova
(5:4:1) pretoze mierne kyslé pH by malo zvySovat’ stabilitu molekul a zvysit' vytazok
toxinov. Pouzity systém HPLC stanovenia zahfial gradientova eluciu so stfasnym
monitorovanim pri 214 a 295 nm, pretoze maxima amatoxinov a falotoxinov st v rozmedzi
vinovych dizok 285 a 305 nm. Mobilna faza bola zmes dvoch rozpuitadiel a to vodny roztok
octanu aménneho a acetonitrilu. Bola pouZita gradientovéa elticia. Uroveni detekcie bola
v rozmedzi 10 ng/ml a systém bol aplikovany na analyzu surového extraktu z Amanita

phalloides [29].

Rieck a Platt vyvinuli metodu RP-HPLC s UV detekciou na stanovenie alfa-
amanitinu a faloidinu v T'udskej plazme pomocou techniky striedania kolon. Postup je
zaloZeny na obohateni toxinov na predkolone, po ktorej nasleduje prenos obidvoch zlicenin
v rezime foreflush na analyticki kolonu. Foreflush mod je bezna prevadzka
chromatografickej kolony, kedy smer toku nosica existuje v Case, ked’ je vzorka zavedena
do kolony. Alfa-amanitin a faloidin je touto metddou mozné spolahlivo, rychlo (30 minut)
a citlivo (do minimalnej koncentracie 10 ng/ml) stanovit’ v plazme (relativna smerodajna

odchylka je menej ako 10%) [30].

Citlivi metodu HPLC-EC pouzili Defendenti a kol. na stanovenie alfa-amanitinu
v mo¢i s limitom kvantifikacie (LOQ) 10 ng/ml. Praca popisuje optimalizaciu novej metody
extrakcie na pevnej faze (SPE) zaloZenej na pouziti jednorazovych ndplni s dvojitym
mechanizmom (reverznd faza/kationova vymena) spojena s HPLC s elektrochemickou
detekciou pre rychlu analyzu mocu pre alfa-amanitin. V SPE sa analyt zachyti pri pH 6,
interferenty sa premyju vodou, zriedenou kyselinou chlorovodikovou, zmesou
chloroform/methanol a analyt sa eluuje methanolom. Analyticka separacia sa uskutociuje
1zokratickou mobilnou fazou pozostavajucou z fosfatového tlmivého roztoku (pH 7,2)
a acetonirilu. Linearny dynamicky rozsah bol v rozmedzi 10 — 200 ng/ml a priemerna
navratnost’ alfa-amanitinu 78 %. Limit detekcie Standardu alfa-amanitinu (pomer signalu
k Sumu 55) bol 2 ng / ml. Pre analyzu skuto¢nych matric bol pouzity limit kvantifikacie
priblizne 10 ng/ml (pomeru signalu k Sumu 25). Valida¢né parametre boli ziskané s pouzitim

mocu pacienta s otravou. Uvedena metdda je dostatocne presna a citliva na pouzitie
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v realnych pripadoch Tudskej intoxikacie Amanita phalloides. V porovnani
s predchadzajucimi publikovanymi metdodami zalozenymi na SPE je popisany postup
extrakcie selektivnejSi a poskytuje lepSie chromatogramy. V porovnani s metodou
prepinania kolon je tato metoda jednoduchsia a nepotrebuje Specializované pristroje. Okrem
toho, separatné mechanizmy HPLC s obratenymi fazami nie st korelované s tymi,
na ktorych je zalozend RIA. Tieto dve metddy sa teda moézu ispeSne pouzit’ pre subezné
potvrdenie vysledkov. Rovnako ako pri vSetkych metodach HPLC-EC, aj pri tejto existuju
pri stanoveni zna¢né nevyhody. Nevyhody mozu byt napr. nedostatocnd Specifita
a chybajuca dlhodoba stabilita detekcie. V nudzovych pripadoch intoxikacie amanitinmi sa
vsak na rutinnt analyzu metédy HPLC-UV a HPLC-EC nepouzivaju [22],[31].

V praci Garcia aspol. bola vyvinuta avalidovand metdoda vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie (HPLC) s in-line pripojenou diddovou detekciou (DAD)
a elektrochemickou (EC) detekciou na kvantifikdciu alfa-amanitinu v biologickych
vzorkach. Predbezna iprava vzorky pozostdvala z jednoduchého kroku deprotonizacie s 5%
kyselinou chloristou, naslednej centrifugécie pri 16000 G a4 °C pocas 20 minat. Vysoka
navratnost’ pre alfa-amanitin (> 96,8 %) robi tento postup vhodnym pre extrakciu alfa-
amanitinu  z peCeniovych a oblickovych homogenatov. Vysledny supernatant bol
zhromazdeny a nadavkovany do HPLC. Mobilnd faza sa skladala z50 mM kyseliny
citronovej v 20% methanolu a 0,46 mM roztoku kyseliny oktansulfonovej, upraveného
na pH 5,5. Analyza trvala menej nez 22 minit a neboli pozorované Ziadne vyznamné
interferencie v reten¢nom cCase alfa-amanitinu. Kalibra¢né krivky boli linearne s regresnymi
koeficientmi vyssimi ako 0,994. Metéda bola linearna v $tudovanom koncentratnom
rozsahu, rovnako sa ukazala ako selektivna, presna a citliva. Limit detekcie (LOD) a limit
kvantifikacie (LOQ) pre amanitin upraveny 5% kyselinou chloristou, vzorky pecene
a oblic¢iek su zobrazené v Tab. I. Tato metdda ma nizke interferencie a zaha jednoduché
arychle procesné kroky. Je teda vhodnym postupom na podporu toxikokinetickych $tidii
amanitinu v zivom organizme. Validovana metoda bola tispesne pouzita na kvantifikaciu
alfa-amanitinu v biologickych vzorkach po vnitornom podani alfa-amanitinu potkanom.
Okrem toho sa ako matrica pouzivala 'udska plazma a uréena metdda bola vhodna na

detekciu alfa-amanitinu v tejto matrici [32].
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Tab. I: LOD a LOQ hodnoty 5% kyseliny chloristej, vzoriek pecene a obliciek [32]

Table 4
LOD and LOQ values (expressed as pgml-' or pgg ') computed according to dif-
ferent criteria.

Perchloric acid 5% Liver Kidney
(pgmLl-') (ngg) (ngg ")
305 nm
LoD
Calibration Curve 0.150 0110 0.160
Based on visual evaluation 0.050 0.050 0.125
LogQ
Calibration Curve 0.450 0330 0.500
Based on visual evaluation 0.250 0250 0.330
Electrochemical detection
LoD
Calibration Curve 0.060 0.070 0.040
Based on visual evaluation 0.015 0015 0.050
LOQ
Calibration Curve 0.190 0210 0.110
Based on visual evaluation 0.025 0.025 0.100

Metdda vyuzivajica RP-HPLC s UV detekciou bola vyvinutd pre splnenie
nasledujtcich poziadaviek: su¢asné stanovenie alfa, beta-amanitinu a faloidinu v sére, moci
a Vv hubach; dostatocné rozliSenie na odstranenie akychkol'vek interferencii sposobenych
pritomnost'ou inych zlu¢enin nachédzajicich sa v matrici; metdéda by mala vykazovat
vysoku citlivost’ a byt’ primerane rychla. Stanovenie bolo zamerané na alfa a beta-amanitin,
pretoze tieto latky su pritomné v relativne velkych mnozstvach (priblizne 80 a 50 mg/kg
¢erstvych hub). Okrem toho mdzu byt povazované za najdolezitejsie z toxinov Amanita
kvoli ich smrtel'nym toxikologickych ucinkom. Taktiez bol Studovany faloidin, pretoZe tento
toxin je pritomny v najvy$som mnozstve (100 mg/kg Cerstvych hub) a hoci jeho toxicita je
niz8ia, detekcia tohto toxinu v telesnych tekutinach by sa mohla povazovat za najdolezitejSiu
indikaciu otravy Amanita phalloides. Boli stanovované vzorky biologickych tekutin
I'udského alebo Zivoc¢isneho pdvodu a taktiez bola Studovana hubova matrica. VEasna
diagnostika otravy moze byt vykonana vySetrenim nestravenych zvySkov potravin.
Chromatogram pre Standardni zmes ukdazal jasné oddelenie kazdého mykotoxinu.
Chromatogramy l'udského séra a 'udského mocu, kazdy s prisadou Standardnej zmesi, jasne
ukazuju, ze elu¢né Casy tychto troch toxinov umoziuji Siroku bezpecnostni rezervu
vzhl'adom na moznu interferenciu s inymi latkami, ktoré mézu byt’ pritomné v biologickej
matrici. Na kontrolu linearity odozvy boli vytvorené kalibra¢né grafy vysky piku proti

koncentracii s pouzitim sérového riedenia Standardnych roztokov kazdého mykotoxinu.
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Zodpovedajuce regresné rovnice (Tab. 1) ukazuju dobru linearnost’ pre mnozstva v rozsahu

0,5 —20 pg/ml.

Tab. 1l: Regresné data [33]

Table 1
Regression data*

Mycotoxin Regression cquationt ri

a-Amanitin y=184.6x— 0.112; 0.9999
B-Amanitin y=202.0x 1t 17.7 ; 0.9999
Phalloidine y=1347x+ 0.87 ; 0.9999

* n = 5, each point representing triplicate injec-
tions in the range 0.5-20 pg/ml.

t x = concentration in pg/ml; y = peak height;
0.02 a.u.f.s.

% r = correlation coefficient.

V biologickych tekutinach bolo najnizsie stanovitené mnozstvo pri 0,02 a.u.f.s. (absorbéna
jednotka v celom rozsahu) priblizne 10 ng pre alfa a beta-amanitin a 5 ng pre faloidin,
pre pomer signal/Sum 2:1. Navratnosti alfa-amanitinu, beta-amanitinu a faloidinu zo séra

a mocu st podrobne uvedené v Tab. IlI.

Tab. I1l: Presnost’ a spravnost’ analyzy mykotoxinov v sére a moci [33]

Table 2
Accuracy and precision of analysis of mycotoxins in serum and urine

Spiked concentration {pg/ml)

05 25 5 10 20

Recovery* RSDJr_ Recovery RSD Recovery __]-ISD Recovér_{l ﬁS_D Iié;:overy RSD )
Serum
a-Amanitin 81.1 0.91 86.2 1.05 90.1 0.70 93.2 0.71 98.1 0.76
B-Amanitin 80.6 1.42 85.5 0.69 88.7 0.58 92.6 1.19 96.0 0.81
Phalleidine 89.6 0.55 90.7 0.97 90.6 0.84 97.0 0.84 98.5 0.47
Urine
a-Amanitin 81.1 1.08 86.6 (.69 89.4 1.04 93.2 0.74 98.0 0.49
B-Amanitin 81.0 1.21 85.3 1.08 89.2 0.78 92.5 0.93 97.3 1.00
Phalloidine 88.9 0.90 88.7 0.84 90.8 0.50 97.6 0.81 98.6 0.55

* Recovery is expressed as a percentage of the spiked concentration.
+ RSD = relative standard deviation (n = 5).
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Celkovy ¢as analyzy vratane postupu Cistenia a chromatografie bol pri kazdom teste
krat$i ako 1 h. Takéto pomerne rychle stanovenie je potrebné pre rychlu diagnostiku
v pripadoch podozrenia na otravu Amanita phalloides. Iné metody (TLC, RIA) bud’ vyzaduja
dlhsiu analyzu (priblizne 24 hodin), alebo umoziuju identifikovat’ len jeden Z mykotoxinov.
Kratky cas analyzy a vysledky ukazuju, ze tito metoda je vhodna pre pociato¢né rutinné

vySetrenie v klinickej praxi v pripadoch podozrenia na otravu hub [33].

2.3.6 HPLC/MS

Castou metodou pre stanovenie amanitinov je tiez HPLC s hmotnostnou detekciou.
Maurer a kol. vyvinuli analyzu kvapalinovej chromatografie s hmotnostnou spektrometriou
na stanovenie alfa a beta-amanitinu v moc¢i po imunoafinitnej extrakcii (IAE-LC-MS).
Kalibra¢né krivky pre alfa a beta-amanitin boli linearne v rozmedzi 5-75 ng/ml. Amatoxiny
v mrazenych vzorkdch mocu aimunoafinitnych extraktoch boli stabilné viac ako
6 mesiacov. Stabilita vzoriek bola testovana pred a po uskladneni pocas 6 mesiacoch pri
-7 °C. I1AE kolény mohli byt pouzité viac ako 50 krat bez pozorovatelnej straty na vykone.
LOD a LOQ pre oba boli 2,5 resp. 5 ng/ml. Tieto nizke hodnoty boli vysledkom vysokej
selektivity z imunoafinitnej extrakcie, ktora znizila vplyv matrice vzorky 100x. Navratnost’
alfa a beta-amanitinu bol 63 % a 58 %. Navratnost’ vnttorného standardu methyléteru gama-
amanitinu pri 25 ng/ml bol 60 %. Metdda 5 autentickych vzoriek mocu od pacientov
intoxikovanych hubami Amanita ukazala dobri zhodu medzi vysledkami RIA a analyzou
pomocou IAE-LC-MS. Kompletna analyza vzoriek spolu so spracovanim vzoriek trvala

60 min, ¢o je o 30 minut rychlejsie ako analyza RIA. [22].

Otravy toxinmi Amanita phalloides vyzaduju rychlu diagnézu, aby sa predislo
nakladnym a zbyto€nym terapiam. Pro tento ucel je nezbytné pociato¢né klinické posudenie
v kombindcii s analyzou amanitinu v moc¢i. Preto bola vyvinutd jednoduchd, rychla
a robustna metoda spolahlivej detekcie alfa a beta-amanitinu ako aj plne validovanej
kvantifikacie alfa-amanitinu v I'udskom moci. Po jednoduchom riedeni a centrifugacii
vzorky mocu bola prevedena rychla on-line extrakcia pomocou systému Transcend TLX-II
zalozeného na turbulentnej tokovej chromatografii (TurboFlow). Bol zavedeny novy rezim
TurboFlow, rezim pseudo rychleho eluovania (PQEM), ktorého vyhodou je viac moznosti
optimalizacie metddy ako pri generickom rychlom elu¢nom rezime (QEM - quick elute

mode). Bezne sa pouziva FM (focus mode) alebo QEM mdd. QEM umoziuje kompletny,
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postupny prenos analytov do analytického systému. Nezameriava sa vsak na analyty, ¢o
moze mat’ za nasledok SirSie chromatografické piky, najmé bez pouzitia d’alSej analyticke;j
kolony. FM vedie Kk ostrejSim pikom, ¢o je spdsobené zameranim sa na analyty pomocou
analytickej kolony. Autori to ale vylepsili na PQEM, ktory mal okrem generického QEM
viac moznosti na optimalizaciu metddy. Dve Cerpadld by mohli byt sicasne prepojené SO
systémom, ¢im by sa zameriavali na analyty v porovnani s QEM. PQEM ukéazal lepSiu
pouzite'nost’” v rutinnej a nudzovej analyze ako v predtym pouzivanych metddach. Po
extrakcii, nasledovala rychla 15 minatova analyza pomocou LC s vysokym rozlisenim (HR)-
MS/MS. Téato analyza umoznila spolahlivu identifikaciu alfa a beta-amanitinu na zaklade
fragmentov identifikovanych pomocou takzvanych HR pseudo MS?® experimentov.
Technika MS® umoznuje izolovat a disociovat’ fragmenty generované zdrojom. Metéda bola
uspeSne aplikovand na analyzu autentickych vzoriek mocu obsahujicich amatoxiny.
V porovnani s predtym publikovanymi metédami umoznila metoéda TurboFlow LC-HR-
MS/MS rychle a priame pouzitie, nakladovo efektivnu detekciu alfa a beta-amanitinu,
validované stanovenie mnozstva alfa-amanitinu v moc¢i vhodnom pre toxikolégiu. Pokial
ide o spotrebny material (ako je TLX kolona), su naklady ELISA metody priblizne
trojnasobné oproti popisanej metéde. Tato metdoda s rezimom PQEM bola popisana
a ukazand ako vyhodna oproti generickému QEM, Co vedie k automatizovanej, rychlej
a l'ahkej priprave vzorky. Celkova doba stanovenia jednej vzorky, vratane automatizovane;j
extrakcie, analytickej chromatografie bola 15 minut. Je teda vhodna pre dennu rutinnu
a predov$etkym ntidzovu toxikologicku analyzu. Limit detekcie (LOD) a limit kvantifikacie

(LOQ) boli nastavené na 1 ng/ml [34].

Stadia Leite a spol. bola zamerana na vyvoj, optimaliziciu a aplikaciu analytickej
metédy ultraucinnej kvapalinovej chromatografile s tandemovou hmotnostnou
spektrometriou (UPLC-MS/MS). Priprava vzoriek mocu a pe¢ene sa uskutocnila zraZzanim
proteinov s organickymi rozpustadlami a extrakciou na pevnej faze (SPE) pre stanovenie
amatoxinov, alfa-amanitinu a beta-amanitinu. Boli skimané hranice linearity, detekcie
a kvantifikécie, selektivita, citlivost’, preciznost’ a zotavenie v internej a medzioperacnej
analyze s cielom zarucit’ spol'ahlivost’ analytickych vysledkov. Vyvinutd metdda sa ukazala
ako Specificka a selektivna s hodnotami LOD pre alfa a beta-amanitin v koncentracii 0,22
a 0,20 ng/ml v mo¢i a 10,9 a 9,7 ng/g v peceni. Hodnoty LOQ sa pohybovali v rozmedzi
od 0,46 do 0,57 ng/ml v moci a 12,3-14,7 ng/g v tkanive pre oba amanitiny. Linearita

v rozmedzi 10,0 az 200,0 ng/ml alebo ng/g ukazuje, zZe koeficienty korelacie boli vacsie ako
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0,997 pre alfa-amanitin a 0,993 pre beta-amanitin. Preciznost’ bola kontrolovana na troch
urovniach v priebehu troch po sebe iducich dni s intradendlnymi a medzi-dilovymi
variaénymi koeficientmi nie va¢§imi ako 15,2%. Vytazok extrakcie ukazuje dobré vysledky
pre analyzované koncentracie s hodnotami v rozmedzi od 90,2 do 112,9% pre obidve
matrice. V studii bola navrhnuta S$trukturalna charakterizacia fragmentaéného modelu
pre produktové i6ny oboch amatoxinov. Amanitiny ako bicyklické oktapeptidy st relativne
stabilné a produkujt [M+H - H20]" ako dominantné dcérske idny v dosledku disociacie
MS/MS i6nu [M+H]*. Hmotnostné spektra ziskané pre alfa a beta-amamitin (vid’ Obr.3)
poskytli piky pri pomere m/z 901 a 902, ktoré sa vytvorili dehydrataciou protonovanych
i6nov. Fragmentacia [M+H]" idonov v MS/MS mdde tiez poskytla piky pri pomere m/z 259
pre obidva toxiny. Hmotnostny detektor v rezime MRM poskytuje vynikajucu Specifickost’
umoznujucu jednoznani detekciu a potvrdenie amanitinov na nizkych trovniach
Vv biologickych matriciach. Ziskané hodnoty LOD a LOQ preukazali schopnost’ metody
stanovit’ vel'mi nizke koncentracie toxinov, ktoré sa ¢asto nachadzaji v matriciach mocu
apeCene. Kombinacia oboch technik umoZnila rychlej§iu a G€innejSiu separaciu
so symetrickymi chromatografickymi pikmi, ktoré zaruc¢uju dobré vyhodnotenie analytov
a tiez moznost’ ziskat’ presné meranie hmotnosti. Ako IS (vnutorrny Standard) bol pouzity
tilmikozin. Prezentovana metdda pontka zlepSenie v diagnostike a pozitivnom potvrdeni
intoxikacie amatoxinmi. Na Obr. 3 st zobrazené spektra alfa-amanitinu a beta-amanitinu

namerané pouzitou metdédou [35].
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Obr. 3: Hmotnostné spektra a fragmentacia alfa a beta-amanitinu [35]
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V studii Ahmed a spol. bol popisany cely postup simultannej analyzy alfa-amanitinu,

beta-amanitinu a faloidinu v toxickych hubach pomocou LC-ESI-TOF MS a mikrocystinu

RR ako IS. Bola pouzita extrakcia rozpuStadlom anasledna SPE extrakcia. Koneény

extraktovy zvySok sa rozpustil v 30 pl roztoku mobilnej fazi. Mobilna faza pozostavala

z acetonitrilu a 15% methanolu v 10 mM octane amoénnom, 50:50. Nadavkovanych bolo

5 ul vzorky. Pretoze koncentracie toxinov su v hubach dostato¢ne vysoké, rozsah merania
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v tychto pokusoch bol stanoveny na relativne vysoké hodnoty (100 az 1000 ng/g). Okrem
toho sa v po¢iato¢nom bode pouzilo iba 100 mg vzorky. Citlivost’ moze byt’ vyrazne zvysSena
zviac¢Senim davkovacieho objemu vzorky. Obr. 4 ukazuje Struktary alfa-amanitinu (m/z 918),
beta-amanitinu (m/z 919), phalloidinu (m/z 788) a IS mikrocystinu RR (m/z 1038).
Mikrocystin bol vybrany ako IS pretoze je to cyklicky heptapeptid. Na obrazku je
znazornené jednofazové spektrum TOF MS Styroch zlucenin. Vsetky spektra obsahovali
zékladné piky protonovanych molekulovych i6nov spolu s ich izotopovymi pikmi. Pre IS
mikrocystin RR sa protonovany molekularny pik objavil pri polovi¢nej hodnote m/z, pretoze
molekula bola dvojnasobne nabita dvoma argininovymi skupinami. Pre alfa-amanitin, beta-
amanitin a faloidin boli protonované molekulové piky sprevadzané pikom [M+H - H>O]";
m/z 901 pre alfa-amanitin, m/z 902 pre beta-amanitin a m/z 771 pre phaloidin.
Pre mikrocystin RR nebol pozorovany Ziadny takyto pik. Detekéné limity (pomer signal/Sum
3) pre alfa-amanitin, beta-amanitin a faloidin boli asi 30, 30 a 10 ng g. Vytazok troch toxinov
pri 100, 500 a 1000 ng/g bol v rozmedzi 53,1 az 69,6%. Spravnost’ a presnost’ pri 100, 500
a 1000 ng/g sa pohybovala od 87,9% do 117% a od 3,58% do 15,6%. Tato popisana praca
by mala byt pouzite'na na meranie toxinov Amanita v l'udskych vzorkach, ako si mo¢ a krv

otravenych jedincov [36].
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Obr. 4: Zvacsené profily protonovanych molekulovych idnov a ich izotopovych pikov
ziskanych pomocou ESI s vysokou rozliSovacou schopnostou jednostupniovym TOF MS
[36]

Analyza amanitinov mdze byt uskuto€nena viacerymi metddami, ako napr. RIA,
ELISA, TLC, CZE, HPLC s UV a EC detekciu a HPLC s MS alebo s tandemovou MS
detekciou. LOD pre tieto metddy bol rozny. Vécsinou sa pohyboval v rozmedzi 3 — 5 ng/ml.
Tato metdda bola tiez najrychlejsiou metddou pri stanoveni vzoriek obsahujucich amanitiny,
kde v jednej publikovanej metode trvalo toto stanovenie len 15 mintt. Podla literatiry je
teda kvapalinovd chromatografia dokonalou metédou pre separdciu amanitinov. Spiia
poziadavky z hl'adiska citlivosti, presnosti, Specific¢nosti, jednoduchosti a rychlej detekcie
alfa a beta-amanitinu v biologickych vzorkach. Zna¢ny pocet prac vyuziva LC spojené
s rtoznymi detek¢nymi metddami, ako je UV, EC ¢i MS. Z tychto metdod ma najcitlivejsie a
najspol'ahlivejsie vysledky MS deteckia, ktora sa v poslednej dobe aj najviac pouziva

pre stanovenie amanitinov.

31



2.4 Derivatizac¢né reakcie

Presnd a Specifickd analyza cielovych molektl v komplexnych biologickych
matriciach zostdva vyznamnou vyzvou, najmé ak su potrebné ultrastopové detekéné limity.
Casto volenou metdédou pri bioanalyzach je kvapalinova chromatografia s hmotnostnou
spektrometriou. Konvencné metddy pripravy a Cistenia vzoriek pred analyzou biologickych
kvapalin, ako je extrakcia kvapalina-kvapalina (LLE), extrakcia na pevnej faze (SPE) alebo
zrazanie proteinov, su &asovo naroéné, zdihavé a moézu negativne ovplyvnit' koneény
vytazok a citlivost’ detekcie. Na dosiahnutie ultravysokej citlivosti v r6znych ionizacnych
modoch, méze byt v LC-MS pouzita chemicka derivatizacia. Je pouzita bud’ online alebo
offline, pred alebo za koldonou, ¢o je vysvetlené na Obr. 5. Cielom chemickej derivatizacie
je zmena Struktiry analytu a ovplyvnenie jeho chemickych a fyzikalnych vlastnosti
pre dosiahnutie pozadovanej citlivosti. Moze byt taktiez pouzita na ovplyvnenie
chromatografického spravania, k zlepSeniu selektivity a ucinnosti separovanych analytov
pred dosiahnutim MS detektora. Tym sa minimalizuje idénova supresia sposobena
interferenciami matrice. Efektivnost’ extrakcie v pripade LLE a SPE moéze byt zvysena
prevedenim derivatizacie pred extrakciou a zakoncentrovanim analytu. Napriek vSetkym
vyhodam je spojenie derivatizacie s LC-MS pre bioanalyzu stale obmedzené niektorymi
nedostatkami, ako je tvorba vedl'ajsich produktov po derivatizicii, stabilita vytvorenych
derivatov, strata analytov vd’aka viacstupiovej priprave vzorky a ¢asova naro¢nost’. Vacsinu
tychto nevyhod je mozné prekonat” spravnym vyberom a optimalizaciou derivatizacnych
parametrov a testovanim derivatizacného vytazku a produktov pred pouzitim s LC-MS.
ZvySenie poctu krokov pripravy vzorky sposobené zavedenim derivatizacie bude stale
problémom. Preto hlavnou vyhodou derivatizdcie in situ (ISD), kde s analyty
derivatizované v ich povodnych biologickych matriciach, je to, Ze moZe byt preskocené
Cistenie vzorky pred derivatizaciou a umoznené citlivé a selektivne meranie v primeranom

case.
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Mode Reaction sequence

Pre-column, offline Derivatization away from LC-
injection-separation-detection

Pre-column, online Derivatization on the LC-injection-
separation-detection

Post-column, offine  Injection-separation-derivatization
away from LC-detection

Post-column, online  Injection-separation-derivatization on
the LC-detection

Obr. 5: Umiestnenie derivatizacie v LC [37]

Chemické derivatiza¢né ¢inidla by mali mat’ dve jedinecné charakteristiky pouzivané
pri ISD. Potrebuju mat’ schopnost’ byt’ pridavané vo vysokych koncentraciach bez toho, aby
spdsobili vyznamné potlacenie ionizacie a musia mat’ vysok selektivitu pre cielové analyty,
aby sa umoznila uplna derivatizacia v pritomnosti inych zloziek matrice. ISD je efektivhym
spdsobom zvySenia citlivosti detekcie a zaroven umoziuje znizenie pozadovaného poctu
krokov pripravy vzorky v porovnani s derivatizdciou ex situ (derivatizcia predtym
vycCistenych alebo extrahovanych analytov). Pridanie vel'kého mnozstva derivatizaéného
ginidla alebo prediZzenie reakéného asu vsak moze niekedy spdsobit’ tvorbu vedlajsich
produktov. Pred LC separaciou potom méze byt vyzadovany dodatocny krok LLE alebo
SPE. TaktieZ méze byt potrebné pred LC separaciou odstranit’ nadbyto¢né cinidlo, aby
nedoslo k zriedeniu pocas prekoncentracie aaby sa znizila idnova supresia. Vysoka

citlivost’, ktort je mozné dosiahnut, v§ak moze tieto nevyhody vyvazit [37].

2.4.1 Cinidla pre derivatiziaciu alkoholovych a fenolickych -OH

skupin

Bezne st pouzivané derivatizacné reakcie, na zvySenie analytického signalu, pri
HPLC a CE stanoveni zlG¢enin s hydroxylovymi funkénymi skupinami. Tieto derivatiza¢né
reakcie su zamerané na stanovenie zlGcenin s alifatickymi alkoholmi a fenolmi
s nedostatkom inych reaktivnych funkénych skupin. Na derivatizaciu mozu byt pouzité latky
ako napr. acylchloridy, organické anhydridy, izokyanaty a d’alSie rozne postupy zahriujuce
oxidaciu primarnych a sekundarnych alkoholov, sulfonaciu, esterifikaciu s karboxylovymi

kyselinami a pouzitie azidov, sulfonylchloridov a inych ¢inidiel s rdznymi odstiepitelnymi
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skupinami. Escrig-Doménech a spol. skiimali reakcie zamerané najmid na zavedenie
chromoforu alebo fluoroféru do molekuly analytu, na zavedenie naboja na zvysenie citlivosti
pri detekcii MS alebo na umoznenie separacie pomocou CE. Ich praca popisuje rézne
reakéné c¢inidla a reakéné schémy urcené na zavedenie chromoforu, fluoroforu,
ionizovatelnej skupiny alebo trvalého naboja do analytov, ktoré obsahuji alifaticky
hydroxyl alebo fenolovi skupinu, priCom nemajt iné reaktivne skupiny. Zavedenie naboja
je zaujimavé jednak kvoli zvySeniu citlivosti na MS, pre umoznenie separacie CE, ako aj
pre znizenie celkovej prchavosti, ¢im sa zvysi citlivost’ odparovacich detektorov.
Derivatiza¢né ¢inidla s rovnakou reaktivnou skupinou sa moézu lisit’ reaktivitou, ktora zavisi
mimo iné¢ho od pritomnosti aktivaénych skupin a aj od rozsirenia chromogénneho alebo
fluorogénneho konjugovaného systému. ZvySenie reaktivity cinidla je vSak Ccasto
kompenzované zniZzenim jeho stability a c¢inidla s vysokou reaktivitou a velkym
konjugatovym systémom su zvycajne drahé. Cinidla obsahujiice jeden aromaticky kruh su
zvyCajne vhodné na kontrolu priemyselnej kvality. Naopak pre enviromentalne
a biochemické aplikacie sa CastejSie pouzivaju vel'ké konjugované systémy, ktoré zaist'uji
vel’ki molarnu absorpciu alebo vysoky fluorescenény kvantovy vytazok. Je vSak zname, zZe
kondenzované kruhové systémy maji tendenciu byt karcinogénne. Okrem toho, ¢inidla
s vel'kymi hydrofébnymi ¢astami mézu byt nekompatibilné s beznymi hydro-organickymi
mobilnymi fazami, ak st prili§ hydrofoébne. Z tohto dovodu st velké konjugované systémy
¢asto doplnené polarnymi skupinami strategicky umiestnenymi v blizkosti reakénej ¢asti

molekuly.

Z jednotlivych typov derivatizaénych ¢inidiel spomefime najprv anhydridy. Medzi
tymi maju vyhodu symetrické cyklické aromatické Struktary vyhodu. Vedu k vzniku
jediného derivatu analytu, poskytujuc tak chromofor, ako aj ionizovatelnt karboxylatova
skupinu. Uzito¢né mozu byt tiez asymetrické ¢inidla ako SBA (anhydrid 2-sulfobenzoovej
kyseliny), anhydrid kyseliny izatoovej a necyklické symetrické anhydridy, ako tie, ktoré sa

pouzivaju na zvySenie prchavosti pre detekciu v MS alebo separaciu pomocou GC.

Viaceri autori potom porovnavali acylchloridy a izokyanaty. Niektoré stadie tiez
porovnavali r6zne organické anhydridy ako ¢inidla na derivatizaciu ethoxylatov mastnych
alkoholov, ako aj niekol'ko d’alsich ¢inidiel na derivatizaciu inych analytov. Pokial’ ide o
stabilitu derivatov, estery sa pomaly hydrolyzuji vo vodnom a hydroorganickom roztoku.
Preto by mali byt derivaty vytvorené reakciou s acylchloridmi a organickymi hydridmi

okamzite analyzované alebo uchovavané v mraznicke. Inak moéze dojst’ k ovplyvneniu
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vysledkov, pretoze hydrolyza prebicha v roznymi rychlostami u analytov, ktoré maju rozne
alkoholové zvysky (napr. estery neetoxylovanych alkoholov sa hydrolyzuji ovel'a pomalSie

ako estery etoxylovanych oligomérov s rovnakym alkylovym ret'azcom).

Pokial’ ide o oblasti pouzitia, derivatizacia hydroxylovych funkénych skupin sa
pouziva hlavne v priemyselnej kontrole kvality a hodnoteni vplyvu neionogénnych
alifatickych povrchovo aktivnych latok na zivotné prostredie. V niekol’kych pripadoch sa
tiez pouzila na stanovenie anionovych povrchovo aktivnych latok, ktoré st estermi
anorganickych kyselin ako kyselina sirova alebo kyselina fosfore¢na. Dalsie zaujimavé
analyty v priemyselnej a environmentélnej oblasti, ktoré boli tiez derivatizované tymi istymi
sposobmi, zahffiaju rozpustné polyméry (ako PEG - polyetylén glykol) a malé polarne
molekuly (ako glykoly a iné). Z analytov s pozoruhodnou biologickou aktivitou boli
derivatizované napr. fytosteroly, hormény, di- a monoglyceridy a mnohé dalSie. Tieto
obsahujt jednoduché molekuly ako cholin alebo vel'mi zlozité molekuly ako endektocidy.
Matrice zahffiaju vSetky typy bunkovych kultar, biologické tekutiny, tkaniva, jedlo a d’alSie.
Rdzne reakéné ¢inidlé a postupy pripravy vzoriek pouzivané v biochemickych a stvisiacich
oblastiach mézu byt zaujimavé aj v inych oblastiach, ktoré vyzaduju vysoku citlivost’, ako

je obvykly pripad pri Stadiach Zivotného prostredia a naopak [39].

35



0 0
! T RROH ——> ﬂ A e
R cl R OR'
b)
I
R—N=C=0 + ROH —> RH‘“NH/C\OR’
c)

O

8] 8] O
O T G §
R O R R ) R
0] 0 0 O @]
)-I\ )l\ | )-I\ R" + H,O —> )I\ R" 4 )l\
R 0 R R" ()/ R (J/ R"

Obr. 6: Derivatizac¢né reakcie hydroxylovych funkénych skupin s acylchloridmi (a),

OH

O
S

OH R oIl
organickymi anhydridmi (b) a izokyanatmi (c) [39]

2.4.2 Dansylacia

V praci Guo a spol. bola pouzita chemicka derivatizacia zalozena na dansylacnej reakcii pre
absoltutnu a relativnu kvantifikaciu aminovych a fenolovych metabolitov v komplexnej
vzorke. Kvantitativna analyza metabolitov obsahujucich aminové alebo fenolové funkéné
skupiny zahina pouzitie diferencialneho izotopového znafenia amino a fenolovych
metabolitov dansylaénou reakciu s **C/*2C dansyl chloridom. Syntéza *C dansyl chloridu
ako derivatizacného cinidla bola zaloZena na dvojstupfiovom postupe, ktory je zobrazeny
na Obr. 7 (A). Obr. 7 (B) znazornuje reakénu schému pre dansylaciu zlucenin obsahujticich
amin a fenol. Vyhodou pouzitia dansyl chloridu je, ze tato reakcia je jednoduchd, rychla
a siroko pouzitel'na pre radu aminov a fenolov anevytvaraju sa pri nej takmer ziadne
vedlajsie produkty. Dalsou vyhodou je, Ze dansylované metabolity mozu byt efektivne

ionizované a detegované pomocou ESI MS. Pri analyze 20 aminokyselin bolo zvySenie
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signalu pomocou dansylacie 0 1-3 rady vyssie v zavislosti od typu podmienok a rozpustadla

pouzitého pri EST MS [40].
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Obr. 7: Reakéné schémy (A) syntézy izotopového zna¢eného ¢inidla dansyl chloridu *C»
a (B) dansylacia [40]
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2.4.3 Methylacia

Methylacia sa pouZziva napr. k zlepSeniu u¢innosti ionizacie v MS detekcii. V praci Mok
aspol. bola pouzita derivatizacia trimethylsilyldiazometanom (TMSD) na zlepSenie
ucinnosti ionizacie pri profilovani FFA (vol'né mastné kyseliny). Ako FFA boli pouzité
kyselina palmitova, olejova a arachidénova. Na selektivnu kvantifikaciu methylovanych
FFA bola pouzita metoda MRM. Optimalna methylacia pomocou TMSD bola
validovana na profilovanie FFA. Nasledne bola vykonana rychla vysokot¢inna analyza
FFA po kratkej derivatizacii. Na overenie uzito¢nosti a i¢innosti vyvinutej metody boli
porovnavané data methylovanych a nemethylovanych FFA pri profilovani FFA z pecene
a plazmy mysi. Neupravena kyselina olejova vykazovala 25 krat vyssi LOD ako jej
odpovedajuci metylovany Standard. Citlivost bola vyznamne zvySena v pripade
Standardov kyseliny palmitovej a kyseliny olejovej. Aj ked’ neupravena Kkyselina
arachidonova vykazovala rovnaky LOD a citlivost’ podobnu jej methylovanej forme, jej
priemerna plocha piku bola mensia ako methylovana forma. LOD pre FFA st zobrazené
v Tab. IV. Methylacia bola vyhodna pre ziskanie lep$ich vysledkov pri profilovani FFA
[41].

Tab. IV: Valida¢né data a LOD pre FFA [41]

Table 4 Data of validation of methylated fatty acids and LODs

Intraday Interday

variation” variation® LOD (ng)
Species RT” (min) RT  Peakarea RT Peakarea Intact Methylated
Palmitic acid 1.59 1.6 3.6 1.1 15.1 1600 300
Oleic acid 2.8 0.2 3 0.4 7.1 1000 40
Arachidonic acid 2.15 0.4 4.6 0.4 4.8 100 100
(d8) arachidonic acid-1S ~ 2.09 0.9 1.7 0.6 15 100 100
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Pouzité chemikalie a pristroje

Redestilovand voda (deionizacna stanica Milipore, Molsheim, Franctzsko),
acetonitril (HPLC, VWR International, USA), kyselina mrav¢ia (gradient grade, Sigma-
Aldrich, USA), bezvody dimethyl sulfoxid (GC, Sigma-Aldrich, USA), dimethyl sulfoxid
(GC, Sigma-Aldrich, USA), dansyl chlorid (HPLC, Sigma-Aldrich, USA), (4-(2-
pyridiloxy)phenyl) sulfonyl chlorid hydrochlorid (Sigma-Aldrich, USA), oktadecyl jodid
(Sigma-Aldrich, USA), methyl jodid (Sigma-Aldrich, USA), hydrogénuhli¢itan sodny (p.a.,
Penta, Ceska Republika), hydroxid sodny (p.a., Penta, Ceska republika), methanol (HPLC
grade, VWR, Francuzsko), heptan (p.a., Penta, Ceska republika), hexan (HPLC, Lach-Ner,
Ceska republika), chloroform (p.a., Penta, Ceské republika), aceton (Fisher Scientific, UK),
ethanol (HPLC, Lachner, Ceska republika), alfa-amanitin (Sigma Aldrich, USA), beta-
amanitin (Sigma Aldrich, USA), tetrahydrofuran (HPLC, Sigma Aldrich, USA),
dichlormethan (p.a., Penta, Ceska Republika), toluén (GC, Sigma Aldrich, USA).

Ultra-ucinny kvapalinovy chromatograf Acquity UPLC I-Class (Waters, Milford,
USA) s hmotnostnym spektrometrom Xevo TQD (Waters) s ionizaciou elektrosprejom
a trojitym kvadrupolom. Ultra-u¢inny kvapalinovy chromatograf Acquity UPLC H-Class
(Waters) s tandemovym hmotnostnym spektrometrom Q-TOF Premier (Waters) s ionizaciou
elektrosprejom a hybridnym analyzatorom typu kvadrupoél - kolizna cela - detektor doby
letu.

Chromatograficka koléna Acclaim ™ RSLC 120 C18; 2.2 pm, 120 A: 2,1 x 100
mm; Dionex Bonded Silica Products (Thermo Fisher Scientific, USA).

3.2 Parametre merania

Amanitiny boli analyzované pomocou kvapalinového chromatografu s hmotnostnym
spektrometrom. Meranie bolo prevedené v kladnom ionizacnom méde. Pre MRM meranie
boli nastavené parametre, ktoré su uvedené v Tab. V, Tab. VI a Tab. VII. Pre MS/MS

analyzu boli nastavené parametre uvedené v Tab. VIII.
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Tab. V: Parametre merania pre MRM DanAb

Parameter Hodnota
Teplota zdroja 150 °C
Desolvatacna teplota 450 °C
Napitie na kapilare 1,6-2,4kV
Napitie na vstupnom konuse 20-50V
Prietok desolvataéného plynu 400 I/hr
Kolizna energia 30-90V

Tab. VI: Parametre merania pre MRM MeDanAb

Parameter Hodnota
Teplota zdroja 150 °C
Desolvatacna teplota 450 °C
Napitie na kapilare 1,4-22kV
Napitie na vstupnom konuse 30-70V
Prietok desolvata¢ného plynu 400 I/hr
Kolizna energia 30-90V

Tab. VII: Parametre merania pre MRM OcdDanAb

Parameter Hodnota
Teplota zdroja 150 °C
Desolvatacna teplota 450 °C
Napitie na kapilare 16 -3,2kV
Napitie na vstupnom konuse 40-95V
Prietok desolvatacného plynu 400 I/hr
Kolizna energia 30-90V
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Tab. VIII: Parametre merania MS/MS MeDanAb

Parameter Hodnota
Teplota zdroja 100 °C
Desolvatacna teplota 400 °C
Napitie na kapilare 5kV
Napdtie na vstupnom konuse 40V
Prietok desolvataéného plynu 300 I/hr
Kolizna energia 30a40eV

Separacia bola prevedena na chromatografickej kolone Acclaim RSLC 120 C18
s gradientovou elticiou. Mobilna faza bola zvolena podl'a inej diplomovej prace venujuci sa
separacii amanitinov [42]. Obsahovala 0,5% kyseliny mravéej vo vode (A) a 100 %
acetonitrilu (B). Prietok mobilnej faze bol 0,6 ml/min a objem nastrieknutej vzorky bol 5 ul.

Chromatograficka separacia prebichala 8,5 mintty. Profil gradientu je uvedeny v Tab. IX.

Tab. IX: Profil gradientu mobilnej faze

Cas (min)  Prietok (ml/min)  Faza A (%) Faza B (%)

1 0 0,6 98 2
2 1 0,6 98 2
3 5,2 0,6 10 90
4 8,2 0,6 10 90
5 8,5 0,6 98 2

3.3 Priprava vzorky

K priprave vzorky bol pouzity zasobny roztok beta-amanitinu s koncentraciou
1 mg/ml, ktory bol nasledne nariedeny methanolom na koncentraciu 0,1 mg/ml. Pre
derivatizaciu boli pripravené dve vzorky. Do kazdej vialky bolo napipetovanych 20 pl
roztoku beta-amanitinu (0,1 mg/ml). Po odfukani pod pradom dusika bol odparok
rozpusteny v 20 pl acetonitrilu. K roztoku bolo pridanych 100 pl 0,1 M
hydrogénuhlic¢itanového pufru s pH 10, ktory bol pripraveny z hydrogénuhli¢itanu sodného
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a upraveny s hydroxidom sodnym na pH 10. Nasledne bolo pridanych este 100 pl roztoku
dansylchloridu (o koncentracii 1 mg/ml), ktory bol pripraveny rozpustenim dansylchloridu
v acetonitrile. Derivatizacia prebiehala zahriatim tejto zmesi na 65 °C po dobu 5 minut.
Zmes bola po derivatizacii odfikana do sucha za si¢asného zahrievania pri 100 °C. K jednej
vzorke bolo cez septum pridanych 100 pl bezvodého dimethyl sulfoxidu a 10 pl methyl
jodidu. Druha vzorka bola pripravena pridavkom 100 pl roztoku, pripraveného rozpustenim
5 mg oktadecyljodidu v 1 ml bezvodého dimethyl sulfoxidu, k zmesi. Nasledne boli obe
vzorky zahrievané po dobu 180 mintt. Zo vzoriek bolo odobratych 20 ul a nariedenych do
180 pl acetonitrilu a to v ¢ase: 10, 30, 60, 120 a 180 mint.

Pre meraniec MRM boli pripravené vzorky DanAb, MeDanAb a OcdDanAb. Do
kazdej vialky bolo napipetovanych 20 ul roztoku beta-amanitinu (0,1 mg/ml). Po odfikani
pod pradom dusika bol odparok rozpusteny v 20 pl acetonitrilu. K roztoku bolo pridanych
100 ul 0,1 M hydrogénuhlicitanového pufru s pH 10. Nasledne bolo pridanych este 100 pl
roztoku dansylchloridu (1 mg/ml). Derivatizacia prebichala zahriatim tejto zmesi na 65 °C
po dobu 5 minut. Zmes bola po derivatizacii odfukand do sucha za sicasného zahrievania
pri 100 °C. K vzorke DanAb bolo cez septum pridanych len 100 pl bezvodého dimethyl
sulfoxidu. K vzorke MeDanAb bolo cez septum pridanych len 100 pl bezvodého dimethyl
sulfoxidu a 10 pl methyl jodidu. K vzorke AcdDanAb bolo pridanych 100 pl roztoku,
oktadecyljodidu v dimethyl sulfoxide (5mg/ml). Vzorka DanAb a MeDanAb boli zahrievané
po dobu 10 mintt. Vzorka OcdDanAb bola zahrievana 180 minut.
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

Hlavhym cielom prace bolo derivatizovat' alfa a beta-amanitin dansylaciou
a naslednym navazanim methylovej prip. oktadecylovej skupiny pre zlepSenie
ionizacie tychto latok v MS. Boli preskimané rozne pristupy. Pripravené reakéné zmesy
boli analyzované metdédou UHPLC-MS/MS. Bola pouzitd gradientova elacia, kedy sa
vychadzalo z podmienok skorSej prace venovanej separacii amanitinov [42] avSak celkové

trvanie jednej analyzy bolo prediZzené na 8,5 minuty (vid’ kapitola 3.2).

4.1Postupy merania

Prvym krokom bolo potvrdenie reakcie dansyl chloridu s methyljodidom za vzniku
methylovaného dansyl chloridu. Neuspesne boly vyskusané nasledujiice postupy. Najskor
bola pripravena vzorka ktora obsahovala sulfoyl chlorid rozpusteny v ACN (1 mg/ml) a pufr.
Po zmerani nebolo v MS spektre vidno prislusné piky patriace chloridu hydrolyzovanému
na sulfonova kyselinu s hodnotou m/z 270. Pripravena vzorka bola nariedena ACN s 1%

HCOOH, pre zlepsenie odozvy analytu v kyslom prostredi. Toto vsak takisto nepomohlo.

Dalsie merané vzorky obsahovali 42PPsulfonylCL (1 mg/ml), v jednom pripade
doplnena ACN, v druhom potom zmesou voda:ACN - 1:1 — pridavok vody do rozpustadla
bol uskutocneny s ciel'om podporit’ hydrolyzu 42PPsulfonylCL na sulfonovi kyselinu. Bola
pripravena aj vzorka 42PPsulfonylCL, methyl jodidu a ACN (prip. zmesi ACN:voda - 1:1).
Ani v tomto pripade nebolo vidno na MS spektrach prislusné piky s hodnotou m/z 270. Boli
pripravené aj vzorky alfa-amanitinu (0,1 mg/ml), 42PPsulfonylCL a ACN. Reakcia taktiez

neprebehla podla ocakéavania.

Oktadecyl jodid sa v ACN nerozpustal tplne. Preto bolo skiisané jeho rozpustanie
aj vinych rozpustadlach ato vacetone, DMSO a THF. Rozpustanim vo viacerych
rozpustadlach bolo zistené, ze oktadecyl jodid sa dobre rozpusta v tetrahydrofurane. Preto
bol pripraveny roztok 61 mg oktadecyl jodidu v 400 pul THF a zmiesany so 42PPsulfonylCL
(1 mg/ml v THF) a THF. Vzorka bola zahrievana 4 hodiny pri 60 °C a nasledne 100x
nariedena s ACN. Ani tento pristup neviedol k pozadovanej reakcii — oktadecylacii
aminovej skupiny derivatiza¢ného ¢inidla (pri analyze nebol detegovany pik o m/z 505).
Preto bolo vyskasané rozpustanie oktadecyl jodidu a42PPsulfonylCL v dalsich
rozpustadlach: v hexane, heptane a chloroforme. 42PPsulfonylCL bol pritom ako druhy
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reakény komponent vzdy rozpusteny v ethanole (1 mg/ml). Dalgia vzorka bola pripravena
rozpustenim oktadecyl jodidu aj 42PPsulfonylCL v toluéne, pretoze v tomto rozpustadle
boli obe zliceniny najlepSie rozpustné bez dalSicho potrebného zahrievania alebo
ultrazvukovania. Vsetky vzorky boli zahrievané 4 hodiny pri 60 °C a po zahriati 100X
nariedené ethanolom a vzorka pripravena toluénom bola nariedena s ACN. Po zmerani

nebolo vidno ziadne hl'adané piky.

Ked’Zze ostatné merania boli prevedené v kyslom protredi, d’alsSim krokom na
zlepSienia merania, ktory bol pouzity, bolo pridanie triethylaminu. Ten vytvara bazické
protredie, ¢o by malo zlepsit’ reakciu oktadecyl jodidu so 42PPsulfonylCL. Bola pripravena
vzorka oktadecyl jodidu a 42PPsulfonylCL v toluéne a triethylamine. Mnozstvo pouzitého
triethylaminu bolo ekvimolarne mnozstvu oktadecyl jodidu. VVzorka bola tieZ nariedena
Vv jednom pripade s ACN av druhom s ethanolom. Meranie nebolo znovu uspesné. Ani

zahrievanie 16 hodin pri 60 °C neviedlo k aspesnym vysledkom.

Kedze vysledky s pouzitym 42PPsulfonylCL neboli uspes$né, nedochadzalo ani
k vzniku sulfonovej kyseliny, pri d’alSich meraniach bol namiesto 42PPsulfonylCL pre
prvotnt derivatizaciu pouzity dansyl chlorid. Boli pripravené vzorky z dansyl chloridu
v ACN (1 mg/ml), pufru a beta-amanitinu (1 mg/ml). Vzorky boli zahriaté a odfikané
dosucha. Nasledne bol k vzorkam pridany roztok oktadecyl jodidu, ktory bol rozpusteny
v roznych rozpustadlach ato vtoluéne, ACN, methanole, ethanole a dichlormethane.
Vzorky boli opét’ zahriaté. Vzorka obsahujuca dichlormethan sa odparila, takze zmerana
nebola. Ostatné vzorky boli nariedené 1:1 s ACN a zmerané. Opét’ nebolo vidno prislusné

piky v MS spektre.

4.1.1 Meranie s pouzitim pyridinu

Dalsie vzorky boli pripravené s pouzitim pyridinu, ktory ma blizku $truktiru skorej
pouzitych derivatizanych ¢inidiel. Najskor bolo sledované, ¢i je mozné pyridin methylovat’.
Boli namiesané vzorky methyl jodidu, pyridinu a rozptstadla. Ako rozpustadla boli pouzité
DMSO, ACN, methanol, aceton, toluén a THF. Po zmieSani boli vzorky zahrievané,
nariedené s ACN a zmerané. Vysledny pik m/z 94 odpovedajuci methylovanému pyridinu
bolo vidno vo vsetkych pripadoch. Z tychto vzoriek mali najlepsi signal vzorky rozpustené
v DMSO a methanole. KedZe methylacia pyridinu bola tspe$na s pouzitim DMSO

a methanolu, pre d’alsie meranie so 42PPsulfonylCL bol ako rozpustadlo pouzity methanol,
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pretoze poskytoval o mierne vyssi signal ako DMSO. 42PPsulfonylCL rozpusteny
v ethanole (1 mg/ml) bol zmiesany s pufrom, odfikany dosucha a k odparku bol pridany
methanol, voda a methyl jodid. Takto vzniknuta vzorka bola zahriata pri 50 °C na 15 minft.
Po zmerani vznikala pozadovana sulfonova kyselina. Bolo ju vidno v MS spektre s hodnotou
m/z 252.

V zavislosti na tUspechu predchadzajuceho merania, kedy vznikala sulfonova
kyselina, bola pripravena d’alSia vzorka, ktora obsahovala methyl jodid, 42PPsulfonylCL
v ACN (1 mg/ml) a ACN. V jednom pripade bola pripravena nasledne s alfa-amanitinom
s konc. 0,1 mg/ml a v druhom pripade s roztokom alfa-amanitinu s pufrom. Po zmerani bolo
vidno v MS spektre len hodnoty m/z 252, ¢o je sulfonova kyselina a m/z 266, o je
methylovana sulfonova kyselina, teda nie prislusné piky alfa-amanitinu. Taktiez boli
pripravené vzorky dansyl chloridu s methyl jodidom v methanole a DMSO. Vzorky boli
zahrievané 5 minut pri 65 °C a nasledne zmerané. Chromatogram merania je na Obr. 8
ukazuje piky s rovnakou hodnotou m/z 266, ktoré sa vsak 1ysili hodnotami reten¢nych ¢asov.
Vzhl'adom na podmienky reakcie a chemické chovanie zlucenin v zmesi, doSlo zrejme
k a) methylacii hydrolyzovaného dansylu, ktorého pik eluuje v retencnom ¢ase 0,56 min
a d’alej k b) methoxylacii sulfonyl chloridovej funkénej skupiny, kde vznika methylester,

ktorého reten¢ny Cas je 4,55 min.
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Obr. 8: Chromatogramy zobrazujuce piky s rovnakym m/z 266, a) v pripade

methylovaného hydrolyzovaného dansylu a b) v priprade methylesteru dansylu
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Vzhladom ktomu, ze reakcie neviedli k pozadovanym vysledkom (alkylacia
amanitinov derivatizovanych pomocou 42PPsulfonylCL), boli d’alej vzorky pripravované
S pouzitim dansyl chloridu. Avsak bolo aspon zistené, ze je nutné vyhnut’ sa pouzitiu nizsich
alkoholov ako rozpustadiel, pretoze reaguju so sulfonyl chloridovou funk¢nou skupinou, co
je pre nas neziadtce. Pre d’alsie merania bol preto pouzity bezvody DMSO, ktory poskytoval

v pripade merania s pyridinom taktiez vyborné vysledky.

4.2 Optimalny postup pre pripravu alkyl-dansyl-beta amanitin

Ked'Ze alfa-amanitin (dochadzalo k jeho oxidacii) nereagoval ako beta-amanitin, bol
pri meraniach pouzity len beta-amanitin. Finalny postup pripravy alkylovanych derivatov
dansyl-beta-amanitinu vychadza zo skorej uvedenych poznatkov ohladom reaktivity
jednotlivych reakénych komponentov. Syntéza bola UspeSna S pouZitim methyl jodidu
a taktiez s pouzitim oktadecyljodidu. Vzhl'adom k tomu, ze alkyl halogenidy st nachylné
k hydrolyze, bolo nutné vzorky uchovavat' vo vysuSenych vialkach utesnenych septom
a vSetky odbery vzoriek ako aj pridanych chemikalii prevadzat’ pomocou ihiel a hamiltoniek,
aby do vzoriek nebola zanesend voda alebo pripadna vlhkost. Dolezité je tiez, ze sme
previedli zmenu oproti predchddzajicej praci a zacali sme pridavat’ dansyl do pufrované¢ho
amanitinu (analytu) namiesto zmiesania pufru s dansylom, ¢o by malo vzhladom k riziku
hydrolyzy dansyl chloridu byt’ bezpe¢nejsie. Vzorky beta-amanitinu v methanole (zasobny
roztok) boli najprv odfikané do sucha, aby naslednym zmieSanim s dansyl chloridom
nevznikal methyl ester sulfonovej kyseliny. Az nasledne boli rozpustené v malom mnoZzstve
ACN, potom v pufri a az potom bol pridany roztok dansyl chloridu, aby nedochadzalo
k neziaducej reakcii. Nasledne bol pridany bezvody DMSO a methyl jodid (popripade
oktadecyljodid)

4.2.1 Chromatograficka analyza reak¢nej zmesi methylovaného

derivatu s pouzitim methyl jodidu

Vsetky vzorky boli analyzované metodou UHPLC-MS/MS. Vzorky pripravené
vyssie uvedenym postupom boli zahrievané na 65 °C a odoberané po 10, 30, 60, 120 a 180

minutach pre sledovanie priebehu alkylacie. Prislusné piky - dansylovany beta-amanitin
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(DanAb) a methylovany dansylovany beta-amanitin (MeDanADb) - boli detegované uz po 10
minutach ako ukazuje Obr. 9. Na tom s znazornené SIR chromatogramy pripravenej vzorky
beta-amanitinu po derivatizacii a naviazani methyl jodidu. DanAb (m/z 1153,4) mal

reten¢ny ¢as 3,70 minat. MeDanAb (m/z 1167,4) mal reten¢ny ¢as 3,79 minnt.
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Obr. 9: SIR chromatogram MeDanAb a DanAb po 10 mintitovom zahrievani

Priemerny retenény ¢as chromatogramov 5x opakovaného merania vzorky s methyl
jodidom a vzorky pripravenej rovnakym spdsobom ale bez methyl jodidu je uvedeny
v Tab. X.

Tab. X: Priemerné retenéné casy MeDanAb, DanAb

MeDanAb DanAb
Priemerny
reten¢ny cas 3,78 £ 0,006 3,70 £ 0,006
(min)
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Plocha pikov u jednotlivych vzoriek sa s postupnym ¢asom zahrievania lisila. Po 10
minatach zahrievania bola plocha piku pozadovaného produktu u oboch, DanAb
a MeDanAb, najvicésia. Plochy pikov klesali s rastiicim ¢asom zahrievania. Najvacsi pomer
plochy piku MeDanAb:DanAb bol pri vzorke, ktora bola zahrievana 180 minuat. Pri tejto
vzorke vidno, Ze zahrievanim zanika takmer vSetok DanAb a mnozstvo MeDanAb kleslo

takmer o polovicu mnozZstva, oproti 10 mintitam, ¢o je zobrazené v Tab. XI.

Tab. XI: V tabul’ke st zobrazené hodnoty plochy pikov dansylovaného, methyl

dansylovaného beta-amanitinu a pomer ich ploch.

Cas 1: Plocha piku 2: Plocha piku methyl. Pomer plochy
(min) | dansylovaného B-amanitinu | dansylovaného p-amanitinu piku 2:1

10 3726 13234 3,55

30 1645 13215 8,03

60 1105 8276 7,49

120 1077 8782 8,15

180 329 8424 25,60

4.2.2 Chromatograficka analyza reakénej zmesi oktadecylovaného

derivatu

Chromatografické podmienky aj podmienky odberu vzoriek boli totozné
s predchadzajucim pripadom. Prislusny pik DanAb (dansylovany beta-amanitin)
a OcdDanAb (oktadecylovany dansylovany beta-amanitin) boli detegované uz po zahrievani
na 10 mintt ako vidno aj na Obr. 10. St na iom znazornené SIR chromatogramy pripravene;j
vzorky beta-amanitinu a to po derivatizacii a naviazani oktadecyl jodidu. DanAb (m/z
1153,4) mal reten¢ny ¢as 3,71 mintt. OcdDanAb (m/z 1405,7) mal reten¢ny ¢as 7,29 minft.
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Obr. 10: SIR chromatogram po 10 minutovom zahrievani vzorky a) OcdDanAb odpovedal
m/z 1405,7 a b) DanAb odpovedal m/z 1153,4

Priemerny reten¢ny ¢as z chromatogramov merania vzorky s oktadecyl jodidom

a vzorky pripravenej rovnakym spdsobom ale bez oktadecyl jodidu je uvedeny v Tab. XII.

Tab. XII.: Priemerné retenéné ¢asy OcdDanAb, DanAb

OcdDanAb DanAb

Priemerny
retencny ¢as 7,33 £0,007 3,70 £ 0,006

(min)

Plocha pikov u jednotlivych vzoriek sa s postupnym ¢asom zahrievania lisila.
U oktadecylovaného derivatu plochy pikov neklesali s rastiicim ¢asom ako to bolo v pripade
methylovaného. Plochy piku u vzorky DanAb klesali s ¢asom zahriatia, av§ak plochy piku
OcdDanAb s ¢asom naopak rastli. Najvacsia plocha piku tak bola detegovana u vzorky,
ktora bola zahrievana najdlhSie, teda 180 minut. Zda sa teda, ze s dIh§im ¢asom zahriatia
vznika vicsie mnozstvo OcdDanAb, z ¢oho vyplyva aj postupné zvac¢Sovanie pomeru medzi

plochami pikov OcdDanAb a DanAb, ¢o je zobrazené v Tab. XIII.
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Tab. XI1II: V tabul’ke su zobrazené hodnoty plochy pikov dansylovaného, oktadecyl

dansylovaného beta-amanitinu a pomer ich ploch

Cas 1. Plocha piku 2. Plocha piku oktadecyl | Pomer plochy
(min) | dansylovaného B-amanitinu | dansylovaného f-amanitinu piku 2.:1.

10 24381 9276 0,38

30 18820 14321 0,76

60 17832 18954 1,06

120 16740 25680 1,53

180 445 22303 50,12

4.2.3 Porovnanie methylovanej a oktadecylovanej vzorky

Na Obr. 11 je znazornené porovnanie chromatogramov oboch zmesi po zahrievani
10 minut. U oboch chromatogramov moézeme vidiet pritomnost DanAb v rovnakom
retenénom ¢ase (3,70 min). MeDanAb eluuje mierne neskorsie ako DanAb, a to v retenénom
¢ase 3,79 min a OcdDanAb eluuje ako posledny v retenc¢nom ¢ase 7,39 mintty. Neskors$ia
elicia OcdDanAb oproti MetDanAb je pravdepodobne Sposobena rozdielmi v polarite
obidvoch latok — dlhy alkylovy retazec oktadecylu Spdsobuje vécSie zadrziavanie tejto
zlG¢eniny na nepolarnej stacionarnej faze. Priebeh obidvoch reakcii sa taktiez 1isi — zatial’ ¢o
u methylovaného derivatu postacuje na priebeh reakcie krat$i reakény cas (10 min),

u oktadecylovaného derivatu je vyhodnejSie ponechat’ reakciu prebiehat’ po dlhsi ¢as.
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Obr. 11: SIR chromatogram MeDanAb a DanAb + OcdDanAb a DanAb po 10 minitovom

zahrievani

4.3Priprava vzoriek alfa a beta-amanitinu pre MS, MS/MS,
MRM a SIR meranie

Nasledne bola pripravena sada cerstvych vzoriek alfa a beta-amanitinu. Boli
pripravené vzorky: alfa-amanitin s pufrom bez dansyl chloridu a methyl jodidu ¢i
oktadecyljodidu, ¢o sluzilo ako blank, na zistenie toho, ¢o sa deje so samotnym analytom;
alfa-amanitin s pufrom a dansyl chloridom bez methyl jodidu alebo oktadecyl jodidu; alfa-
amanitin s pufrom, dansyl chloridom a methyl jodidom a alfa-amanitin s pufrom, dansyl
chloridom a oktadecyl jodidom. Prvé dve vzorky boli zahrievané 10 a 180 minut. Vzorka
s methyl jodidom bola zahrievana 10 minut ked'ze v predchadzajicom merani, kde sa
Studovala stabilita amanitinu v rozmedzi 10-180 minut, bol tento Cas najlepsi. Vzorka
s oktadecyl jodidom bola zahrievana 180 minut, pretoze naopak tento ¢as bol najvyhodnejsi
Vv predchadzajicom merani pre vzorku obsahujiucu oktadecyl jodid. Takym istym sposobom
boli pripravené aj vzorky beta-amanitinu. Nasledne bol obsah vsetkych vzoriek merany

s vyuzitim MS a MSMS (na pristroji typu QqTOF) a SIR a MRM (na pristroji typu QqQ).
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4.3.1 Alfa-amanitin

Vzorka DanAa po zmerani reagovala inak ako vzorka DanAb. Pravdepodobne u tejto
vzorky dochadza k oxidacii amidicke] skupiny, ked’ze u beta-amanitinu k takejto reakcii
nedochadza, tato skupina je jedind, v ktorej sa tieto dve latky lisia. Moznou pri¢inou preco
k tomuto deju dochadza je, ze tato latka nevydrzi zahrievanie prevadzajice derivatizaciu. Na

Obr. 12 mozno vidiet', ze oxidovana forma tejto vzorky ma vyssiu intenzitu ako DanAa.
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Obr. 12: Namerané chromatogramy vzorky MeDanAa

4.3.2 Analyza vzorky beta-amanitinu

Vzhl'adom na to, Ze vzorka beta-amanitinu poskytla pozadovany produkt, bol tento
produkt d’alej analyzovany v rezime MS/MS. Fragmenta¢né spektrum ziskané pri koliznej
energii 30 240 V je zobrazené na Obr. 13. V tomto spektre je mozno vidiet’ fragmentaciu
piku MeDanAb (0 m/z 1167,4). Struktary fragmentovanych i6nov neboli identifikované,
hoci zamerom merania bolo zistit, ktory fragmentovany i6n sa vyskytuje s najvacSou
intenzitou a bol by teda pouzitel'ny pre meranie MRM prechodu. Po zvyseni koliznej energie
230 eV na 40 eV je vidno, ze pik s m/z 259 vzrastol. Metdda bola teda presunutd na
hmotnostny spektrometer typu trojitého kvadrupolu a boli hl'adané optiméalne podmienky

pre MRM prechod 1167,4 — 259,4. Tieto prechody boli hladané pomocou zmeny
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niekol’kych kI"i¢ovych parametrov a to koliznej energie (CE) v rozsahu 30 — 90 V, napitia
kapilary (CV) v rozsahu 1,4 — 3,2 kV a napiétie konusu v rozsahu 20— 95 V, pre rozne vzorky
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Obr. 13: MSMS spektrum piku m/z 1167,4 zo vzorky MeDanAb pri koliznych energiach
30, resp. 40 eV.

4.3.2.1  Analyza vzorky methylovaného dansyl-beta-amanitinu S vyuZitim
MRM prechodov

Ciel'om prace ma byt najdenie lepsej metody pre detekciu a stanovenie amanitinov.
Jednou z najcitlivejSich analytickych metéd pre tento cel je tandemova hmotnostna
spektrometria v mode MRM. Pri tejto metdde je izolovany ion Ziadaného analytu, ktory je
nasledne fragmentovany a detegovany je iba jeho charakteristicky fragment. Tato metoda je
vel'mi $pecifickd (pri zvoleni vhodnej kombinacie rodicovského a fragmentovaného ionu)
a taktiez citliva (pristroj je po cely €as analyzy nastaveny len na prepustanie tychto dvoch
i6nov). V ramci najdenia optimalnych meracich podmienok bola vzorka merana
s nastavenim MRM prechodu 1167,4 — 259,4 a hodnotami CE Vv rozmedzi 30 - 90 V.
Plochy pikov jednotlivych merani st zobrazené v Tab. XIV. Najlepsia hodnota koliznej

energie (v zmysle najvacsej plochy piku) bola 60 V (vyznacena v tabulke).
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Tab. XIV: Plochy pikov merania MRM pri r6znych koliznych energiach

CE (V) Plocha piku
30 417
40 2678
50 4999
60 7991
70 5653
80 3236
90 1643

Nasledne bolo s vyuzitim tejto hodnoty hl'adané optimum pre CV. To bolo merané
v rozmedzi 1,6 — 2,4 kV. Plochy pikov jednotlivych merani su zobrazené v Tab. XV.
Najlepsia hodnota napétia kapilary (v zmysle najvéacsej plochy piku) bola 1,8 kV (vyznacena
v tabul’ke). Pri tejto hodnote mal pik najvacsiu plochu, aj ked’ plochy sa v celom rozsahu

skimanych hodnot CV vel'mi nelisili.

Tab. XV: Plochy pikov merania MRM pri réznom napti kapilary

CV (kV) Plocha piku
1,6 659
1,8 668
2,0 626
2,2 631
2,4 603

Ako posledny parameter pre optimalizdciu bolo nasledne s vyuzitim vysSie
optimalizovanych hodn6t merané optimum pre poslednu kI'acovl veli€¢inu - napédtie konusu.
Toto napitie bolo merané v rozmedzi 20 — 50 V. Plochy pikov jednotlivych merani st
zobrazené v Tab. XVI. Najlepsia hodnota napitia konusu (v zmysle najvacsej plochy piku)

bola 50 V, ¢o je v tabul’ke vyznacené.
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Tab. XVI: Plochy pikov merania MRM pri r6znom napiti konusu

Napiitie konusu (V) Plocha piku
20 681
25 789
30 849
35 979
40 1038
45 1243
50 1316

Ako optimalne podmienky pre MRM merania prechodu 1167,4 — 259,4 vzorky
MeDanAb boli teda stanovené nasledujice hodnoty: Kolizna energia 60 V, napétie na

kapilare 1,8 kV a napétie konusu 50 V.

4.3.2.2 Analyza vzorky dansylovaného beta-amanitinu s vyuZitim MRM prechodov

Sucastou prace je aj porovnanie vplyvu alkylacie na odozvu hmotnostného
spektrometra. Ak chceme porovnavat vzorky podrobené len dansylacii so vzorkami
dansylovanymi a aj alkylovanymi, je potrebné optimalizovat’ takisto podmienky pre meranie
MRM prechodu dansylovaného beta-amanitinu. VVzorka bola merana s nastavenim MRM
prechodu 1153,4 — 259,4 a r6znymi hodnotami koliznej energie (CE) v rozmedzi 30 — 90
V. Plochy pikov jednotlivych merani s zobrazené v Tab. XVII. Najlepsia hodnota kolizne;j

energie (v zmysle najvicsej plochy piku) bola 60 V (vyznacend v tabul’ke).
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Tab. XVII: Plochy pikov merania MRM pri réznych koliznych energiach

CE (V) Plocha piku

30 77

40 696

50 1212

60 1927

70 1309

80 764

90 357

Nasledne bolo s vyuzitim tejto hodnoty hl'adané optimum pre CV. To bolo merané
v rozmedzi 1,4 — 2,2 kV. Plochy pikov jednotlivych merani si zobrazené v Tab. XVIII.
Najlepsia hodnota napétia kapilary (v zmysle najvéacsej plochy piku) bola 1,6 kV (vyznacena
v tabul’ke). Pri tejto hodnote mal pik najvacsiu plochu, aj ked” plochy sa v celom rozsahu

skamanych hodnot CV vel'mi nelisili.

Tab. XVIII: Plochy pikov merania MRM pri r6znom napéti kapilari

CV (kV) Plocha piku
1,4 2605
1,6 2613
1,8 2562
2,0 2481
2,2 2519

Ako posledny parameter pre optimalizaciu bolo nasledne s vyuZitim vysSSie
optimalizovanych hodnot merané optimum pre poslednu kI'i€ovu veli¢inu - napitie konusu.
Toto napitie bolo merané v rozmedzi 30 — 70 V. Plochy pikov jednotlivych merani st
zobrazené v Tab. XIX. Najlep$ia hodnota napétia konusu bola 65 V, ¢o je aj vyznaené. Pri

tejto hodnote mal pik najvacsiu plochu.
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Tab. XIX: Plochy pikov merania MRM pri r6znom napiti konusu

Napitie konusu (V) Plocha piku
30 2384
35 2607
40 2752
45 3144
50 3332
55 3532
60 3736
65 3879
70 3604

Pre optimalizaciu MRM merania prechodu 1153,4 —259,4 vzorky DanAb
boli teda stanovené nasledujice podmienky: Kolizna energia 60 V, napitie na kapilare

1,6 kV a napitie konusu 65 V.

4.3.2.3 Analyza vzorky oktadecylovaného dansyl-beta-amanitinu s vyuZitim MRM
prechodov

V ramci najdenia optimalnych meracich podmienok bola vzorka merana
s nastavenim MRM prechodu 1405,7 — 259,4 ahodnotami koliznej energie (CE)
v rozmedzi 30 - 90 V. Plochy pikov jednotlivych merani su zobrazené v Tab. XX. Najlepsia

hodnota koliznej energie (v zmysle najvacsej plochy piku) bola 70 V (vyznacend v tabulke).
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Tab. XX:Plochy pikov merania MRM pri roznych koliznych energiach

CE (V) Plocha piku

30 34

40 385
50 1428
60 1878
70 1913
80 1216
90 887

Nasledne bolo s vyuzitim tejto hodnoty hl'adané optimum pre CV. To bolo merané
v rozmedzi 2,4 — 3,4 kV. Plochy pikov jednotlivych merani st zobrazené v Tab. XXI.
Najlepsia hodnota napétia kapilary (v zmysle najvécsej plochy piku) bola 3,2 kV (vyznacena
v tabul’ke). Pri tejto hodnote mal pik najvacsiu plochu, aj ked’ plochy sa v celom rozsahu
skimanych hodnot CV vel'mi neliSili. Nasledne bolo s vyuzitim dvoch optimalizovanych

hodno6t hl'adané optimum pre napétie konusu.

Tab. XXI: Plochy pikov merania MRM pri r6znom napéti kapilari

CV (kV) Plocha piku
2,4 1983
2,6 2536
2,8 2070
3,0 2918
3,2 3529
34 3509

Ako posledny parameter pre optimaliziciu bolo nasledne s vyuZzitim vysSie
optimalizovanych hodn6t merané optimum pre poslednu kI'icov veli€¢inu - napétie konusu.

Toto napitie bolo merané v rozmedzi 60 — 95 V. Plochy pikov jednotlivych merani st
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zobrazené v Tab. XIX. Najlepsia hodnota napitia konusu bola 90 V, ¢o je aj vyznacené. Pri

tejto hodnote mal pik najvacsiu plochu.

Tab. XXII: Plochy pikov merania MRM pri r6znom napéati konusu

Napitie konusu (V) Plocha piku
60 5712
65 6118
70 6370
75 6342
80 6844
85 6935
90 7068
95 7142

Pre optimalizaciu MRM merania prechodu 1405.7 — 259.4 vzorky OcdDanAb boli
teda stanovené nasledujuce podmienky: Kolizna energia 70 V, napitie na kapilare 3,2 kV

a napétie konusu 95 V.

4.3.3 Meranie rozdielov odozvy jednotlivych derivatov beta-amanitinu

Zaverecnou fazou prace bolo meranie odozvy jednotlivych pripravenych derivatov.
Z pomerov ich signalov sa dd odhadntt, ¢i methylovany (alebo oktadecylovany) DanAb
poskytuji v MRM mode vyssi signal ako Cisty DanAb. Vzorky tychto derivatov boli merané
za optimalnych podmienok, zistenych pre merania jednotlivych prechodov MRM.

4.3.3.1 Merania vzorky MeDanAb

Ako prvé boli porovnané vzorky MeDanAb a DanAb. V Tab. XXIII su zobrazené
priemerné plochy pikov nameranych dat. DanAb bol merany zajeho optimalnych
podmienok. Dalej bol analyzovany MeDanAb za optimalnych podmienok jednak pre
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DanAb a dalej pre MeDanAb — v obidvoch boli merané MRM prechody pre DanAb

aj MeDanAb.
Tab. XXIII: Meranie odozvy vzoriek DanAb a MeDanAb
MRM
methylovany

vzorka dansylovany | podm. dansylovany | podm. methylovany

dansyl. | methyl. | dansyl. | methyl.

oriemer 0,167 mg/ml 24246 76,2 1009,2 55,9 780,8
1,670 mg/ml 33301,7 113,1  12360,1 98,9 9398,3

smerodajna | 0,167 mg/ml 3,66% 9,48% 6,61%  13,79% 10,62%

odchylka 1,670 mg/mi 8,26% 12,02% 10,33%  3,34% 9,80%

4.3.3.2 Meranie vzorky OcdDanAb

Rovnakym spdsobom boli merané nové vzorky OcdDanAb. V Tab XXIV su

zobrazené priemerné plochy pikov znameranych dat. DanAb bol merany za jeho

optimalnych podmienok. Dalej bol analyzovany OcdDanAb za optimalnych podmienok

jednak pre DanAb a d’alej pre OcdDanAb — v obidvoch boli merané MRM prechody pre
DanAb aj OcdDanAb.

Tab XXIV: Meranie odozvy vzoriek DanAb a OcdDanAb

MRM
oktadecylovany

vzorka dansylovany podm. , ,
dansylovany podm. oktadecylovany

dansyl. | oktadecyl.| dansyl. | oktadecyl.

priemer 0,184 mg/mi 3338,9 866,3 458,1 1161,0 2277,0
1,840 mg/ml 71942,6 119353 5383,5 8151,2 11281,8

smerodajna| 0,184 mg/ml 46,67%  12,88% 29,96% 90,27%  410,46%
odchylka | 1840mg/ml | 4272%  401%  7,78%  2429%  8,06%
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4.3.3.3 Stanovenie prirastku signalu

Z dat merania rozdielov odozvy jednotlivych derivatov bol nasledne stanoveny
prirastok signalu amanitinu po methyléacii/oktadecylacii DanAb oproti samotnému DanAb.
Prirastok bol vypocitany podl'a nasledujicej uvahy: meranie ¢istého DanAb v jeho roztoku
a meranie reak¢nej zmesi pre pripravu MeDanAb za rovnakych podmienok (optimalnych
pre DanAb) nam umozni odhadnat’ mieru konverzie DanAb na MeDanAb v reak¢énej zmesi.
Pokial’ je ta istd vzorka nasledne zmerana za podmienok optimalnych pre MeDanAb,
moézeme na zdklade odhadu miery konverzie vypocitat’ signal ¢ist¢ého MeDanAb pri 100%
konverzii a ten porovnat’ s nameranym signalom DanAb. Meranie jednotlivych vzoriek bolo

opakované trikrat a boli vypocitané priemerné hodnoty a ich smerodajné odchylky.

V pripade vzorky MeDanAb bol priemerny prirastok signalu 0 30,8 % =+ 3,5 % vAacsi,
nez signal DanAb a u OcdDanAb bol priemerny prirastok signalu 0 55,4 % + 51,8 % vacsi,
nez signal DanAb. V pripade vzorky MeDanAb je smerodajnd odchylka este prijatelna. Na
rozdiel od toho, je smerodajna odchylka OcdDanAb pomerne vysoka. V pripade vysoke;j
smerodajnej odchylky by bolo nutné este vyladit' podmienky HPLC merania. Vysledok
mohol byt ovplyvneny aj vedl'ajSimi reakciami, pri ktorych mézu vznikat’ iné produkty,
pripadne sa mohli DanAb a alkylované produkty rozkladat. Teoreticky bola alkylacia
uspesnd, vzhl'adom k zavedeniu pevného kladného naboja na Struktire analytu. RieSenim by
mohlo byt’ napr. aj pouzitie uz hotového ¢inidla, ktoré by sa nemuselo syntetizovat’ v dvoch

krokoch, tak ako to bolo vykonané v tejto praci (tzn. dansylacia a nasledna alkylacia).
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5 ZAVER

Tato diplomova préaca bola zamerana na stanovenie amanitinov. Experimentalna cast’
bola zamerana na Gpravu vzoriek s pouzitim vhodnych rozpustadiel, postup derivatizacie
a nastavenie parametrov merania v systétme UHPLC-MS/MS. Ciel'ov prace bolo zlepsenie
podmienok pre detekciu alfa alebo beta-amanitinu v pripravenych vzorkach metdédou
UHPLC-MS/MS. Stcast'ou optimalizacie metody bola uprava vzoriek derivatizaciou dansyl

chloridom a naslednou aalkylaciou za uc¢elom zvysenia signalu vzorky pri merani.

V ramci prace boli ndjdené optimélne podmienky pre dvojkrokovi tpravu vzorky
obsahujucu amanitin, v naSom pripade beta-amanitin. Dolezitou zmenou bolo pri priprave
vzorky pridavanie dansylu do pufrovaného amanitinu namiesto zmiesania pufru s dansylom,
¢o by malo byt bezpecnejsie, vzhl'adom K riziku hydrolyzy dansyl chloridu. Vzhl'adom
k tomu, Ze alkyl halogenidy st nachylné k hydrolyze, bolo nutné vzorky uchovavat’ vo
vysusenych vialkdch utesnenych septom a vsetky odbery vzoriek ako aj pridanych
chemikalii prevadzat’ pomocou ihiel a hamiltoniek, aby do vzoriek nebola zanesena voda

alebo pripadna vlhkost'.

Po uspeSnom detegovani vzoriek beta-amanitinu a zmerani MS/MS spektra, ktoré
vykazovalo vysoky fragmentaény pik s m/z 259,4 boli navrhnuté optimalne podmienky pre
meranie MRM prechodov cielovych derivatov — vo vSetkych pripadoch bol ako
fragmentovy i6n vyberany i6n s m/z 259,4, ktory bol ako produkt fragmentacie amanitinov
popisany aj v literatire. Pri optimalnych podmienkach boli nasledne opakovane zmerané
intenzity MRM prechodov, z ktorych boli stanovené hodnoty prirastku signalu v dosledku
derivatizacie beta-amanitinu. Alkylacia by teoreticky mohla byt tspe$na, vzhladom
k zavedeniu pevného kladného naboja na Struktare analytu. Do budicna by bolo vhodné
d’alej upravit podmienky syntézy derivatizaénych Ccinidiel (s cielom dosiahnut’ co
najlepSieho vytazku alkylovaného derivatu) a stanovit’ zakladné parametre metody — napr.

presnost, spravnost,, linearitu, limity detekce, kvantifikacie apod.
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