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Anotace

Cilem prace je stanoveni ochratoxinu A v mocich nemocnych s nddory ledvin
avyvodnych mocovych cest, porovnani ziskanych vysledkti s vysledky =z ndrodnich
a mezinarodnich studii a tivaha, zda se ochratoxin A (nefrotoxicky mykotoxin) nespolupodili,
vedle dalSich etiologickych agens (napf. citrininu, kadmia, koufeni, dietarnich navyki
a nékterych genetickych faktort) na etiopatogenezi karcinomu ledvin v CR. CR zaujima
v Evropé a ve svét€ prvni misto v Cetnosti téchto nadorti (diagnéza C64). Na zaklade
uvedenych informaci budou u pacientt s touto diagndzou sbirdny vzorky moci v Urologické
klinice Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Nasledné budou vzorky moci analyzovany na
ochratoxin A metodou HPLC s FLD za pfedchozi extrakce a separace na imunoafinitnich

kolonkach.
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Anotation

The aim of this study is to determine ochratoxin A in urine of patients with renal and
urinary tract tumours, to compare the obtained results with the results of national and
international studies and to consider whether ochratoxin A (a nephrotoxic mycotoxin)
participates besides other etiological agents (for example citrinin, cadmium, smoking, dietary
habits and some genetic factors) in the etiopathogenesis of renal carcinoma in the Czech
republic. The Czech republic occupies the first place in the frequency of these tumours
(diagnosis C64) in Europe and in the World. On the basis of the mentioned information, the
urine samples of these patients will be collected at the Urological Clinic of the Faculty
Hospital in Hradec Kralové. Then the samples of urine will be analysed for ochratoxin A by

HPLC-FLD method after previous extraction and separation on immunoaffinity columns.
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Terminologicky slovnik

Afinita Tendence jedné latky sloucit se s druhou latkou nebo jinymi ¢asticemi

Analyt Konkrétni latky/slozky vzorku/smési rozdiln¢ od sebe chromatograficky
separovany — a to na zéklad¢ rozdilné distribuce mezi stacionarni
a mobilni fazi

Duodenum Dvandctnik — pocatecni isek tenkého streva

Embryotoxicita | Toxicita pro embryo (zérodek)

Genotoxicita Toxicita pro geneticky material

Hepatotoxicita | Toxicita pro jaterni tkan

Chromatograf | Pfistroj pouzivany pro chromatografii; pro kapalinovou chromatografii
se pouziva vysokoucinny kapalinovy chromatograf (HPLC)

Chromatogram | Graficky zaznam odezvy detektoru, na kterém je zaznamendna série
vrcholti (pika); kazdy pik udava svou polohou kvalitativni informaci
a plochou pak kvantitativni informaci o analytu

lleum Kyc¢elnik — spodni usek tenkého stieva

Imunotoxicita | Toxicita pro imunitni systém

In vitro ,, Ve skle® — tzn. mimo zivé télo, v laboratornim skle — napt. zkumavce

In vivo .,V Zlvém* — tzn. v Zivém nebo na zivém téle, zaziva

Incidence Pocet nové hlasenych nemocnych v daném obdobi

Karcinogenita | Schopnost vyvolat rakovinovy naddor

Mez detekce Nejnizs§i koncentrace analytu, kterou lze danou vySetfovaci metodou
prokdzat a bezpecné ji lze odliSit od piistrojového Sumu (tj. ndhodné
fluktuace signalu detektoru)

Mez Nejniz$i koncentrace analytu, kterou lze vySetfovaci metodou stanovit

stanovitelnosti | s pozadovanou hodnotou nejistoty méteni (dle IUPAC definovana jako

variacni koeficient rovny 10 %)

Mira umrtnosti

Pomér mortality a incidence

Mobilni faze Také eluent, pohybliva faze - kapalina (u kapalinové chromatografie)
Mortalita Umrtnost, poéet zemfelych na uréité onemocnéni v daném obdobi
Mutagenita Schopnost vyvolat genetickou mutaci

Nefron Zakladni stavebni buiika ledvin

Nefrotoxicita Toxicita pro ledviny, vyluCovaci systém

Neurotoxicita | Toxicita pro nervovou soustavu

Pik Eluéni kiivka tvaru Gaussovy ktivky znazornéna

na chromatogramu, piicemz poloha urCuje identitu analytu a plocha
mnozstvi latky — tj. kvantitu analytu

Retenc¢ni ¢as

Celkovy ¢as [min.] od doby néstifiku vzorku do doby zaznamenani
vrcholu piku analytu (detektorem)

Retenéni Vzdalenost [cm] vrcholu piku od pocatku chromatogramu — tzn. od

vzdalenost nastiiku vzorku na kolonu

Stacionarni Také sorbent, nepohybliva faze tvorena pevnou latkou nebo filmem

faze kapaliny zakotvenym na pevné latce. V HPLC stacionarni faze nejcastéji
pouziva silikagel, velmi ¢asto také oktadecylsilan (ODS).

Standard Obecné uznavany vzor umoziujici kvalitativni 1 kvantitativni porovnani

Ureter Mocovod

Vialka Jednorazova sklenéna lahvicka (vétSinou o objemu 1,5ml) se

Sroubovacim ¢i krimpovacim vickem opatfenym septem, které je pfi
nasttiku propichnuto jehlou




Seznam zkratek

10-OH OTA 10-hydroxyochratoxin A

4-OH OTA 4-hydroxyochratoxin A

ASR-W Svétovy standard (Age Standardized Rate-World)

BEN Balkanska endemicka neropatie

BM Biologicky material

CR Ceska republika

DON Deoxynivalenol

EFSA Evropsky tufad pro bezpecnost potravin (European Food safety
Authority)

EK Evropska komise

EU Evropska unie

FAO Organizace pro vyzivu a zemédélstvi (Food and Agriculture
Organization)

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv (Food and Drug Administration)

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv (Food and Drug Administration)

FLD Fluorescenc¢ni (fluorimetricky) detektor

FN HK Fakultni nemocnice Hradec Kraloveé

FUM Fumonisiny

HPLC-FLD Vysokoucinna kapalinova chromatografie s fluorescen¢ni detekci (High-
Performance Liquid Chromatography with Fluorescence Detection)

I Incidence

ip. Intraperitonedlni — podani do bfisni (peritonedlni) dutiny

IAK Imunoafinitni kolonka

TARC Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (International Agency for
Research on Cancer)

IUPAC Mezinarodni unie pro Cistotu a uZitou chemii (International Union of
Pure and Applied Chemistry)

JECFA Spole¢ny vybor expertt FAO/WHO pro potravinaiské ptidatné latky
(The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives)

LC Kapalinovy chromatograf (Liquid Chromatograph)

LDso Stfedni letalni davka (lat. dosis letalis media) — tj. davka, kterd zplsobi
uhyn 50 % testovanych jedincli

LEV Laboratorni evidence vzorki

LIS Laboratorni informacni systém

LOAEL Nejniz$i davka, pii které byl pozorovan Skodlivy ucinek (Lowest
Observed Adverse Effect Level)

LOD Mez detekce (Limit of Detection)

LOQ Mez stanovitelnosti (Limit of Quantificaction)

M Mortalita

M:1 Mira umrtnosti, pomér mortality k incidenci

MF Mobilni faze

MO Ministerstvo obrany

MV Ministerstvo vnitra

MZe Ministerstvo zeméd¢lstvi

NCRI Zanedbatelny ptfivod pro riziko rakoviny (Negligible Cancer Risk
Intake)

NOAEL Davka, pfi které jest¢ nebyl pozorovan Skodlivy ucinek (No Observed




Adverse Effect Level)

NRL Nérodni referencni laboratot

OAT Transportéry organickych aniontli (Organic Anion Transporters)

OATP Polypeptidové transportéry organickych anionti (Organic Anion-
Transporting Polypeptide)

ODS Oktadecylsilan

0O0OVZ Orgény ochrany veiejného zdravi

OP-OTA Oteviena laktonova forma OTA (Lactone-Opened Ochratoxin A)

OTA Ochratoxin A

OTB Ochratoxin B

OTC Ochratoxin C

OTa Ochratoxin o

p.o. Peroralni (lat. per os) — podani sty

PBS Fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)

PT Proximalni tubulus

PTWI Prozatimni tolerovatelny tydenni piivod (Provisional Tolerable Weekly
Intake)

RASFF Evropsky systém rychlého varovani pro potraviny a krmiva (Rapid Alert
System for Food and Feed)

ROS Reaktivni formy kysliku (Reactive Oxgen Species)

SCF Védecky vybor pro potraviny (Scientific Committee on Food)

SF Stacionarni faze

ST Sulfotransféraza

SUJB Statni ufad pro jadernou bezpecnost

SVS Statni veterindrni sprava

SZPI Statni zemcdélskd a potravinaiska inspekce

TDLO Nejniz$i toxickd davka (Toxic Dose Low)

tR Retencni ¢as (The Retention Time)

TWI Tolerovatelny tydenni ptivod (Tolerable Weekly Intake)

UGT Uridindifosfat glukuronosyltransféraza

UKZUZ Ustiedni kontrolni a zkugebni ustav zemé&délsky

VSD Prakticky bezpecna davka (Virtually Safe Dose)

WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)

ZEA Zearalenon

ZN Zhoubny nador

ZU

Zdravotni ustav




Uvod a cil prace

Mykotoxiny jsou toxické sekundarni metabolity vlaknitych mikroskopickych hub
kazdoro¢né¢ kolisat. Dnes je znamo vice nez 400 mykotoxinli a v lidském okoli se
ve vyznamnych koncentracich vyskytuje asi 20 mykotoxinl. Mykotoxiny si zasluhuji
celosvétovou pozornost, protoze vykazuji negativni dopady nejen na zdravi Clovéka a zvirat,
ale také zpiisobuji ekonomickeé ztraty v diisledku kontaminace surovin, potravin a krmiv.

Cilem diplomové prace je stanoveni mykotoxinu ochratoxinu A v mocich nemocnych
s nadory ledvin a vyvodnych mocovych cest, porovnani ziskanych vysledkli s narodnimi
a mezinarodnimi studiemi a uvaha zda se ochratoxin A (nefrotoxicky mykotoxin)
nespolupodili, vedle dalSich etiologickych agens (napf. citrininu, kadmia, koufeni a dietarnich
navykt) a také nékterych genetickych faktori, na etiopatogenezi karcinomu ledvin v CR,
protoze CR je na prvnim misté na svété v &etnosti vyskytu téchto nador.

Ochratoxin A (OTA) je povazovany za druhy nejvyznamnéjs§i mykotoxin.
Je produkovan zejména dvéma rody vlaknitych mikroskopickych hub, a to Aspergillus
a Penicillium. Nebezpe¢i OTA spociva predevsim v jeho toxicité predstavujici pro zdravi
lidské populace znacné riziko, a proto je nezbytné monitorovat jeho vyskyt a mnoZstvi
zejména v potravinach - a to jak rostlinného, tak Zivoc¢isSného ptivodu, nebot’ potraviny (ale
1 krmiva) ptfedstavuji majoritni zptisob piivodu do lidského (piipadné zvifeciho organismu).
Kromé toho je mozné monitorovat expozici populace pomoci tzv. biomarkeri (metabolitit).
Z negativnich dopadli OTA, jak na zdravi lidské, tak zvifeci populace, lze jmenovat
napf. karcinogenni, teratogenni, hepatotoxické, embryotoxické, neurotoxické, imunotoxické,
genotoxické a hlavné nefrotoxické ucinky. Pravé posledni zminované ucinky stoji
za podezienim, zda se taky i tento mykotoxin nespolupodili na vzniku nadorti ledvin
a vyvodnych mocovych cest. V Ceské republice toto onemocnéni piedstavuje zavazny
problém a CR v soucasnosti zaujima celosvétovy primat v Eetnosti téchto nadort (viz vefejny
portél ,,Epidemiologie zhoubnych ndadorii v Ceské republice” - www.svod.cz). Pii¢iny vzniku
nadoru ledvin nejsou jednoznacné objasnény, nicméné se predpoklada tzv. multifaktorialni
pusobeni.

Na Urologické klinice ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové (FN HK) byly od dubna
roku 2015 do listopadu roku 2017 odebirany vzorky moci, krve a po operaci i vzorky nadort
a okolni ledvinné tkané€. U celkem 50 pacientl byly stanoveny nasledujici diagnozy: diagnoza

C64 — tj. zhoubny nador ledvin mimo péanvicku (celkem u 48 jedincti — z toho u 38 muzi
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a 10 zen), diagn6za N131 — tj. hydronefroza se strikturou ureteru (u 1 jedince — zeny)
a diagnéza C675 — tj. zhoubny nador hrdla moc¢ového méchyte (u 1 jedince — muze).

Tato prace se zabyva stanovenim koncentraci OTA v mocich pacientii piedevSim
s nadory ledvin mimo panvicku, ale vySe zminéné dva ptipady s odliSnymi diagnézami jsou
rovnéz zahrnuty do celkového piehledu 50 vzorkii moci, protoze souviseji s mocovymi
cestami. VySetfeni moce bylo preferovano vzhledem k jeji snadné dostupnosti a Setrnému
odbéru u pacienti - obvykle provadénému neinvazivnim zpisobem. MocC navic patii
v klinické praxi mezi nejcastéji vySetfované biologické materialy.

Vlastni tzv. preanalytickd c¢ast prace zahrnuje vedle odbéru, skladovéni, transportu,
pfijmu a evidence biologického materidlu (moci) ptislusnou laboratoii také jeho tipravu a je

Pro stanoveni OTA ve vzorku (tzn. pro jeho kvalitativni i1 kvantitativni stanoveni) byla
pouzita metodika vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s fluorescenénim detektorem
(HPLC-FLD).

Pfed samotnym stanovenim je vSak nejprve nutna uprava vzorku moce z divodu
odstranéni pro analyzu OTA nepottebnych (tzv. balastnich) latek. Pro uspesnou analyzu OTA
je nezbytna jeho predchozi extrakce z biologického materidlu — a to ze vzorki moce pomoci

imunoafinitnich kolonek specifickych pro OTA.
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Uvod do problematiky

Prvni zminka o mykotoxinech pochézi z roku 1955, kdy tento termin pouzili ve svém
dile Forgatz a Carll (Ostry, 2000). Mykotoxiny lze volné ptelozit jako houbové jedy podle
teckého mycos ¢i mykes (= houba) a latinského toxicum (= jed, otrava) (Malit et al., 2005;
Suchy & Herzig, 2005). Pro vlaknité mikroskopické houby byl zaveden v polovin€ 19. stoleti
J. S. Preslem také termin ,,plisné*, ktery ma ekvivalent i v anglickém (moulds), némeckém
(die Schimmelpilze) a francouzském jazyce (moisissure) (Ostry, 2000).
produkované vlaknitymi mikroskopickymi houbami, a proto jsou zafazeny mezi tzv. naturalni
toxiny €1 biotoxiny (Hrdina et al., 2004; Malit et al., 2005). Témito latkami se zabyva jedna
z disciplin toxikologie, tzv. toxikologie pfirodnich latek (t€Z toxinologie), ktera zkouma jejich
vznik, zplsob izolace a ucinek na jiné zivé organismy, piedevsim ¢loveka (Patocka, 2005).

Kviili negativnimu dopadu mykotoxini na lidské zdravi je tfeba jim vénovat neustdlou
pozornost (Ostry et al., 2017) — a to z divodu jejich mozného toxického piisobeni (Ostry
& Skarkova, 2003), tak kvali ekonomickym ztratdm prostfednictvim kontaminovanych
surovin a potravin (Ostry et al., 2017).

Od roku 1960 po soucasnost bylo identifikovano vice nez 400 mykotoxint (Etzel,
2002; Malit, 2010). Z tohoto poctu se v okoli ¢lovéka ve vyznamnych mnoZzstvich vyskytuje
piiblizné 5 %, tj. 20 mykotoxind (Malif et al., 2005).

Dle velikosti a Cetnosti davek mohou byt toxické ucinky mykotoxinti na zdravi
Clovéka a zvitat akutni — charakterizované vysokou davkou, rychlym néstupem a zjevnou
toxicitou zahrnujici rychlou smrt, nebo chronické — charakterizované nizkymi davkami
za delsi ¢asové obdobi — ¢i dokonce po dobu celého zivota (Malir et al., 2006; Ostry et al.,
2017). Vétsina mykotoxint vykazuje relativné nizkou akutni toxicitou, takze jejich nebezpeci
tkvi predevSim v chronickém plisobeni, které se projevuje daleko zadvaznéji, a to vyvojovou
toxicitou (napf. teratogenitou), mutagenitou, genotoxicitou a predevSim karcinogenitou
(Hrdina et al., 2004; Patocka et al., 2004; Pfohl-Leszkowics, 2009; Pfohl-Leszkowicz et al.,
2007).

Z dalSich negativnich dopadid na lidské ¢i zvifeci zdravi lze jmenovat ucinky
imunosupresivni, hemoragické, neurotoxické, cytotoxické, nefrotoxické, hepatotoxické
a estrogenni (Malif et al., 2005). V Ceské republice (dale CR) jsou povazované za vyznamné
pravé pozdni U€inky - mezi které patii i karcinogenni (Malif et al., 2005), ke kterym dochazi

v dusledku opakovaného poziti nizkych davek mykotoxinli z potravin (Malir ef al., 2006).
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Problematikou hodnoceni karcinogenity (vcetné hodnoceni karcinogenniho rizika
mykotoxinii a jejich klasifikaci) se v Evropé zabyva Mezinarodni agentura pro vyzkum
rakoviny (IARC), jako soucast Svétové zdravotni organizace (WHO), se sidlem v Lyonu. Na
zéklad¢ hodnoceni zdravotnich rizik pro ¢lovéka bylo vytvoieno nasledujicich pét skupin:
skupina 1 — ,,prokézany karcinogen®, skupina 2A — ,,pravdépodobny karcinogen®, skupina 2B
— ,,mozny karcinogen®, skupina 3 — ,,zatim neni klasifikovan jako karcinogen*“a skupina 4 —
pravdépodobné nekarcinogenni‘ (Ostry et al., 2017).

Mykotoxiny jsou majoritné piivadény do lidského organismu konzumaci
kontaminovanych potravin. Jiné vstupni cesty, jako transdermdlni ¢i inhalacni, jsou
povazovany pro béznou populaci za minoritni (Malif et al., 2005; Malit, 2010; Malir et al.,
2016), ovsem 1 takovéto zptusoby pifijmu mohou u menSich exponovanych skupin populace
hrat vyznamnou roli, zejména pak u profesionalné¢ exponovanych pracovnikli v zeméd¢lstvi,
textilnim pramyslu, mykotoxikologickych laboratotich apod. (Malit et al, 2005; Malif,
2010).

Proto je regulace mykotoxinl v potravinach a krmivech nezbytna, ale dosud ve vSech
zemich neni moznd. Napi. v rozvojovych zemich by dodrZzovéni legdlnich limita urcujicich
maximalni pfipustné koncentrace Skodlivych latek (mykotoxint) mélo za nésledek nedostatek
potravin a tim i navyseni jejich ceny (Malii ez al., 2005). Pro CR jsou viak platné pravni
predpisy EU, které stanovuji maximalni limity mykotoxinli v potravinach. Nejsou-li
k dispozici regulacni limity, lze vyuzit tzv. expozi¢ni limity, které se vSak uplatiuji az pii
charakterizaci zdravotniho rizika po provedeni dietarni expozice.

Mezi nejznaméjsi producenty mykotoxint patii 5 rodd vlaknitych mikroskopickych
hub: Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps a Alternaria (Malit et al., 2005).
Z hlediska dané problematiky jsou vyznamné zejména rody Aspergillus a Penicillium, nebot
produkuji mykotoxin ochratoxin A (OTA), druhy nejvyznamnéjsi mykotoxin (Bhat et al.,

2010), ktery je pfedev§sim predmétem této studie.
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1 Ochratoxin A (OTA)

OTA byl objeven a chemicky charakterizovan v Jihoafrické republice v roce 1965 van
der Merwem (Van der Merwe et al., 1965a; Van der Merwe et al., 1965b), kdy byl poprvé
izolovan z kultury Aspergillus ochraceus rostouci na sterilni navlhéené kukuficné mouce
(IARC, 1983; Malir et al., 2016). Dle zptsobu biosyntézy se OTA fadi mezi pentaketidy
(Ostry, 2012). Fenylalaninova cast OTA pochdzi ze Sikimatové metabolické drahy, kdezto
dihydroizokumarinova ¢ast z polyketidové (pentaketidové) drahy, pticemz tato druhé draha se
1181 mezi rody Aspergillus a Penicillium (Heussner & Bingle, 2015). Z chemického hlediska je
fazen do skupiny ochratoxinii spolu s dal§imi typy (B, C, D, o) (Ostry et al., 2005; Ostry,
2012), ovSem OTA je znich nejrozSitencjsi, nejvyznamnéjsi (Hrdina et al., 2004)
a nejtoxi¢téjsi (Siminek, 2004; Modra et al., 2014; Heussner & Bingle, 2015), a tudiz pro
clovéka predstavuje nejvetsi riziko. Samostatnou skupinou jsou metabolity ochratoxinu A
napt. OP-OTA, OTQ, OTHQ, které jsou jesté¢ toxictéjsi nez OTA (Heussner & Bingle, 2015;
Malir et al., 2016). Stejné toxicky jako OTA je i OTC, nicméné v ptirod¢ se nachazi
v podstatné nizSich koncentracich (Creppy & Dirheimer, 1991).

Zajimavou skutecnosti je fakt, ze OTA, OTB a OTC mohou byt produkovany
soucasn¢ a jejich spolecny vyskyt tak mlze vést k synergickému toxickému spoluptisobeni
(Ostry et al., 2013). U pst, mysi a potkanii byl prokdzan také synergismus OTA s citrininem
(CIT) - mykotoxinem jednoho z OTA-producentli, P. verrucosum. Naopak antagonisticky
ucinek téchto dvou mykotoxinl byl prokazan u kutat (Malit, 2010). Mezi OTA a CIT existuje
také aditivni u€inek (Ostry et al., 2013).

1.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti OTA

1.1.1 Synonymni a obchodni nazvy OTA

= Registracni ¢islo CAS (Chemical Abstracts Services): 303-47-9

* Nazev dle Chemical Abstracts: L-Phenylalanine, N-[(5-chloro-3,4-dihydro-8-hydroxy-3-
methyl-1-oxo-1H-2-benzopyran-7-yl)carbonyl]-, (R)-

= Systematicky nazev dle IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry): N-[[(3R)-5-Chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-oxo0-7-isochromanyl]carbonyl]-3-
phenyl-L-alanine

*  Synonymum: (-)-N-[(5-Chloro-8-hydroxy-3-methyl-1-oxo-7-isochromanyl)carbonyl]-3-
phenylalanine (IARC, 1983).
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1.1.2 Molekulovy a strukturni vzorec OTA

Sumarni (molekulovy) vzorec: C20Hi30sCIN
Strukturni vzorec (viz Obr. 1): OTA se skldda z para-chlorofenolového zbytku
obsahujiciho  dihydroiso-kumarinovou  skupinu, kterd je amidem spojena

s L-fenylalaninem (IARC, 1983).

Cl 10

Obr. 1 Strukturni vzorec ochratoxinu A (Malir et al., 2013)

1.1.3 Chemické a fyzikalni vlastnosti Cisté latky

Popis: Bild krystalicka sloucenina (Ringot et al, 2006), rekrystalizovana z xylenu,
intenzivné fluoreskuje v ultrafialovém svétle, emituje zelenou a modrou (pii vysokych
koncentracich tmavé modrou /Siminek, 2003/) fluorescenci v kyselych a alkalickych
roztocich (IARC, 1983).

Molekulova hmotnost: 403.82 (Hrdina ef al., 2004; Ringot et al., 2006)

Teplota bodu tani: 169 °C (IARC, 1983).

Rozpustnost: Vysoce rozpustny v organickych rozpoustédlech (napf. v chloroformu,
ethanolu a methanolu) (IARC, 1983), slabé rozpustny ve vod¢, rozpustny ve vodném
roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného (Ringot et al., 2006).

Stabilita: Stabilni v pevnych latkach, CasteCné¢ degradovan pii béznych podminkach

vateni (IARC, 1993).

1.2 Producenti OTA

OTA je produkovan v potravinach rostlinného i Zivoc¢isného plvodu dvéma rody

mikroskopickych vldknitych hub Aspergillus a Penicillium.

1.2.1 Producenti OTA rodu Aspergillus

Aspergillus je fylogeneticky velmi stary rod vladknitych mikroskopickych hub, ktery

vroce 1729 popsal italsky botanik Pier Antonio Micheli. Na zaklad¢ podobnosti priiezu

nepohlavnim rozmnoZovacim organem s kropitkem mu byl udélen ¢esky nazev ,kropidlak*
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(viz Obr. 2) (Malif et al., 2003; Simitnek, 2004). Taxonomické zafazeni rodu Aspergillus je

znazornéno v tabulce Tab. 1.

konidie — Qﬂj

pas) fialidy
SQUE

méchyiek

konidiofor

Obr. 2 Mikrohabitus rodu Aspergillus — typy konidioforii: (a) uniseriatni (fialidy), (b) biseriatni (fialidy + metuly) —
upraveno dle (Ellis ez al., 2007)

Tab. 1 Zikladni taxonomické schéma rodu Aspergillus (Ostry & Skarkova, 2003)

Impérium Rige Oddéleni Rad Celed’ Rod
Latinsky Eukaryota Fungi  Ascomycota Eurotiales Trichocomaceae Aspergillus
Cesky Jaderni Houby Vieckovytrusné Plesnivkotvaré Plisfiovkovité Kropidladk

Producenti OTA z rodu Aspergillus (A.) zahrnuji zastupce ze dvou sekci - Circumdati
(A. ochraceus = syn. A. alutaceus /Hrdina et al., 2004/, A. westerdijkiae a A. steynii) a sekce
Nigri (A. carbonarius, A. foetidus, A. lacticoffeatus, A. niger, A. sclerotioniger
a A. tubingensis) — a jsou typicti predevSim pro oblasti se subtropickym a tropickym
podnebim (IARC, 1976; Ostry et al., 2013).

Z producentského hlediska OTA v potravinach/krmivech jsou vyznamni predevSim
2 hlavni producenti OTA: Aspergillus ochraceus a A. carbonarius (viz Tab. 2) (Ostry, 2012).
Odlisna ekologie a fyziologie téchto producentli umoznuje snazsi determinaci v konkrétnich
potravinach ¢i v geografickych polohach. A. ochraceus je typickou kontaminantou suchych
skladovanych potravin, zejména obilovin, a pro sviij rist vyzaduje nizkou vodni aktivitu
amirné teploty (Ostry et al. 2013). OTA je touto vldknitou mikroskopickou houbou
produkovan v teplotnim rozmezi 15-37 °C, pfi¢emz 28 °C se uvadi jako optimum (Malif et
al., 2002; Ostry, 2012). A. carbonarius vytvaii pigmentované hyfy a spory odolné vici UV
zéfeni, diky cemuz se miize vyskytovat v plodech dozravajicich pii plném slunec¢nim zafeni
za vysokych teplot — napt. v hroznech a podobném ovoci (Ostry et al., 2013). Za primarni

producenty OTA v hroznech jsou povazovani také dal$i zastupci ze sekce Nigri,
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napt. 4. niger a A. tubingensis, (Ostry et al., 2013), ktefi mohou pfispivat k produkci OTA,
nicméné A. carbonarius je mezi nimi povazovan za nejvyznamngjs$i zdroj OTA ve ving.
Vyskyt OTA byl potvrzen v bilych, dezertnich a ve vysSich koncentracich také v rosé
a Cervenych vinech, dale v rozinkdch a mleté paprice (Ostry, 2012; Ostry et al., 2013).
Nicméné je znamo, ze fungicidnim a insekticidnim oSetfenim lze snizit infekci vldknitych
mikroskopickych hub, které produkujici OTA - a tim nasledné snizit i kontaminaci OTA
(Ostry et al., 2013).

Nekteti autofi uvadéji 1 dalsi producenty OTA jako napt. A. sulphureus,
A. sclerotinum, P. verruculosum, P. purpurascens, P. commune, P. (Hrdina et al., 2004),
A. melleus, A. petrakii, A. sclerotiorum, A. fresnii a A. alliaceus (Ostry, 1998). A. alliaceus je

znamy pod synonymnim nazvem Petromyces alliaceus (Ringot, 2006).

Tab. 2 Druhy rodu Aspergillus produkujici OTA v potravinach (Ostry et al., 2013)

Rod Sekce Druh Piiklad potravin

sojové boby, ofechy, ervena paprika,

A. ochraceus R AR
. . obiloviny, zelend kdvova zrna
Circumdati . T
A. steynii kavova zrna
A.  westerdijkiae kavova zrna
. A. carbonarius hrozny, ¢ervena paprika, kdvova zrna
Aspergillus :
A.  foetidus hrozny
Niori A. lacticoffeatus kavova zrna
& A. niger hrozny, arasidy
A. sclerotioniger kavova zrna
A. tubingensis hrozny
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1.2.2 Producenti OTA z rodu Penicillium
Cesky nazev pro rod Penicillium $tétickovec vznikl tim, Ze tvar rozmnoZovaciho
organu piipominal na$im botanikim §téticky (Obr. 3) (Siminek, 2004). Taxonomické

zatazeni rodu Penicillium je uvedeno v Tab. 3

fialidy

Obr. 3 Mikrohabitus rodu Penicillium - typy konidiofori: (a) monoverticilatni (jednoduchy nevétveny), (b)
biverticilatni (jednostupiovy rozvétveny), (c) terverticilatni (dvoustupiovy rozvétveny), (d) quaterverticilatni
(tFistupniovy rozvétveny) — upraveno dle (Ellis ez al., 2007)

Tab. 3 Zakladni taxonomické schéma rodu Penicillium (BioLib, 2018)

Impérium Rise Oddéleni Rad Celed’ Anamorfni rod
Latinsky Eukaryota Fungi  Ascomycota Eurotiales Trichocomaceae  Penicillium
Cesky Jaderni Houby Vieckovytrusné Plesnivkotvaré Plisfiovkovité Stétickovec

Z producentského hlediska OTA v potravinach/krmivech jsou vyznamni piedevsim
2 hlavni producenti OTA zrodu Penicillium - P. verrucossum a P. nordicum (viz Tab. 4)
(Ostry, 2012; Ostry et al., 2013).

Rod Penicillium (P.) zahrnuje druhy P. verrucosum a P. nordicum (Ostry et al., 2013)
a na rozdil od ptedchoziho teplomilného rodu piedstavuje potravinovou kontaminantu spise
v oblastech s mirnym ¢i chladnéj§im podnebim (Malir et al., 2013; Ostry et al., 2013),
pricemz IARC (1976) z téchto oblasti uvadi napt. Kanadu a severni Evropu. Za producenty
OTA byly prohlasSeny také druhy P. chrysogenum, P. brevicompactum, P. crustosum,
P. olsonii a P. oxalicum, nicmén¢ je u nich nutné dal$i potvrzeni o schopnosti produkce OTA,
protoze jini autoii tyto druhy neuvadéji a jejich vyskyt v potravinach jako producenti OTA
nebyl potvrzen (Abrunhosa et al, 2010).

Rod Penicillium je dokonce typicky i pro stfedni Evropu a fadu dalSich chladnych
oblasti mirného pasma a je schopen rast, jak na rostlinnych, tak zivociSnych produktech

(Ostry et al., 2013). P. verrucosum produkuje OTA v teplotnim rozmezi 4-30 °C (Ostry,
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2012) a ptedstavuje hlavniho producenta OTA v obilovinach s preferenci pSenice, méné
v araSidech, kukufici, fepce a soje (Ostry et al., 2013). Posledni jmenovany druh P. nordicum
je vyznamnym a cCastym producentem OTA v potravinach bohatych na bilkoviny napf.
v masnych vyrobcich typu susené Sunky (ustni sdéleni, Ostry, 18. 4. 2018). Navic se ukazalo,
ze produkuje vice OTA nez P. verrucosum (Malir et al., 2016). Ke kontaminaci muze
dochazet ptimo, ale i nepiimo v disledku zkrmovani zvitat kontaminovanym krmivem (Ostry
et al., 2013). Nejvyssi oficidlné znadma urovenn kontaminace OTA byla hlaSena u chleba
ve vysi 80 mg/kg urCenému ke krmeni zvitat (Heussner et al., 2015). U nas byl OTA
na poc¢atku 80. let 20 stol. nalezen v chlebé vyrobeném z dlouho skladované mouky. Chut
chleba byla velmi hotkd a v mouce, ze které byl chléb upecen, bylo nalezeno az 15 mg

OTA/kg (Vesela et al., 1982).

Tab. 4 Druhy rodu Penicillium produkujici OTA v potravinach (Ostry et al., 2013)

Rod Podrod Série Druh Priklad potravin
P. verrucosum obilovin
Penicillium Penicillium Verrucosa - —— Vy ;
P. nordicum suSena Sunka, salam

1.3 Vyskyt OTA v potravinach

Clovek je exponovan OTA, stejné jako jinym mykotoxiniim, nékolika cestami, oviem
dietarni expozice je ze vSech zplisobi nejvyznamnéjsi (Dohnal ef al., 2013). Dle odhadu
Organizace pro vyzivu a zemédelstvi (FAO) je na svété cca 25 % potravin a surovin
kontaminovano mykotoxiny (Malif et al, 2005), pfiCemz jest€¢ vétsi mnozstvi mulze byt
kontaminovano dosud neobjevenymi typy (Suchy & Herzig, 2005). Tato informace uvadéna
FAO byla vroce 2004 zpochybnéna spolecnosti BIOMIN, kterda ve svém programu
zaméfeném na posuzovani miry kontaminace krmiv a krmnych surovin mykotoxiny shledala
v 72 % vzorcich detekovatelné mnozstvi aflatoxinti, FUM, DON, ZEA a OTA, pfi¢emz 38 %
vzorkli bylo kontaminovano dvéma ¢i vice mykotoxiny (Schatzmayr, 2012). Kontaminace
potravin je piirozeny proces, ale Ize mu do ur¢it¢ miry zamezit pii dodrzovani spravné
zemédélské, technologické a hygienické praxe (Malif et al., 2005; Malit & Ostry, 2012).
Proto se urcity stupeil kontaminace jevi jako nevyhnutelny (Heussner & Bingle, 2015).
Zahlavni zdroj kontaminace je povazovano ptfedev§im nevhodné skladovani, ke kterému
dochazi zejména v zemich, kde je kontrola potravin vzacna a pouzivaji se stdle zastaralé
techniky skladovani a dopravy (Heussner & Bingle, 2015), a kontaminace mykotoxiny mtize
v nékterych ptipadech probihat jiz na poli, a to zejména v obdobi plisobeni stresujicich
faktori (napf. sucho, hmyz apod.), vlivem kterych je rostlina poSkozena a tim i snadng&ji

napadnutelna plisnémi (Klaassen, 2007). Také klimatické zmény a globalni oteplovani vykazuji
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negativni dopady na bezpecnost potravin rostlinného i Zivoc¢isného ptvodu v Evropé, kdy zde
za posledni desitky let doslo k primémému otepleni o 0,46 °C. V disledku toho dochazi k Siteni
toxinogennich vldknitych mikroskopickych hub, véetné A. carbonarius a P. verrucosum
(vyznamnych producentti OTA) do mirné klimatické zony (Ostry et al., 2016).

Bylo prokazano, ze OTA se vyskytuje jak v rostlinnych, tak zivociSnych potravinach
(Ostry, 2012). Z rostlinnych jsou to zejména obiloviny a vyrobky z obilovin, kava, kakao,
lusténiny, koteni - napt. muskatovy ofisek, sladkd a paliva paprika v prasku (Ostry et al.,
2015), 1ékotice, kurkuma, zeleny Caj, fiky, rozinky, hroznova §t'ava, vino, pivo, suSené ovoce,
(Malit et al., 2002; Ostry, 2012; Ostry et al., 2015). V dasledku zkrmovani hospodaiskych
zvifat kontaminovanym krmivem jsou pak mykotoxiny, véetné¢ OTA, pfitomny i v mase,
vyrobcich z krve, organech, jako napt. ledvinach a jatrech (Ostry, 2012). Nekteti dalsi autofi
uvadeéji konkrétné dribezi jatra a ledviny (Dohnal ef al., 2013). Jini autofi kladou dlraz
zejména na veprové ledviny a celkové vepfové maso, u kterého byl prokazan prechod OTA
po konzumaci obilnych zrn kontaminovanych OTA (Ostry et al., 2016). Nicméné zivocisné
potraviny ptedstavuji pro ¢lovéka nizsi riziko nez rostlinné z diivodu castecné inaktivace
a metabolizace mykotoxinil v travicim traktu zvitete (Malit et al., 2005; Suchy & Herzig,
2005; Ostry et al., 2015). Vegetariani a vegani jsou naopak vystaveni zvySenému riziku OTA
(ale 1 dalsim mykotoxiniim) z pfimé expozice. Odhaduje se, ze nejvetsi mira expozice OTA
pochazi z obilovin (44 %), dale z vina (10 %), kavy (9 %), piva (7 %), kakaa (5 %), suSeného
ovoce (4%), masa (3 %), kotfeni (3 %) a ostatnich potravin (15 %) (Malit et al, 2005).
Obecné je vSak primérna kontaminace evropskych potravin OTA relativné nizka (ng/kg az

pg/kg) (Heussner & Bingle, 2015).

1.3.1 Systém zajiSténi bezpecnosti potravin a kKrmiv

Na narodni Grovni je Systém zajiSténi bezpecnosti potravin a krmiv garantovan organy
ochrany vefejného zdravi (OOVZ), Statni veterinarni spravou (SVS) a Statni zemédélskou
a potravinarskou inspekci (SZPI) (Malir et al., 2006).

K zajisténi zdravotni nezavadnosti potravin a krmiv vramci EU pfispiva
tzv. Evropsky systém rychlého varovani pro potraviny a krmiva (RASFF). Tento systém
slouzi k rychlému Sifeni informaci o nebezpecnych potravinach a krmivech piedstavujicich
zdravotni riziko pro spotiebitele mezi Cleny systému, tj. Evropskou komisi (EK) sidlici
v Bruselu, ¢lenskymi staty EU a Evropskym ufadem pro bezpecnost potravin (EFSA). SZPI
predstavuje pro CR tzv. narodni kontaktni misto, které komunikuje na jedné strané s EK a na

druhé s dozorovymi organy nad potravinami a krmivy v CR (SVS, SZPI, OOVZ, ustfedni
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kontrolni a zkuSebni tustav zemédélsky /UKZUZ/), Generalnim feditelstvim cel,
Ministerstvem zemédélstvi (MZe) — resp. koordinacni skupinou bezpe€nosti potravin
a dal§imi spolupracujicimi institucemi (Statni zdravotni ustav /SZU/), Statni Gfad pro
jadernou bezpecénost /SUJB/), Ministerstvo vnitra /MV/ a Ministerstvo obrany /MO/), pii¢emz
tok informaci je vzdy obousmérny (SZPI, 2011). Komunikaci mezi jednotlivymi cleny

RASFF schematicky znazornuje Obr. 4.

oty [ Gl (0| spurcic
pro bezpecnost instituce
potravin (EFSA) Statni zdravotni ustav
(SZU)
Koordinaéni skupina Ministesrtvo vnitra
bezpec¢nosti potravin MV)
Ministerstvo Narodni kontaktfli Ministerstvo obrany
zemédglstvi (MZ) misto RASFF v CR (MO)

(SZPT) Statni Gifad pro

jadernou bezpe¢nost

\ (SUIB) j

Generalni /

teditelstvi cel (GRC)

Dozorové orgény

Statni Statni zemédéelska Organy ochrany Usttedni kontrolni
veterinarni a potravinarska vetejného zdravi a zkuSebni Gistav
sprava (SVS) inspekce (SZPI) (00VZ) zemédélsky (UKZUZ)

Obr. 4 Schematické znazornéni fungovani systému RASFF, zpracovano dle (SZPI, 2011)
V souc¢asné dobé je v CR zdravotni riziko z hlediska expozice mykotoxintim, tedy
1 ochratoxiniim, z potravy hodnoceno jako pomérné nizké, zvlasté jedna-li se o potraviny
¢eského ptivodu. Nicméné se celkova situace mize v dusledku globalizace potravinového trhu
zcela zménit (Malir et al., 2006). Za Gcelem efektivni eliminace zdravotniho rizika Ceské
populace je nezbytné pravidelné kontrolovat pfitomnost toxinogennich plisni, mykotoxinii ¢i

jejich biomarkert v souladu s legislativou Evropské Unie (EU) (Malir et al., 2006).

1.3.2 Regulace mykotoxinii

Pro CR jsou z hlediska regulace mykotoxintl vyznamna néktera Nafizeni Komise —
viz Tab. 5, stanovujici maximalni limity (zndmé také jako tzv. ,,hygienické limity*) n¢kterych
kontaminujicich latek v potravinach. Maximalni limity hlavnich potravinovych zdroja OTA
se pohybuji v rozmezi od 0,5 pg/kg (obilné ptikrmy a ostatni piikrmy urcené pro kojence
a malé déti) do 80 pg/kg (vytazek z Iékotice pro pouziti v potravinarskych vyrobcich, zejména
v napojich a cukrovinkéch) (Evropska komise, 2006; Evropska komise, 2010).
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V z4jmu U¢inné ochrany veiejného zdravi by nemély byt uvedeny na trh produkty,
které obsahuji nadpovolené mnozstvi kontaminujicich latek, a to ani jako slozky jinych
potravin. Zaroven by nemélo dochazet k miseni podila splitujicich limity s podily, které limity
nespliiuji. Dekontaminace plodin chemickou cestou je rovnéz zakazana (Evropska komise,
2006).

Tab. 5 Maximalni limity OTA v potravinich/ krmivech platné pro CR (Evropska komise, 2006; Evropska komise,
2010; Evropska komise, 2012; Evropska komise, 2015)

Narizeni Komise Cislo Potraviny Maximalni limity
(NK) polozky OTA [pg/kg]
1 Obilné piikrmy a ostatni ptikrmy uréené pro kojence a 0.5
malé déti ’

Dietni potraviny pro zvlastni 1éCebné tucely, urcené

2 o )
specialné pro kojence

0,5

Vino (v€etné Sumivého vina, s vyjimkou likérového vina
2 a vina s obsahem alkoholu nejméné 15 % objemovych) a 2,0
ovocné vino

NK (ES) Aromatizovand vina, aromatizované vinné napoje a

1881/2006 3 aromatizované vinné koktejly 2,0
ze dne Hroznovd  §tava, rekonstituovand  koncentrovana
19. prosince 2006 4 hroznova §tava, hroznovy nektar, rekonstituovany 20
hroznovy most a rekonstituovany koncentrovany ’
hroznovy most uréeny pro lidskou spotiebu.
5 Nezpracované obiloviny 5,0
6 Prazena kavova zrna a mletd prazend kava kromé 50
rozpustné kavy ’
7 SuSené hrozny révy vinné (korintky, rozinky a sultanky) 10,0
8 Rozpustna kava (instantni kava) 10,0
NK (EU Vsechny produkty pochézejici  z nezpracovanych
N (EV) obilovin, vcetné¢ zpracovanych vyrobkl z obilovin a
¢.594/2012 9 o . DGR e 9 3,0
d obilovin urcenych kpfimé lidské spotiebé kromé
5 éerzeenlcl: 2012 potravin uvedenych v bodech 1.,2.a 11.

- cerv 10 PSeni¢ny lepek neprodavany pfimo spotiebiteli 8,0
NK (EU 11 Kofeni: Pept, muskatovy otisek, zdzvor, kurkuma 15
201 55113?7 Kofeni: Capsicum spp. (suSené plody, celé nebo mleté,

ze dne 12 véetn¢ chilli, mletého chilli, kayenského pepie a 20
y papriky)
13. Cervence 2015 13 Smési koteni obsahujici jedno z vyse uvedenych koteni 15
NK (EU) 14 Koften 1ékofice, slozka bylinného caje 20
€. 105/2010 Vytazek zlékofice pro pouziti v potravinaiskych
ze dne 15 o pro p p Y 80

5. anora 2010 vyrobcich, zejména v napojich a cukrovinkach

Jelikoz bylo v posledni dobé hlaseno nékolik piipadli ndlezi vysokych hladin OTA
v potravinach, u kterych neni stanoven maximalni pfipustny limit, zahgjila EK diskusi
o stanoveni novych limitd v dalSich potravindch — viz Tab. 6. (MZe, Odbor bezpecnosti
potravin, 2018). Nicméné se jedna pouze o navrhy a soucasn¢ jsou tak platné pouze limity

uvedené v tabulce Tab. 5.
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Tab. 6 Nové navrhované limity pro OTA v potravinach diskutované v EK; zpracovano dle (MZe, Odbor bezpecnosti
potravin, 2018)

Potravina Navrh maximalniho limitu OTA [pg/kg/
Susené ovoce (vyjma susenych hroznti révy vinné) 8,0
Kofeni véetné suseného kotreni 15
Capsicum spp. (susené plody, celé nebo mleté, véetné chilli, 20

mletého chilli, kayenského pepte a papriky)

Smés koteni obsahujici chilli, mleté chilli, kayensky pept a

papriku) 15
Susené byliny, ¢aje a bylinné nalevy 10
Semena slunecnice, semena dyné, jadra podzemnice olejné a

, L - 5,0
vyrobky, které je obsahuji
Ofechy 5,0
Kakaovy (instantni) prasek prodavany koncovému
zakaznikovi nebo jako ingredience ve slazenych instantnich 2

kakaovych ptipravcich proddvand kone¢nému spotiebiteli

1.4 Toxikologické hodnoceni OTA
1.4.1 Toxicita

Pojmem toxicita se rozumi schopnost latky poskozovat zivy organismus (Pavlikova et
al., 2008). Toxicita je obecn¢ ovlivnéna nékolika faktory, zejména davkou, dale mistem,
trvanim a Cetnosti expozice, piicemz pii opakovaném podéavani je dilezita téz frekvence
expozice (Patocka, 2005). Toxicita OTA se rovnéz lisi v zavislosti na zvifecim druhu, jeho
pohlavi a zpiisobu podani. LDso pii podani p.o. pohybuje v rozmezi od 0,2 mg/kg t. hm. (pes)
do 30,3 mg/kg t. hm. (samec potkana) (Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007), ovSem jini
autofi uvadeji pro samce potkana hodnotu LDso 22 mg/kg t. hm. (Purchase & Theron, 1968).
Nicméné dalsi autofi uvadéji jesté¢ vyssi hodnoty pro mys: 45-46 mg/kg t. hm. (Mally &
Dekant, 2009) ¢i dokonce 48-58 mg/kg t. hm. (Abrunhosa et al., 2010). Ackoliv obecné plati,
ze jsou dospéla zvirata a samice odolnéjsi nez mlad’ata a samci (Diaz & Murcia, 2011), jini se
shoduji na tom, ze jsou samice potkana pii podani OTA p.o. citlivéj$i nez samci (Purchase &
Theron, 1968; Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007). Pro samici potkana je uvadéna
hodnota LDso 20 mg/kg t. hm. (Purchase & Theron, 1968), coz jini autofi uvadéji jako
hodnotu obecnou pro potkana pii podani p.o. (Cayman Chemical Company, 2013). Pro
porovnani je uvedena také hodnota LDso 12,6 mg/kg t. hm. pfi podani i.p. (Cayman Chemical
Company, 2013), coz potvrzuje tvrzeni, ze je OTA pfi i.p. podani toxictéjsi nez pfi podani
p.o. (Pfohl-Leszkowicz et al., 2007). OvSem pro Clovéka je z hlediska prevladajici dietarni
zpusobujici toxicky efekt (TDLO) 650 mg/kg t. hm., coz je 650 krat vyssi nez TDLO
u potkanti (Cayman Chemical Company, 2013).

29



Jelikoz je OTA strukturdlné podobny, diky své fenylalaninové casti v molekule,
esencialni aminokyselin¢ fenylalanin, dochdzi k jejich zaméné, v disledku které nastava
blokace enzymu fenylalanin-tRNA syntetazy, ktery vyuziva fenylalanin jako substrat (Modra
et al., 2014). Kumarinova ¢ast v molekule OTA navic brani zapojeni OTA do proteinového
fetézce a tim dochazi k blokaci tvorby bilkovin - proteosyntéze. Z toho divodu mize udajné
fenylalanin fungovat jako antidotum, nebot’ mezi nim a OTA dochdzi ke kompetici pii vazbé
na t-RNA (Siminek, 2004). Mechanismus toxicity OTA nebyl dosud plné objasnén (Domijan
et al., 2005), nicméné¢ krom¢ inhibice proteosyntézy se hovoii také o dalSich negativnich
dopadech na organismus, jako napf. o apoptéze riznych typid bunck, interferenci
s cytoskeletem, tvorbé reaktivnich druhti kysliku (ROS) s naslednym oxida¢nim poskozenim
DNA, tvorbé DNA-aduktti (Malir et al., 2013), lipidové peroxidaci, inhibici mitochondridlni
respirace a s tim souvisejicim vycCerpanim ATP (Domijan et al, 2005), ¢i o naruSeni
intraceluldrni homeostazy Ca*" (Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007; Malir et al., 2013).

Dle organotropismu, tj. schopnosti dané latky ptsobit na uréity orgén ¢i organovou
soustavu, je OTA ftazen mezi nefrotoxické mykotoxiny, tzn. latky zpusobujici poskozeni
nefront ledvin a vylucovaciho systému, které mize koncit az nenavratnym selhdnim ledvin
(Hrdina et al., 2004), pticemz OTA je nefrotoxicky pro ptaky a savce, nikoliv pro dospé€lé
prezvykavce (Pfohl-Leszkowicz et al., 2007). Diky této vlastnosti je OTA davan do spojitosti
s nadory mocovych cest alidskou Balkanskou endemickou nefropatii (BEN)
(Pfohl-Leszkowicz et al., 2007; Heussner & Bingle, 2015), coz je progresivni onemocnéni
trvajici  6-10 let vedouci k nenavratnému selhani ledvin (Készegi & Poor, 2016) a postihuje
zejména osoby endemickych vesnic na Balkané, konkrétné v Bulharsku, byvalé Jugoslavii
a Rumunsku (Pfohl-Leszkowicz et al., 2007). Etiologie endemické nefropatie je vSak stale
nejasnd, ovSem predpoklada se, ze je prirodniho ptivodu, kdy vedle mykotoxinti (OTA a CIT)
se uvazuje také o kyselin¢ aristolochové z podrazce kiovinného (Aristolochia clematitis L.)
(Heussner & Bingle, 2015). Vedle karcinomu ledvin je OTA spojovan také se zvySenym
vyskytem karcinomu varlat, coz bylo dolozeno vyskytem vysokého mnozstvi OTA a derivati
a tvorbou DNA-aduktti zavislych na €ase a davce. Dalsim moznym cilem OTA by mohly byt
prsni zlazy, nebot’ byl u 56 % (28/50) testovanych samic potkana po poziti vysokych davek
OTA pozorovan zvyseny vyskyt fibroadenomu (nezhoubného nadoru) mlécnych zlaz (Pfohl-
Leszkowicz & Manderville, 2007). OTA je dale spojovan s dalSimi chorobami, jako
napt. ochratoxikézou dribeze ¢i prasecCi nefropatii, projevujicimi se tézkym posSkozenim
ledvin (Heussner & Bingle, 2015). Mezi lidskou BEN a prasec¢i nefropatii jsou urcité

podobnosti, zejména vyskyt ledvinovych 1€zi v epitelidlnich buiikdch proximalnich tubult
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a ztrata integrity membran bunécnych organel v poskozenych bunkach (Pfohl-Leszkowicz et
al., 2007). Nefropatie je také indukovana u potkant, kufat a celkové dribeze, piicemz u kufat
byla prokézéna také hepatotoxicita. U kachnatek OTA zphsobuje ledvinovou a jaterni
hypertrofii. Citlivost kachen a krut je podobna, kiepelky jsou mnohem citlivéjsi (Pfohl-
Leszkowicz & Manderville, 2007).

K dal$im toxickym u¢inkiim OTA patii hepatotoxicita, embryotoxicita, teratogenita,
neurotoxicita, imunotoxicita, genotoxicita a kone¢ng karcinogenita (Ostry et al., 2013). Ze je
OTA karcinogenni u hlodavci, bylo prokazano pied vice nez 30 lety. Od té¢ doby byl
proveden rozsahly vyzkum, jehoz cilem bylo prozkoumat jeho mechanismus pasobeni, ktery
je vSak 1 nadale diskutovan (Heussner & Bingle, 2015). Z hlediska hodnoceni karcinogenniho
rizika u zvitat jsou dostatecné ditkazy, ovSem u Clovéka nikoli (Malif, 2010). Prvni studie
na karcinogenitu indukovanou OTA byly provadény na potkanech, mySich a pstruzich.
Zatimco po podani OTA p.o. doslo u mysi a potkanti k indukci nadoru ledvin, u pstruhti se
projevil nador jater (Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007). Nicméné dle IARC byl OTA
v roce 1987 zarazen do skupiny 3 — tj. skupina latek, které zatim nejsou klasifikovany jako
karcinogenni pro ¢lovéka (IARC, 1987). V roce 1993 vsak doslo k jeho ptetazeni do skupiny
2B — tj. skupiny moznych karcinogenti pro ¢lovéka (IARC, 1993). Na zakladé¢ udaji za
poslednich pét let by mohl byt OTA prefazen alesponn do skupiny 2A — tj. skupiny
pravdépodobnych karcinogenti (Ostry et al., 2017), avSak Malir et al. (2016) se spiSe

priklanéji k jeho ptetazeni dokonce piimo do skupiny 1, tj. skupiny prokazanych karcinogenti.

1.4.2 Toxikokinetika

Toxikokinetika se zabyvé priichodem xenobiotika (v tomto ptipadé¢ OTA) v organismu
a zahrnuje Ctyfi zédkladni déje: absorpci, distribuci, biotransformaci a exkreci (Patocka, 2005).
Osud OTA v organismu se muze liSit v zavislosti na fyziologii riznych zivocisSnych druht.
Obecn¢ vsak dochézi k rychlé absorpci a relativné pomalé exkreci (Malit et al., 2002; Ringot
et al., 2006). Zatimco mechanismy absorpce (popsané v podkapitole 1.4.2.1), distribuce
(popsané v podkapitole 1.4.2.2) a eliminace (exkrece) (popsané v podkapitole 1.4.2.4) byly
zcela objasnény, biotransformacni mechanismy (popsané v podkapitole 1.4.2.3) zlstavaji
1 nadale pfedmétem vyzkumu, nebot’ soucasné znalosti pro vysvétleni vSech pozorovanych
ucinkt jsou nedostatecné a nékteré udaje o metabolismu jsou dokonce kontroverzni (Ringot et

al., 2006).
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1.4.2.1 Absorpce OTA

D¢j, pfi kterém toxickd latka pronikne z vnéjSiho prostiedi do organismu, resp.
do krevniho fecisté se nazyva absorpce (Hrdina et al., 2004; Klaassen, 2007). Tento proces se
odehrava na tzv. vstupnich branach, kterymi jsou nejcastéji gastrointestinalni takt (GIT), plice
a kuze (Patocka, 2005). Jak jiz bylo feCeno vySe, z hlediska intoxikace bézné populace
mykotoxiny jsou transdermalni a inhala¢ni vstupni cesty povazovany za minoritni (Malif et
al., 2005; Malit, 2010; Malir et al., 2016) a daleko castéji, a tedy majoritné, jsou piijimany
konzumaci kontaminovanych potravin (Malif et al., 2005; Malit, 2010; Malir et al., 2016),
coz bylo potvrzeno analyzou krevnich vzorkd odebranych pfed zménou a po zméné diety
pacientt (Malit et al., 2002). Ztoho divodu je absorpce z GIT vtomto piipadé

nejvyznamneéjsi.

o Absorpce OTA z gastrointestindlniho traktu (GIT)

OTA se v GIT vyskytuje v neionizované (v tucich rozpustné) a ionizované (v tucich
méné rozpustné) formé. Zatimco ve fyziologickych podminkach dvanactniku je OTA
piitomen jako monoanion OTA" a dianion OTA?", v kyselych podminkach horni &asti GIT se
nachazi v neionizované formé& OTA® (Ringot et al., 2006). U vétsiny zvifecich druhd je OTA
pasivné (tzn. bez znamych specifickych transportnich mechanismi) absorbovan ve formach
OTA" a OTA" ze 7zaludku a predevsim z la¢niku — tj. stfedni ¢asti tenkého stfeva (Ringot et
al., 2006), pticemz tenké stfevo ma diky své velké absorpcni ploSe a bohatému prokrveni
nejvetsi podil na absorpei (Hrdina et al., 2004).

Poté, co je OTA absorbovan z GIT, vstupuje do krevniho ftecist¢ -
do tzv. enterohepatalniho obé&hu, ktery je z Casti odpovédny za dlouhy biologicky polocas
v organismu (Malif et al., 2002), coz je doba, za kterou koncentrace xenobiotika v organismu
poklesne na polovinu (Pavlikova et al., 2008). Dlouhy polocas je rovnéz ovlivnén schopnosti
OTA setrvavat v krevnim séru v disledku vazby s plazmatickymi makromolekulami (Malif et
al., 2002). Polocas OTA u ¢lovéka je piiblizn€ 35 dni (840 h.) (Malif et al., 2002; Severa et
al., 2005), pricemz toto zjiSténi pochazi zroku 1996 (Malif et al., 2016). Néktefi autofi
uvadéji o néco presnéjsi udaje: 35,4 dni (850 h) (Zepnik et al., 2003) ¢i 35,5 dni (852 h)
(Abrunhosa et al., 2010). V kazdém ptipad€ je to ve srovnani s ostatnimi druhy nejdelsi
plazmaticky polocas, a proto se OTA snadno mtize kumulovat a v mezidobi, nez OTA klesne

na polovinu, mize dojit k dalsim ptivodim (Kdszegi & Poor, 2016).
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1.4.2.2 Distribuce OTA

Distribuci se rozumi rozneseni latky jiz ptitomné v krvi do jednotlivych bun€k, tkani
aorgant intoxikovaného organismu (Patocka, 2005), pricemz OTA je krvi distribuovan
predevsim do ledvin, jater, varlat, sttev (Malif ef al., 2002), kosternich svali, tukové tkané
a v malém mnozstvi také do mozku (Kdszegi et al., 2016).
(Pfohl-Leszkowicz et al., 2007), dle jinych autort z vice nez 99 % (Ringot et al., 2006; Malir
et al., 2013), na lidské sérové proteiny — zejména albumin, coz Caste¢né vysvétluje jeho
dlouhy polocas v organismu (Ringot et al., 2006). Pouze malé mnozstvi (méné nez 1 %) OTA
se vyskytuje v biodisponibilni — volné formé (Malift et al., 2013). Byla také prokazana velmi
silnd vazba, a to az 106 krat vyssi nez u albuminu (Malif ef al., 2002), na neznamé proteiny
o molekulové hmotnosti 20 000 Da (Malif et al., 2002; Kdszegi & Poor, 2016). Tyto proteiny
se vyskytuji v mnohem niz§i koncentraci nez albumin a diky jejich volné filtraci pies
glomeruly mohou hrat roli v patogenezi BEN (Kdszegi & Poor, 2016). Vzniklé komplexy
predstavuji mobilni rezervoary mykotoxinu tzv. depa, ze kterych mize byt xenobiotikum
postupné uvolnéno do tkani (Hrdina et al., 2004; Ringot et al., 2006, Pavlikova et al., 2008).
Jako rezervoar OTA miize slouzit také jiz zminéné svalova ¢i tukova tkan (Malift et al., 2002).

Oproti tomu erytrocyty obsahuji pouze stopy OTA (Ringot ef al., 2006).

1.4.2.3 Biotransformace

Biotransformacni procesy zahrnuji biochemické, obvykle enzymatické, procesy,
pti kterych dochazi ke zméné lipofilnich latek na méné lipofilni, tj. rozpustnéjsi ve vodé, ¢imz
je umoznéno snaz$i vylou€eni z organismu prostiednictvim moci. Obvykle dochazi rovnéz
ke snizeni nebo Uplné eliminaci toxicity, a proto Ize hovofit o tzv. detoxikaci. To vSak neni
o bioaktivaci, ¢i toxikaci (Hrdina ef al., 2004). Pfikladem mohou byt reaktivni metabolity
OTA — OTQ (chinonova forma) a OTHQ (dihydrochinonova forma), jenz hraji diillezitou roli
v tvorbé nadort (Tozlovanu et al., 2006). OTHQ byl navic prokazan jako hlavni metabolit
odpovédny za tvorbu DNA-aduktt (Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007; Malir et al.,
2013; Malir et al., 2016).

K akumulaci OTA dochazi v krvi, ledvinach a jatrech, pfiCemz jatra a ledviny
predstavuji hlavni organy biotransformace (Ringot et al., 2006). Navic se v téchto organech
obecné koncentruje vice chemickych latek, nez v ostatnich orgdnech dohromady (Klaassen,

2007). Zranitelnost ledvin a jater mize byt vysvétlena jejich specidlnimi transportnimi
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mechanismy, které aktivné vychytdvaji OTA, pficemz v ledvinidch to jsou transportéry
organickych aniontd (OAT) a vjatrech polypeptidové transportéry organickych aniontd
(OATP) (Ko6szegi & Poor, 2016). Biotransformacni procesy obvykle zahrnuji dvé faze — fazi [
a fazi II. Zatimco Faze 1 zahrnuje oxida¢ni, redukcni a hydrolytické reakce, ve fazi II

probihaji reakce konjugacni (syntetické) (Hrdina ef al., 2004).

o Fazel

Hlavni metabolickd cesta OTA spociva v jeho hydrolyze (Ringot et al., 2006), pfi
které¢ dochéazi ke Stépeni amidové (peptidické) vazby (Zepnik et al., 2003) (viz Obr. 5),
spojujici L-B-fenylalaninovou ¢ast s dihydroizokumarinovym zdkladem, tj. ochratoxinem a
(OTa), pomoci specifického enzymu karboxypeptidazy A nebo kyselou hydrolyzou. Jelikoz
jsou po rozruseni vazby ob¢ vzniklé Casti v podstaté netoxické, lze tuto reakci povazovat
za detoxifikacni (Abrunhosa ef al., 2010).

Ve studiich in vitro byly zjistény také dal$i enzymy schopné hydrolyzy OTA na OTa,
ato a-chymotrypsin a katepsin C (Ringot et al., 2006). Ke $tépeni OTA miize dochazet
¢astecné ve stfevnim traktu a v organech s vysokou koncentraci OTA, jako jsou napft. ledviny
(Zepnik et al., 2003), ovsem Ringot et al. (2006) uvadéji, ze ledviny potkand, stejné tak jatra,
maji nizkou hydrolyzovou aktivitu. Oproti tomu je vysokd schopnost hydrolyzy ptipisovana
slinivee biisni, duodenu a ileu. Ve stejné studii pii pozorovani traveniny z potkana in vitro se
také ukazalo, Zze jsou za hydrolyzu odpovédné piedevSim anaerobni bakterie tlustého
a slepého stfeva. Naopak malo hydrolytickych reakci bylo pozorovano v obsahu zaludku
atravening¢ tenkého stieva, a to navzdory uvolhovani pankreatick¢é S$tavy, vcetné
karboxypeptidazy A (Ringot et al., 2006).

Dalsim zptisobem degradace OTA, popsanym u mikroorganismi, je hydrolyza
laktonového kruhu za alkalickych podminek (viz Obr. 5), kdy je vysledkem oteviena
laktonova forma OTA (OP-OTA), kterd ma vSak podobnou toxicitu jako OTA, je-li podan
potkaniim (Abrunhosa et al., 2010; Kdszegi & Poodr, 2016). OvSem u mysi a bakterie Bacillus

brevis byla zpozorovana nizsi toxicita (Abrunhosa et al., 2010).
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Obr. 5 Zpusoby degradace OTA: hydrolyza a) peptidické vazby b) laktonového kruhu (Abrunhosa et al., 2010)

Pouze malé procento OTA je v jaternich mikrozomech hydrolyzovéano
na 4-hydroxyochratoxin A (4-OH OTA), ktery ma obdobné cytotoxické a imunosupresivni
ucinky jako OTA (Malif et al., 2002). Rovnéz se jako OTA vyznacuje inhibi¢nim plisobenim
v proteosyntéze (IARC, 1993). Tento metabolit se vyskytuje ve dvou epimerech v zavislosti
na zvifecim druhu jako 4(R)-OH OTA - v lidskych a potkanich jatrech a 4(S)-OH OTA —
v jatrech prasete (Ringot et al, 2006). Exkrece 4-OH OTA byla potvrzena opakované
v testech in vitro a in vivo u mys$i a potkanii (IARC, 1993).

Dalsi metabolit 10-hydroxyochratoxin A (10-OH OTA) byl identifikovan v jatrech
kralika (IARC, 1993) a je mén¢ toxicky nez 4-OH OTA (Készegi & Poor, 2016). Tento
metabolit byl také objeven ve studiich in vitro u ¢lovéka a pravdépodobné neni genotoxicky
(Ringot et al., 20006).

Dalsim zptsobem snizeni toxicity je dechlorinace OTA, po které dochazi k preméné

na OTB, ktery je mén¢ genotoxicky (Kdszegi & Poor, 2016).

o Fazell

Reakce faze II jsou konjugacni, tzn. syntetické a dochazi pii nich ke konjugaci
s endogennimi latkami za vzniku novych sloucenin (konjugati), které jsou posléze
exkretovany (Patocka, 2005). Uplatiuji se zde predevSim dva enzymy: uridindifosfat
glukuronosyltransféraza (UGT) zajistujici glukuronidaci a sulfotransferdaza (ST) zajist'ujici
sulfataci (Hrdina et al., 2004). Nemén¢ dulezitym enzymem pii biotransformaci xenobiotik je
také glutathion-S-transferaza (GST) uplatiiujici se pii konjugaci OTA s glutathionem (Malif
et al., 2002; Ringot et al., 2006, Kand’ar, 2016).

Prostfednictvim portalni zily je OTA transportovan do jater, kde je podroben
detoxifikacnimu procesu (Ringot et al., 2006), pii kterém dochazi ke konjugaci s kyselinou

glukuronovou za vzniku glukuronovych konjugatti (glukuronidace) ¢i ke konjugaci se
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slouceninou obsahujici siru za vzniku sulfokonjugatt (sulfatace) (Malif et al., 2002). Rovnéz
dochazi ke konjugaci s glutathionem (Malif et al, 2002; Ringot et al., 2006), ktery je
substratem pro glutathion peroxidazu, ktera hraje dilezitou roli v ochrané¢ bun¢k pied
peroxidaci lipida (Ringot et al., 2006). Obecné vSak plati, ze se jednd o detoxifikacni krok,
nicméné v nékterych piipadech mlze dojit k bioaktivaci (Malif et al., 2002; Ringot et al.,
2006), coz muze vést ke vzniku sloucenin s genotoxickym ucinkem (Malit et al, 2002).
Glutathionové konjugaty jsou vyluCovany zlu¢i, reabsorbovany ve stievé a nakonec
transportovany do ledvin, kde se pozd¢ji kumuluji a tvofi vyssi koncentraci. Epitelidlni buiiky
ledvinovych tubulll jsou nastésti bohaté na dvé peptidazy (y-glutamyl transpeptidazu - GGT
a dipeptiddzu - DPP), schopné §tepit tyto konjugaty (Ringot et al., 2006). GGT odstraiiuje
v-glutamylovy zbytek a vznika cysteinylglycinovy konjugat, ze kterého je pomoci DPP
odstranén glycin za vzniku cysteinového konjugatu, ktery je N-acetylaci pfeménén
na kyselinu merkapturovou, ktera je vylouc¢ena moci (Kandar, 2016).

Esterové konjugaty OTA s hexo6zou ¢i pentéozou (hex/pen-OTA) predstavuji dalsi
skupinu konjugatti, které byly poprvé zaznamenany v kulturach potkanich a lidskych
hepatocytli a nedavno také v moci potkanti (Ringot et al., 2006).

Veskeré uvedené metabolity (OTa, OP-OTA, 4-OH-OTA, 10-OH-OTA,
sulfokonjugaty, glutathionové konjugaty, glukuronové konjugaty, hex/pen-OTA) (viz Obr. 6)
byly pozorovany v krvi, mo¢i, tkani zvitrat a/nebo lidi (Kdszegi & Podr, 2016).
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Obr. 6 Biotransformace OTA (Koszegi ef al., 2016)
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1.4.2.4 Exkrece

Pojmem exkrece se obecné rozumi vylouceni xenobiotika z organismu
prostiednictvim vylucovacich organt (Hrdina et al., 2004; Patocka, 2005), coZ je umoznéno
po vytvotfeni hydrofilni formy, ktera je snadnéji vylucovana (Pavlikovd et al, 2008).
Vylucovani OTA z organismu se déje prevazné moci (Severa et al. 2005), coz ma zasadni
vyznam pro tuto praci. Dale se na ¢iSténi plazmy od OTA podili fekalni exkrece a v mensi
mife exkrece matefskym mlékem (Ringot ef al., 2006).

Jak jiz bylo vySe zminéno, eliminace OTA je oproti absorpci pomald — v priméru
vylouceno 20-80 ng/den nezavisle na pozité davce (Pfohl-Leszkowicz et al., 2007) —
z davodu vysoké vazebné afinity k plazmatickym proteiniim, coz ma za nasledek jeho
kumulaci v organismu. Z toho diivodu obecné plati, ze je eliminacni polo¢as OTA v krvi delsi
nez ve tkanich. Studie provadéna na potkanech s nedostatkem albuminu navic prokdzala az
20-70x rychlejsi eliminaci OTA ze systémové cirkulace (Ringot et al., 2006). Navic afinita
OTA k albuminu neni u vSech druhi stejna. Zatimco k lidskému sérovému albuminu vykazuje
OTA velmi silnou afinitu, k bovinnimu ¢i potkanimu je niz$i. Z toho divodu je obtizné
vyvinout u¢inné strategie pro oddéleni OTA od albuminu, a proto je nezbytné pro dalsi

testovani nalézt vhodny zivoc¢isny model (Kdészegi & Poor, 2016).

o Rendlni exkrece

et al., 2005). Pfitomnost metabolith OTA v lidské moci byla potvrzena v riznych studiich
(Pfohl-Leszkowicz et al., 2007). Glomerularni filtrace je vSak do zna¢né miry omezena
vazebnym potencialem OTA na albumin (Ringot et al., 2006), nebot’ z krve do moce jsou
filtrovany pouze latky do 60 kDa, tj. mensi nez molekula albuminu (Patocka, 2005; Pavlikova
et al., 2008). Pouze volna frakce (podil), kterd se miize distribuovat mimo krevni feciste
do tkani, mize byt vyloucena glomerularni filtraci (Hrdina et al., 2004). Eliminace OTA
timto zptisobem je tedy zanedbatelna (K6szegi et al., 2016).

OTA tak podléha spise tubularni sekreci (Ringot et al., 2006), kterou zprosttedkovava
skupina specifickych proteinovych transportérii organickych aniontti (OATSs) lokalizovanych
v proximalnich ledvinovych tubulech (PT) (Patocka, 2005; Ringot et al., 2006). Po sekreci
do ledvinovych tubulii je OTA ve vSech segmentech nefronu reabsorbovan pomoci OAT ¢i
jinych transportéri, ¢imz se oddaluje jeho vylouceni a tim hrozi vyssi riziko akumulace
ve tkani (Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007). U ¢lovéka bylo identifikovano 10 OATs,
pfi¢emz nejvice prozkoumané byly OAT1.4 (Li ef al., 2012). OAT! je ptfitomen v bazolateralni
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membrané PT, stejné¢ jako OAT; (Li et al, 2012), ktery se vSak nachazi také v jatrech
amozku (Ringot et al, 2006). OAT4 se vyskytuje v apikdlni membran¢ PT a dokonce
1 v placenté, kde zprosttedkovava transport zivin pro plod od matky (Li ef al., 2012). Ackoliv
byl vyskyt OTA ve fetalnim séru hlaSen dvakrat, o mechanismu jeho ptechodu ptes placentu
toho neni pfili§ znamo (Ringot et al., 2006). V ledvinach se téz vyskytuje OAT2, ovSem jeho
dominantni zastoupeni je v jatrech (Li et al., 2012).

OTA je v moci vyznamnym biomarkerem intoxikace organismu timto mykotoxinem,
pficemz jeho koncentrace v mo¢i miize slouzit jako ukazatel ptivodu OTA do organismu

(Severa et al., 2005).

o Fekalni exkrece

Fekalni exkrece je uzce spjata s biliarni exkreci, nebot’ toxiny a jejich metabolity
odvadéné zluci zjater do stieva jsou v konecné fazi vylouCeny stolici (Patocka, 2005).
Nicméné tyto latky mohou byt ve stieveé opétovné vstiebany do krevniho fecisté (Philp, 2001)
a vykonavat tak tzv. enterohepatalni recirkulaci (Hrdina et al, 2004), ¢imz je podpofena
systémova redistribuce toxinu do riznych tkani (Ringot et al., 2006). U mysi byl ve Zluci
prokazan vyznamny podil OTA v konjugované formé, kterd pired reabsorpci musi byt
hydrolyzovana stievni mikroflorou. Napft. glukuronidové konjugaty jsou hydrolyzovany
pomoci mikrobidlniho enzymu B-glukuronidazy. Uvolnéné xenobiotikum pak mize byt
reabsorbovano, a cely cyklus se tak opakuje. Také v tlustém stievé je pritomna mikroflora,
kterd hydrolyzuje OTA na metabolit OTa, a proto jsou ob¢€ tyto formy vylucovany stolici
(Ringot et al., 20006).

o Exkrece mlékem

Exkrece mlékem nemé z kvantitativniho hlediska pf#ili§ velky vyznam (Hrdina ef al.,
2004), nicméné jini autofi tento zpiisob uvadeji jako relativné ucinny (Ringot et al., 2006).
V mléce zvitat krmenych krmivem kontaminovanym OTA byl prokazan metabolit OTa, ktery
je sice uvadén jako netoxicky, ovSem muze se vykazovat genotoxickymi uéinky (Malif et al.,
2002). Z hlediska pfechodu OTA do matetského mlé¢ka predstavuje znacné riziko pro kojence
(Philp, 2001; Hrdina et al., 2004; Ringot et al., 2006), ptfi¢emz kojenec je vzhledem k jeho

hmotnosti a odolnosti ohroZen vice nez matka (Stefan et al., 2012).
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1.4.3 Hodnoceni plisobeni OTA

V toxikologii ochratoxinu A v soucasnosti existuji dva zakladni piistupy k hodnoceni
pusobeni cizorodych latek, a to prahovy pfistup (threshold) — viz podkapitola 1.4.3.1
a bezprahovy pfistup (non-threshold) — viz podkapitola 1.4.3.2 (Malit, 2010).

1.4.3.1 Prahové toxické piisobeni OTA (threshold pristup)

Prahovy toxicky ucinek je definovan urCitym prahem expozice, pod kterym nejsou
zjiStovany zadné nepfiznivé UCinky na organismus (Malif, 2010). Vzhledem
k vSudypfitomnosti a toxickym uU¢inkiim OTA navrhly mezinarodni organy tolerovatelné
denni/tydenni pfivody OTA oznacujici davku, kterda mize byt bezpecné pfijimana po cely

zivot, aniz by vznikly zietelné nepiiznivé ucinky na zdravi (Ostry et al., 2015).

o Historie vyvoje prahového hodnoceni

Védecky vybor pro potraviny (SCF) vyhodnotil v roce 1998 provizorni tolerovatelny
denni pfivod 5 ng OTA/kg t. hm./den (EFSA, 2006). Vybor odborniki FAO/WHO
pro potravinaiské piidatné latky (JECFA) stanovil na svém 37. zasedani vroce 1991
tolerovany tydenni piivod (PTWI) 112 ng/kg t. hm. (tj. v pfepo¢tu na den 16 ng/kg t. hm.).
Na44. zaseddni vroce 1995 byl PTWI piehodnocen na hodnotu 100 ng/kg t. hm.
(j. v pfepoctu na den 14,29 ng/kg t. hm.), ktera byla potvrzena i na 56. zasedani v roce 2001
stim, ze tato hodnota by méla zlstat zachovana az do vysledkli dalSich studii
o mechanismech karcinogenity a nefrotoxicity (EFSA, 2006). Posledni hodnoceni PTWI
na 68. zasedani vroce 2008 vedlo k zachovéani stavajiccho PTWI 100 ng/kg t. hm.
(Bui-Klimke & Wu, 2015; Malir et al., 2016).

Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (EFSA) v roce 2006 stanovil pro OTA TWI
120 ng/kg t. hm. (tj. v pfepoctu na den 17,14 ng/kg t. hm.), a to na zaklad¢ dat ziskanych
na prasatech, jakozto nejcitlivéjSim zvifecim druhu, u kterého byla zjisténa nejnizsi davka, pfi
které uz je pozorovan Skodlivy efekt na organismus (LOAEL) 8 pg/kg t. hm./den, kterd
predstavuje pocatecni marker renalni toxicity, resp. progresivni nefropatie u prasat. Pro
zohlednéni mezidruhovych rozdilti (extrapolace z prasete na cloveka) byl pouzit celkovy
faktor nejistoty 450 (tj. soucin faktort: 2,5 pro toxikodynamické rozdily, 6 pro kinetické
rozdily — polocas, 10 pro extrapolaci od primémych lidi k potencidlné citlivym lidskym
subpopulacim a 3 pro zohlednéni pouziti LOAEL namisto nejvyssi davky, pii které jesté neni
pozorovan skodlivy efekt na organismus /NOAEL/ 40 pg/kg t. hm./den). Nicméné vypocteny

TWI pro ¢lovéka se vztahuje pouze na nefrotoxicitu, nikoliv na karcinogenitu (EFSA, 2006).
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Udajné je v sou¢asné dob& dospély ¢lovék v EU exponovan 15-60 ng/kg t. hm.
za tyden, coz je pod limitem stanovenym odborniky z EFSA (EFSA, 2006; Mally & Dekant,
2009). Nicméné do spotiebitelii nejsou zahrnuti kojenci a déti, a tudiz by byly pro posuzovani
miry expozice OTA zapotiebi udaje 1 o téchto spotiebitelich, v¢etné jejich stravovacich

preferenci (EFSA, 2006).

1.4.3.2 Bezprahové toxické piisobeni OTA (non-threshold pristup)

Na rozdil od prahového ucinku, u bezprahového neexistuje zadna bezpecna hladina
expozice — tzn., Ze pouze nulova koncentrace toxinu zarucuje nulové riziko (Malit, 2010).

V roce 1989 byla stanovena prakticky bezpecnd davka vzhledem k riziku rakoviny
ledvin (VSD) 1,5 ng OTA/kg t. hm. (Kuiper-Goodman & Scott, 1989). VSD 1,8 ng OTA/kg t.
hm. byla navrzena Kuiper-Goodman (Kuiper-Goodman, 1991; Castegnaro et al., 2006).
V roce 1992 byla na zaklad¢ studii Bendeleho (Bendele et al., 1985) a Boormana (Boorman et
al., 1992) provadénych na hlodavcich provedena extrapolace dat na ¢lovéka, dle které byla
VSD piehodnocena na 0,2 ng OTA/kg t. hm. (O’Brien & Dietrich, 2005).

Riziku karcinogenity OTA se vénovala zdravotnicka organizace Health Canada, ktera
stanovila zanedbatelny ptivod pro riziko rakoviny (NCRI) 4 ng/kg t. hm./den a tolerovany
denni ptivod (TDI) pro nefropatii 3 ng/kg t. hm./den (Kuiper-Goodman et al., 2010).

1.4.4 Zpusoby hodnoceni dietarni expozice mykotoxinim
Existujyi dva typy dietarniho pfivodu mykotoxinii — piimy a nepiimy (Malif et al.,

2005; Malit, 2010). Zatimco pfimy zahrnuje kontaminované obilniny, olejniny, kofeni, Caje,

kavu, suSené ovoce, pivo apod., pii nepfimém dochézi ke konzumaci kontaminovaného masa,

mléka, syrt, krve, vnitfnosti apod. (Malit et al., 2002; Malii et al., 2005; Malit, 2010).

Dietarni expozici mykotoxintim Ize zhodnotit dvéma nasledujicimi zptsoby:

o Odhadem denniho privodu mykotoxini, tedy i OTA, z potravin: Tato metoda se
provadi na zaklad¢ spotieby kontaminovanych potravin o znamé koncentraci mykotoxint
(Malif et al., 2002; Malit et al., 2005; Malit, 2010).

o Stanovenim biomarkeru (mykotoxinu ¢i jeho metabolitu) v biologickém materialu:
Analyzou biologického materidlu lze zjistit informaci o kvantitativni Grovni expozice
uré¢itému mykotoxinu (Malit et al., 2005). Odhad dietarni expozice je pak stanoven
vypoctem na zaklad€ znalosti metabolizacnich, distribu¢nich a exkrecnich procesi
v organismu (Malif, 2010). Tento biomonitoring je vhodngj$im nastrojem pro hodnoceni
expozice ¢loveka (Duarte et al., 2011; Malir et al., 2012; Shephard et al., 2007) a 1épe
odrazi individualni expozici, toxikokinetiku a biologickou dostupnost (Warth et al., 2013).
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2 Diagnoza C64 (Tumor ledvin mimo panvicku)

Ceska republika (dale CR) je na prvnim misté ve vyskytu zhoubnych nadort (dale ZN)
ledvin nejen v Evropé, ale i celosvétové (SVOD, 2017). Vramci CR se lékaii nejvice
setkévaji se ZN ledvin v pohrani¢nich oblastech, pfi¢emz nejcastéjsi vyskyt byl zaznamenan
v Plzeniském kraji. Nicméné pfi¢iny jsou stile nejasné, nebot pravdépodobné dochazi
k piisobeni vice faktorti — napft. stres, zZivotni styl, zivotni prostfedi, koufeni, stravovani
s pfivodem rtiznych kontaminanti (pozn.: nevylucuji se vlivy putsobeni nékterych
vyznamnych nefrotoxinl, napt. OTA, CIT ¢i kadmia) (Kolarova, 2016). O Cetnosti téchto
nadorii lze presvédcCit z dat pochazejicich z webového portalu ,.Epidemiologie zhoubnych
ndadorii v Ceské republice”, ktery vytvofil kolektiv autor Lékatfské fakulty Masarykovy
univerzity v Brné a Masarykova onkologického ustavu v Brné za podpory Ministerstva
zdravotnictvi CR. V roce 2000 byl vramci webového portalu vytvofen ,.Software pro
vizualizaci onkologickych dat“ (SVOD), ktery zptistupiiuje vSechna data z databaze
Narodniho onkologického registru a ktery je finanéné podporovan Ministerstvem
zdravotnictvi CR (Odborem zdravotni péée) (SVOD, 2017).

Jelikoz SVOD neposkytuje samostatna data o diagndéze C64 pro porovnani jejiho
vyskytu v CR s vyskytem v ostatnich zemich (at’ uZ v piepoétu na 100 000 osob (dale os.) —
viz podkapitola 2.1, nebo na svétovy standard — viz podkapitola 2.2), byla pouzita kompletni
data zahrnujici diagnozy C64 (ZN ledvin mimo panvicku), C65 (ZN ledvinné panvicky)
a C66 (ZN mocovodu) dohromady jako celek.

Interni data (tykajici se pouze CR) jiz poskytovala informace o jednotlivych
diagnozach samostatné, diky ¢emuz bylo mozné provést analyzu pouze na pozadovanou
diagnézu C64. Bylo provedeno porovnani incidence a mortality v CR v letech 1977-2014
s predpovédi dalSiho vyvoje do roku 2020 — viz podkapitola 2.3, dale porovnani incidence
a mortality dle pohlavi — viz podkapitola 2.4 a kone¢né dle vékovych skupin — viz podkapitola
2.5.
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2.1 Diagné6za C64-66 - porovnani Ceské republiky s ostatnimi zemémi

v poctu incidenci v prepoctu na 100 000 osob

V této kapitole jsou veSkera data uvedena v piepoctu na 100 000 os., ktery vyjadiuje
pocet osob s diagndézou C64-66 na 100 000 os. v dané populaci (podle pouziti se rozumi cela
populace, populace pouze muzi ¢i pouze zen) bez ohledu na vékové skupiny, tzn., Ze se zde
nebere v potaz fakt, Ze vétSina diagnostikovanych mtize byt starSiho véku a jejich pocet je tak
rozprostien mezi celé riiznoveké obyvatelstvo rovnomeérne.

Z poslednich dostupnych dat, tj. z roku 2008, je zfejmé, ze se CR s poltem témdf
30 incidenci (29,5 incidenci) umistila na prvnim misté v evropském i celosvétovém zebticku.
Prvnich 20 zemi sefazenych sestupné dle poc¢tu incidenci na 100 000 os. znazornuji tabulky —
pro Evropu (Tab. 10) a pro cely svét (Tab. 11). Grafické znazornéni prvnich 20 zemi je

uvedeno v grafech pro Evropu (Graf. 1) a cely svét (Graf. 2).

Diagndzy C64-66 - Srovnani incidenci v CR s ostatnimi zemé&mi
Evropy v prepoctu na 100 000 osob, rok 2008
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Graf. 1 Diagnozy C64-66 (ZN ledvin, ledvinné panvi¢ky, mo¢ovodu) — Srovnani incidenci v CR s ostatnimi zemémi
Evropy v prepo¢tu na 100 000 osob, rok 2008, uvedeno prvnich 20 zemi (SVOD, 2017)

Pofadi v evropském a celosvétovém Zebiicku ziistava do 5. mista stejné (1. Ceska
republika, 2. LotySsko, 3. Némecko, 4. Litva, 5. Estonsko), ovSem od 6. mista se zacina liSit.
Celosvétove se na 6. misto fadi USA, ¢imz se dostava pred Chorvatsko a u dalSich zemi tak
dochazi oproti evropskému fazeni k posunu o jednu piicku nize. Na 20. misté se celosvétove
umistila Kanada, ¢imz se dostala pied Bélorusko a Lucembursko (fazené v poradi na 19. a 20.

misto v evropském zebticku). Tyto zemé se tak dostaly mimo tabulku prvnich 20. zemi.
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Diagnézy C64-66 - Srovnani incidenci v CR s ostatnimi
zemémi svéta v prepoctu na 100 000 osob, rok 2008

Pocet incidenci na 100 000 osob
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Graf. 2 Diagnézy C64-66 (ZN ledvin, ledvinné panvi¢ky, mocovodu) - Srovnani incidenci v CR s ostatnimi zem&mi v
prepoctu na 100 000 obyvatel, rok 2008, uvedeno prvnich 20 zemi (SVOD, 2017)

2.2 Diagné6za C64-66 - porovnani Ceské republiky s ostatnimi zemémi
v poctu incidenci v prepoctu na svétovy standard (ASR-W)

V této kapitole jsou veskerd data uvedena v pfepoctu na svétovy standard (dale
ASR-W), ktery vyjadiuje vazeny pramér hrubych incidenci (tj. pocet incidenci na 100 000
obyvatel v dané populaci), pficemz vahu urCuje pocet obyvatel v jednotlivych vékovych
skupinach, mezi které je rozdéleno celkem 100 000 obyvatel svétové populace. Vekovych

skupin je celkem 18 a jsou odstupiiovany vzdy po 5 letech — viz Tab. 7.

Tab. 7 Kategorizace vékovych skupin (SVOD, 2017)

Vékova skupina 0-4 5-9 10-14  15-19 20-24  25-29 30-34 35-39 40-44
Svétovy standard 12000 10000 9000 9000 8000 8000 6000 6000 6000
Vékova skupina 45-49  50-54 55-59 60-64 65-69 70-74 75-79  80-84 85+
Svétovy standard 6000 5000 4000 4000 3000 2000 1000 500 500

Pii prepoétu na ASR-W vychazi hodnota pro incidenci v CR 16,6, ¢imZ se dostava
na prvni misto v evropském i celosvétovém zebiicku. Prvnich 20 zemi sefazenych sestupné
dle poctu incidenci v pfepoctu na ASR-W znézornuji tabulky — pro Evropu (Tab. 12) a pro
cely svét (Tab. 13). Grafické znazornéni prvnich 20 zemi je uvedeno v grafech pro Evropu

(Graf. 3) a cely svét (Graf. 4).
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Diagndzy C64-66 - Srovnani incidenci v CR s ostatnimi zemémi
Evropy v prepoctu na ASR-W, rok 2008

Pocet incidenci v pfepoctu na svétovy standard (ASR-W)

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Clesk e U a1 ] (), G
otyssko 13,2
Litva 11,9
|S|a1d [ e e e e e e e T e T 11[1
SIOVenS (o) | e 11
E§t0n5 0 T 11
Neme'c .0 e e e Y 10’8
JAlbanie 10,4
N) Belorus (o) e S Sesass s aa————— ] 9,2
IS Chorvatsko 9,1
(7] S|Ov|ns (o] o= = ———— = —___— ] 9
N e|% o |co—— 88
Rakousko 8,5
i Nors (o) e S T e e | 8,4
Nizozemsko 8,4
Ruska federace | e e e ) 8’4
|n5k0 e e e = ] 8
EU-27 8
Irsko 7,9
P0|sko =SS 7’8

Graf. 3 Diagnézy C64-66 (ZN ledvin, ledvinné panvi¢ky, mo¢ovodu) — Srovnani incidenci v CR s ostatnimi zemémi
Evropy v piepo¢tu na svétovy standard, rok 2008, uvedeno prvnich 20 zemi (SVOD, 2017)

%

Poradi v evropském a celosvétovém Zzebticku se 1iSi jiz od 3. mista, na kterém se
celosvétove umistily Spojené staty Americké (USA), ¢imz se dostaly pied Litvu. Dal$i zmény
nastavaji umisténim dalSich mimoevropskych zemi — Izrael (11-12. misto; 9,1), Kanada
(16-19. misto; 8,4), Australie (20. misto; 8,3). Diky posunu se Finsko, EU-27, Irsko a Polsko

dostaly mimo tabulku prvnich 20 zemi.

Diagndzy C64-66 - Srovnani incidenci v CR s ostatnimi zemémi
svéta v prepoctu na ASR-W, rok 2008
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Graf. 4 Diagnozy C64-66 (ZN ledvin, ledvinné panvi¢ky, motovodu) — Srovnani incidenci v CR s ostatnimi zemémi
svéta v piepoctu na svétovy standard, rok 2008, uvedeno prvnich 20 zemi (SVOD, 2017)
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2.3 Diagné6za C64 - porovnani incidence a mortality v CR v letech

1977-2014 a predpovéd dalSiho vyvoje do roku 2020

Jelikoz jsou na SVODu o diagndéze C64 dostupna pouze data do roku 2014, byla
pro nasledujici roky statisticky vypoctena predpovéd’ dalSiho vyvoje incidence a mortality,
ato az do roku 2020. Z dat zaznamenanych v tabulce (Tab. 14) je od roku 1977 zfejmy
dlouhodoby nartist incidence i mortality, a jejich trend ma tak stoupajici charakter, a to i ptes
obcasné vykyvy, které jsou patrné na kiivkach vnesenych do grafu (Graf. 5). Zatimco pocet
incidenci inadale vzristd — od roku 2000 z hodnoty 2381 na hodnotu 3161 k roku 2014,
mortalita se od roku 2007 sniZila z hodnoty 1324 na hodnotu 1168 k roku 2014.

Dale je ztabulky (Tab. 14) patrné, ze mira umrtnosti M:L, tj. podil zemfielych ze
skupiny nov¢ diagnostikovanych v daném roce, od roku 2001 klesa s vyjimkou let 2006, 2007
a 2010, kdy doslo k nepatrnému docasnému zvyseni maximalné o 0,01. Nejvyssi M:I (0,66)
2014, coz je posledni dostupny udaj.

Aby bylo zabranéno zkresleni pfedpovédi o dalSim vyvoji, zejména mortality,
v disledku dlouhodobé vzristajiciho trendu, byla pro vypocitani predpoveédi pouzita pouze
data od roku 2000 (vcetn€) do roku 2014 (posledni dostupny udaj), tzn., ze byla vytvotena
ptedpoveéd’ na zakladé€ poslednich dostupnych 15 let.

Z vybranych dat byl vypocten primérny absolutni ptirGstek 55,71 pro incidenci
a -7,93 pro mortalitu, pficemZz pocet pro incidenci a mortalitu v nasledujicich letech
2015-2020 byl vzdy vypocten pfi¢tenim  primérného  absolutniho  pfirtstku
(incidence/mortality) k hodnoté (incidence/mortality) z ptedchoziho roku (Tab. 15).
Ve stejném grafu (Graf. 5) tak 1ze vidét pokracovani (pfedpovéd’) dalsiho vyvoje, kdy kiivka
pro incidenci mé tendenci stoupat, kdezto kiivka pro mortalitu ma lehkou tendenci klesat.

Dle ptedpovédi Ize k soucasnému roku, tj. rok 2018, predpokladat vzrist incidence

na 3384, pokles mortality na 1136 a tim i pokles M:I na 0,34.
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Diagnd6za C64 - Incidence a mortalita v CR v letech 1977-2014 s
predpovédi do roku 2020
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Graf. 5 Diagnéza C64 — Incidence, mortalita a mira imrtnosti v CR v letech 1977-2014 s piedpovédi daliiho vyvoje do
roku 2020 (SVOD, 2017)

2.4 Diagno6za C64 - porovnani incidence a mortality v CR v letech 1977-

2014 dle pohlavi

Zhoubné nadory ledvin postihuji pfiblizné 1,5krat ¢astéji muze nez zeny (Kolafova,
2016). O tom se lze presvédCit v tabulce (Tab. 16), ve které jsou zaznamenana data
o incidenci a mortalit¢ dle pohlavi v prabéhu let 1977-2014, ze kterych vyplyva, ze kazdy rok
pfibude v priméru 1,65krat vice nemocnych muzi nez zen. Grafické znazornéni incidenci
a mortalit dle pohlavi v jednotlivych letech je zaznamenano na grafu (Graf. 6).

U muzl je po celd 1éta vyssi pocet incidenci nez u zen, pfiCemz za poslednich
dostupnych 20 let, tj. od roku 1994, se kiivky incidenci muzi a zen znateln¢ rozchazeji.
Ackoliv ob¢ kiivky maji stoupajici trend, pocet incidenci u muzi nartistd daleko rychleji nez
u zZen a jejich rozdil tak nabyvéa vysokych hodnot, pfi¢emz v roce 2011 byl zaznamenan
nejvyssi rozdil (895), kdy u muz byla incidence 1971 a u zen 1076. Za poslednich
dostupnych 20 let se incidence u muzt zvysila z hodnoty 1346 (k r. 1994) na 2022 (k r. 2014),
coz je cca 0 50 %, au zen z hodnoty 966 (k r. 1994) na 1139 (k r. 2014), coz je o cca 18 %
za 20 let, tzn., ze pocet incidenci u muzl nartistd témét 3x rychleji nez u zen.

Mortalita je rovnéz po cela 1éta vy$s$i u muzd nez u Zen a ani u jednoho pohlavi se
za poslednich dostupnych 20 let, na rozdil od incidenci, nijak vyrazné nezménila. U muzi 1ze
v poslednich letech, ptiblizné od roku 2003, pozorovat pomalu klesajici mortalitu, ktera sice

nejprve vzrostla ze 717 (k r. 1994) na 852 (k r. 2003), ale poté opét klesla na 719 (k r. 2014).
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U Zen pokles neni az tak vyrazny a od roku 1994 je mortalita dlouhodobé témét neménna,

v rozmezi 440 az 509, k r. 2014 s hodnotou 449.

C64 - Porovnani incidence a mortality u muz(i a Zen
v CR v letech 1977-2014
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Graf. 6 Diagnéza C64 - absolutni poéty incidenci a mortalit v Ceské republice dle pohlavi v letech 1977-2014
(SVOD, 2017)

2.5 Diagno6za C64 - porovnani incidence a mortality v CR v letech
1977-2014 dle vékovych skupin

V tabulce (Tab. 17) jsou zaznamenana data z roku 2014 o incidenci, mortalité a M:I
dle vékovych skupin pro celkovou populaci CR a déle o incidenci a mortalité dle pohlavi.
Veskera data jsou uvedena v piepoctu na 100 000 osob v dané vékové skupiné, pfiCemz
pro piepocet byla pouzita data absolutniho poctu piipadi (incidenci/mortalit) dostupna
na webovych strankach (SVOD, 2017) a demograficka data dostupna na webovych strankach
(PopulationPyramid, 2017). Grafické znazornéni pro celkovou populaci je uvedeno na grafu
(Graf. 7) a dle pohlavi na grafu (Graf. 8).

Nejvyssi pocet incidenci (119,22 os.) se vyskytuje ve veékové skupiné 75-79 let.
Na druhém a tfetim miste jsou vékové skupiny 70-74 let (115,95 os.) a 80-84 let (98,33 os.).
zaznamenand hodnota (0,16 os.) je tak ve skupiné 20-24 let. Pozoruhodny je také pocet
incidenci v nejmladsi veékové skupiné 0-4 let (1,65 os.), ktery vysoce pievySuje pocty
incidenci ve vékovych kategoriich od 5 do 29 let. Obecné 1ze s vyjimkou zminéné nejmladsi
skupiny a skupin nad 79 let fici, Ze pocet incidenci roste s vékem. Od 30. roku Zivota se pocet
incidenci znateln€¢ zvySuje, a to az do 79. roku. Poté opét klesa a ve vékové kategorii 85+

nabyva hodnoty 56,39 os.
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Nejvyssi mortalita byla zaznamendna ve vé&kové skupiné¢ 80-84 let (78,92 os.).
Na druhém a tfetim misté v poétu umrti jsou vékové skupiny 85+ let (67,99 os.) a 75-79 let
zaznamenana hodnota (0,13 os.) je tak ve vékové skupiné 30-34 let. Obecné lze fici, Ze
mortalita stoupa s v€kem s vyjimkou nejstarsi vékové skupiny. Od 45. roku Zivota mortalita
znatelné stoupd, a to az do 84. roku. Poté opét klesd a ve vékové kategorii 85+ nabyva
hodnoty 67,99 os., ¢imz ptesahuje hodnotu incidence a M:I tak dosahuje nejvyssi hodnoty
1,21. Lze tedy fici, ze ve vékové skupiné 80-84 let dochazi k nejcastéjSim (78,92 os.) amrtim.

Podobné jako incidence a mortalita roste s v€ékem i M:I. Vzhledem k velmi nizkym
poctlim incidenci a jesté niz§i mortalité v mladsi polovin€ vékovych skupin je tieba brat ohled
na mozné vzniklé neptesnosti v M:I v téchto skupinach. Napft. ve vékové skupine 25-29 let je
nejpatrnéjsi riziko nepiesnosti, kdy M:I 0,25 je tvofena pouhym 1 umrtim mezi 4 nové
diagnostikovanymi.

Diagndza C64 - Incidence, mortalita a mira Umrtnosti u

populace v CR dle vékovych skupin v pfepoétu na 100 000
osob, rok 2014
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Graf. 7 Diagnoza C64 — Incidence, mortalita a mira imrtnosti v Ceské republice dle vékovych skupin v piepoétu na
100 000 os., rok 2014 (SVOD, 2017; PopulationPyramid, 2017)

V porovnani muzli a Zen se ve vétSin€ vékovych skupin ukazala u muza daleko vyssi
incidence i mortalita. Nejvetsi rozdily incidenci jsou patrné ve vékové skupin€é 70-74 let,
ve které je u muzu pocet incidenci 162,46 os. a u zen 80,54 os., coz je o 81,92 os. (resp. 2krat)
vyssi incidence u muzi nez u zen. Nejveétsi rozdily v mortalit€ jsou ve vékové skupiné
80-84 let, kdy je u muzi mortalita 111,75 os. a u Zen 60,55 os., coz je o 51,20 os. vyssi

mortalita u muzl nez u Zen. U Zen je nepatrné¢ vyssi vyskyt incidence i mortality zaroven
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pouze ve vékové skupiné 25-29 let, kdy je incidence vyssi pouze o 0,03 os. a mortalita o 0,29
o0s. Ve veékové skupin€ 15-29 je u zen vyssi pouze incidence o 0,43 os.

U muzl se incidence zacind znateln€¢ zvySovat od 30. roku zivota a vrcholi okolo
70-74 let (162,42 os.). S vyssim vékem opét klesa a u vékové skupiny 85+ dosahuje poctu
87,67 os. Oproti muziim je u Zen zvyseny vyskyt incidenci posunut o jednu vékovou kategorii
vyse a zacind tedy az od 40. let, pfi¢emz vrcholi okolo 75-79 let (92,44 os.). S vyS$im vékem
op¢t klesa a u osob starSich 85 let dosahuje poctu 42,95 os., coz je oproti muziim piiblizné
polovi¢ni hodnota. (Kolarova, 2016) vSak uvadi, ze je nejvyssi vyskyt nadortt ledvin
pozorovan mezi 50. a 70. rokem zivota, coz se pfili§ neshoduje s daty ze SVODu.
Pozoruhodny je jiz vySe zminény zvySeny pocet incidenci v nejmladsi v€kové kategorii 0-4
let, pfiCemz nyni lze vidét, Zze se tento jev vyskytuje jak u muzt (1,78 os.), tak u zen
(1,50 os.).

U muzi zac¢ina mortalita nabyvat vyssSich hodnot ve véku 45-49 let (2,29 os.) a vrcholi
ve veku 80-84 let (111,75 os.). S vyssim vékem opét klesa a u osob starSich 85 let dosahuje
hodnoty 89,42 os. U Zen zacina mortalita stoupat oproti muzim pozdé&ji, ve véku 50-54 let
(1,5 0s.), a vrcholi ve stejném veku 80-84 let (60,55 o0s.). S vysS§im vékem pocet umrti opét

klesa a u osob starSich 85 let dosahuje hodnoty 58,78 os., coz je pfiblizné€ o tfetinu méné nez

u muzu.
Diagndza C64 - Porovnani incidence a mortality u muzl a Zzen v
CR dle vékovych skupin, rok 2014
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Graf. 8 Diagnoza C64 — Incidence a mortalita v CR dle pohlavi a vékovych skupin v piepo&tu na 100 000 os., rok 2014
(SVOD, 2017; PopulationPyramid, 2017)
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3 Teoretické zasady manipulace s biologickym materialem (moci)
v preanalytické fazi (tj. pred analyzou)

Biologickym materidlem (BM) se rozumi napf. télni tekutiny (krev, plazma, krevni
sérum), exkrety (mo¢) Ci tkan ¢loveka odebrand ,,post mortem* (ledviny, plice, jatra) (Malif et
al., 2002; Malit et al., 2005; Malit, 2010), ptficemz se uvadi, ze krev a mo¢ piedstavuji
nejCasteji vysSetfované materidly (Mraz et al., 2009). V této praci ma z BM zcela zasadni
vyznam moc.

Aby bylo pii vySetfovani BM dosazeno bezpecnym zptisobem spolehlivych a co
nejpresnéjSich vysledkd, je potfeba dodrzovat zasady spravné manipulace s BM. Nedodrzeni

téchto zasad muze vést ke zkresleni vysledkl analyzy, coz mlize vést az k poSkozeni pacienta

(Spirkova, 2015).

3.1 Manipulace s biologickym materialem pred analyzou - teoretické
informace
Manipulace s BM pied jeho analyzou zahrnuje sérii krok pocinaje odbérem
(viz podkapitola 3.1.1), transportem (viz podkapitola 3.1.2) a konce pfijmem vzorku moce

prislusnou laboratofi (viz podkapitola 3.1.3).

3.1.1 Sbér 24hodinové moce

Pro odbér BM obecné (tzn. nejen moci) plati nékolik zasad, z nichz nejdilezitéjsi je
pouzivani osobnich ochrannych pomiicek (ochranny odév, jednorazové rukavice) a sterilnich
nastrojii/pomucek, a to vzdy pro kazdou vysetiovanou osobu (Madar & Podstatova, 2006;
Janatova, 2017). Odbér vzorku se provadi v piijmové mistnosti pouze na plose vyclenéné pro
odbér ¢i u lizka pacienta (Mad’ar & Podstatova, 2006).

Moc¢ predstavuje obvykle snadno dostupnou télesnou tekutinu. Jeji odbér je za
béznych podminek provadén neinvazivni metodou — tzn. bez potieby vniknuti vySetiovacich
piistroji/nastrojti do vnitiniho prostiedi organismu (Kasalova, 2017). U pacientli v intenzivni
péci je vSak nutné odebrat vzorek moce z mocCového meéchyie invazivnim zplisobem —
zavedenim tzv. moového katétru — tj. urologické cévky (Spirkova, 2015). V expoziénich
studiich je doporuc¢eno shromazd'ovat 24hodinovou mo¢ namisto prvni ranni ¢i nahodné
odebrané moce, pokud je to mozné, nebot ndhodné¢ odebrané vzorky nejsou obvykle
reprezentativni pro vylucovani moce béhem jednoho dne (Warth et al., 2013).

Dle laboratorni ptirucky FN HK je sbér moce za 24 hodin provadén od 6 hodin rano,

kdy se pacient naposled vymoc¢i mimo sbérnou nddobu. Veskerd dalsi moc je sbirdna (i pfi
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stolici) do pfedem oznacené sbérné lahve. Posledni mo¢ je odebrana v 6 hodin rano
nasledujiciho dne. Po dikladném promichdni mnozstvi moce sebrané za 24 hodin je zméfen
a zapsan celkovy objem. Podle pozadované analyzy je z celkového objemu odebran jen
vzorek mode (Spirkova, 2015), napf. 50-100 ml (Hostacn4, 2015), nejlépe do jednorazovych
plastikovych vzorkovnic se Sroubovym uzaveérem, protoze zatky jsou zcela nevhodné
z diivodu nebezpeci vystiiknuti infekéniho aerosolu pii odzéatkovani (Janatova, 2017).
Vzorkovnice je fadné€ oznaCena pacientovym jménem a piijmenim, rodnym cislem, datem
a Casem odbéru vzorku, druhem odebiraného materialu, pfi¢emz tyto udaje uvedené na Stitku
vzorkovnice musi souhlasit s idaji uvedenymi v Zadance a musi byt Citelné (Hostacna, 2015).
Neidentifikovatelny materidl je povazovan za bezcenny (Madar & Podstatova, 2006).
Spravné oznadeny vzorek véetnd zadanky je transportovan do p¥islusné laboratofe (Spirkova,

2015).

3.1.2 Transport a skladovani moce

Po odebrani jsou fadné oznacené vzorky neprodlené odneseny/odvezeny do piislusné
laboratote. Je dulezité, aby transport probéhl co nejrychleji — bez zbytecného prodluzovani
a bez velkych teplotnich vykyvi (Hosta¢na, 2015). Jakékoliv skladovani moce je nevhodné
(Mad’ar & Podstatova, 2006), neni-li v§ak mozné vzorky ihned piedat do laboratote, musi byt
skladovany v chladnicce pii teploté 1-4 °C (Hostacna, 2015).

S kazdym BM je nutno pfii transportu zachazet jako s infekénim materidlem (Mad’ar
& Podstatova, 2006). Pro bezpecny transport je doporuceno vzorky zabalit do dvojitého obalu
— ochranného a dekontaminovatelného transportniho obalu (Mad’ar & Podstatova, 2006),
nebo se doporucuje vlozit nddobky se vzorky do piepravnych stojanki ¢i kontejnerd, které
zajisti jejich stabilitu a tim zabrani pfipadnému rozliti ¢i jinému znehodnoceni vzorkl
(Janatova, 2017). Nejdulezitéjsi vSak je, aby samotna transportni nddoba dobfe tésnila, aby
nedoslo ke kontaminaci vzorku z vnéjsiho prostiedi, a zaroven aby vnéjsi prostiedi nebylo
kontaminovéano vzorkem (Mad’ar & Podstatova, 2006). Dojde-1i pfi transportu k potiisnéni

nadobky vzorkem, nelze tento vzorek dale zpracovavat (Janatova, 2017).

3.1.3 Prijeti materidlu a jeho evidence

Pied pfijetim vzorku do laboratofe je provedena kontrola Zadanky a pfijatého
materidlu. Je-li vSe v potadku, veSkeré udaje ze zadanky jsou zaddny do laboratorniho
informaé¢niho systému (LIS), ktery piijatému materialu p¥idéli laboratorni &islo (Spirkova,

2015).
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Dtvody pro nepiijeti materidlu mohou byt rizné — napi. neoznaceny C¢i Spatné
oznaceny vzorek, chybéjici ¢i necitelnd zddanka, neshoda mezi oznafenim vzorku
a zadankou, znecisténi/poskozeni zadanky ¢i vzorkovnice, viditelna kontaminace ptepravniho
zafizeni, nespravné¢ odebrany material (kvalita, druh, mnozstvi), nevhodny Casovy interval

mezi odbérem a dodanim vzorku do laboratote apod. (Spirkova, 2015).
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4 Standardni operacni postup (SOP): Stanoveni ochratoxinu A (OTA)
v moc¢i metodou HPLC-FLD

4.1 Piedmét a vymezeni pisobnosti a definice

Chromatografie je povazovana za moderni metodu slouzici nejen k oddéleni (separaci)
jednotlivych latek ze zkoumané smési, ale také k identifikaci a kontrole Ccistoty
piipravovanych ¢i izolovanych latek, tim lze ziskat jak kvantitativni, tak kvalitativni
informace o vzorku (Novotny, 2013). Princip metody spocivd v nestejnoméerné distribuci
jednotlivych slozek smési (analytli) v separacni kolon¢ mezi dvé rizné nemisitelné faze — SF
(sorbentem) a MF (eluentem), podminéné odliSnou afinitou jednotlivych analytd k témto
dvéma fazim - zatimco latky s vyssi afinitou ke SF jsou zadrzovany ¢i zpozdovany, latky
s niz$i afinitou ke SF zlstavaji prednostné v MF a jsou déale unaSeny kolonou. Tim dochazi
k separaci jednotlivych analytt (Coufal, 1996; Cvacka, 2010; Novotny, 2013; Mikuskova,
2016). V soucasnosti jde o jednu z hlavnich vyuzivanych modernich analytickych metod,
ktera slouzi nejen k separaci, ale také identifikaci a kvantifikaci obsahu sledovanych latek
v MF (LACH-NER, 2017), v naSem pfipadé mykotoxinu — ochratoxinu A. FLD je zalozen
na principu fluorescence a méfeni sekundarniho (emisniho) zafeni, které dana latka vyzari po
absorpci primarniho (exitacniho) elektrochemického zéteni (Cvacka, 2010). Z toho vyplyva,
ze je FLD vysoce selektivni a citlivy pouze pro ptirozené fluoreskujici latky ¢i latky, které 1ze
pievést Cinidly piedkolonovou ¢i pokolonovou derivatizaci na fluoreskujici derivaty

(Mikuskova, 2016; VSCHT, 2018).

4.2 Princip

Metoda HPLC-FLD je pouzitelnd pro kvantitativni stanoveni ultrastopovych mnozstvi
OTA v lidské moci. Pfi zpracovani vzorku na stanoveni OTA vmoci se vyuziva
imunoafinitni sloupcové chromatografie, jejiz podstatou je pouziti imunoafinitnich kolonek
(IAK) uréenych pro separaci OTA ze vzorku (Skarkova, 2009). IAK jsou pied pouzitim
kondiciovany — tzn. vytemperovany na laboratorni teplotu (vyndany z lednicky
cca 0,5-1 hodinu ptfed pouzitim) a castecné vyprazdnény (pufr obsazeny v IAK je vypustén
tak, aby jeho hladina ztstala nad urovni horni frity s gelem) (OCHRAPREP, R-Biopharm,
2005). Suspenze gelu v IAK obsahuje specifické protilatky zakotvené na bilkovinném nosici.
Je-1i OTA pfitomen ve vzorku, absorbuje se na specifické protilatky na zaklad€ vazby antigen
(v tomto ptipadé OTA) — protildtka. Pfi promyti mycim roztokem — fosfatovym pufrem (PBS)

jsou ostatni latky odstranény z kolonky. K uvolnéni (tj. desorpci ¢i eluci) OTA z komplexu

53



antigen-protilatka se pouziva jako elucni ¢inidlo 1,5 ml smési metanolu s kyselinou octovou
(98 : 2 v/v). Vznikly eluat je jiman do malé vialky (1,8 ml) se Sroubovym uzdvérem

a nasledné odpaten dusikem na koncentratoru vzorkt EVATERM (Skarkova, 2009).

4.3 Bezpecnost

Toxické ucinky OTA jsou dobie znamy (podrobné popséano v kapitole 1.4.1). Navic se
pracuje se vzorky moci, které mohou byt zdrojem rizné infekce, proto je tieba pii jejich
zpracovani postupovat v souladu se zasadami bezpecnosti prace, pouzivat osobni ochranné
pomiicky, napi. laboratorni od€v, preztivky a pracovni rukavice, pfipadné oblic¢ejovy Stitek
(bryle) a respirator. Veskeré manipulace je tfeba provadét v digestoii ¢i laminarnim boxu se
zapnutym odsavanim. Déle je tfeba pouzivat sklenéné pipety s nastavci, ¢i automatické pipety
a davkovace. Laboratorni sklo a pomtcky je tfeba myt a dekontaminovat podle postupti, které
jsou pfiilohou provozniho fadu oddéleni (viz podkapitola 5.2). Pii praci s hoflavinami
(metanol, acetonitril), kyselinami (octova, chlorovodikové), metanolovym roztokem fluoridu
borit¢tho je tfeba dodrzovat pfislusSna bezpeCnostni opatfeni a zabranit jejich poziti,

vdechovani a styku s pokozkou.

4.4 Sbér, doprava a piredani vzorki

Ve FN HK byly celkem 50 pacientim s nasledujicimi diagnézami: C64 - zhoubny
nador ledvin mimo panvicku, C675 - zhoubny nador hrdla mocového méchyie
aNI31 - hydronefroza se strikturou ureteru odebrany v prabéhu 1,5 roku (listopad
2015 - duben 2017) vzorky moce s hlavnim cilem stanovit v nich OTA. Celkem bylo ziskano
50 vzorkl moce. Vzorky moci byly odebrany 48-24 hodin pfed operaci (maximalné
24hodinovy odbér — nékteti pacienti se dostavili na vySetfeni pozdé&ji, a proto jejich odbér
moci trval krat§i dobu n€z 24 hodin), 24hodinovy vzorek moce byl diikladné protiepan
azn¢ho byl odebran 2x dil¢i vzorek moce o objemu pfiblizné cca 60 ml
moée - do jednorazovych plastikovych vzorkovnic se §roubovym uzavérem — 1 x pro ZU se
sidlem v Usti nad Labem, pracovisté HK — NRL. V jednom vzorku bylo provedeno stanoveni
ochratoxinu A, ale také pH, kreatininu, objemu v ml a hmotnosti v g. Druhy vzorek moce byl
zalozni pro ptfipadné zopakovani. Vzorky byly fadné popsany lokdlnim potadovym Cislem
LEV (napt. 1). Takto zpracované vzorky moce byly zmrazeny pii teploté -80 °C pro jejich
uchovani k pozdégjsi analyze.

Pro studii byli vybrani nemocni, u kterych probéhla operace bez komplikaci. Pacienti

byli rovnéz bez kardiovaskularnich komplikaci a spliiovali dalsi kritéria, a to absenci metastaz
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a celkového metabolického rozvratu. Pro nemocné byly vytvoteny ptislusné dokumenty:
informace pro nemocného, informovany souhlas nemocného a také skladba konzumovanych
potravin po dobu hospitalizace (Toman, 2017).

Pacienti jsou v této praci vedeni v anonymité€, v laboratofi je znamé pouze tzv. interni
¢islo LEV. Znamé jsou dale pouze udaje vyznamné pro tuto studii (pohlavi, rok narozeni,
hmotnost pacienta, stanovend diagndza a misto bydlist¢ — mésto/vesnice) a jsou zaznamendny
v tabulce (Tab. 18). Statistické zpracovani dat o pacientech je uvedeno v tabulce (Tab. 19).

Vybrana populace byla tvofena pievazné muzi, jenz z celkového poctu zastupovali
78 % (tj. 39 pacientt). Zeny tak zastupovaly zbyvajicich 22 % (tj. 11 pacientek).

Jednalo se o pacienty narozené v letech 1936-1977 (tj. k roku 2016 veékové rozmezi
39-80 let), pfiCemZ nadpoloviéni vétSina — 58 % (tj. 29 pacientd, z toho 5 Zen a 24 muzi)
spadala do ve€kové kategorie ,,starnuti s vékovym rozmezim 61-75 let. Zhruba ctvrtina
jedincti — 26 % (tj. 13 pacientl, z toho 3 zeny a 10 muzi) spadala do veékové kategorie
»stiedni vek* s vékovym rozmezim 46-60 let. Krajni vékové kategorie ,,zralost” s vékovym
rozmezim 31-45 let a ,,starnuti* s vékovym rozmezim 76-80 mély v porovnani s predchozimi
kategoriemi celkem nizké zastoupeni. V kategorii ,zralost bylo zastoupeno 10 %
(4. 5 pacientd, ztoho 3 Zeny, 2 muzi). V posledni kategorii ,,stafi“ bylo pouhych 6 %
(tj. 3 pacienti, z toho 0 Zen, 3 muzi).

Hmotnost pacientii se pohybovala v rozmezi 57-155 kg, pfi¢emz pramérna hmotnost
byla 90 kg a median 91 kg. Primérna hmotnost muz dosahovala znateln¢ vyssich hodnot
(93 kg) nez u zen (80 kg), rovnéz medidn byl u muzi podstatné vyssi (91 kg) nez u zen
(64 kg).

Téméf vSem pacientim byla stanovena diagnéza C64 — 96 % (tj. 48 pacientll — z toho
38 muzl a 10 zen). Zbylé diagnézy byly zastoupeny po 2 %, pficemz diagndéza C675 byla
stanovena u 1 muze a diagnéza N131 u 1 Zeny.

Z mésta pochdzelo 86 % pacientl (tj. 43 osob — z toho 33 muzl, 10 Zen). Pouze 14 %
pacienti (tj. 7 osob — 6 muzii, 1 Zena) pochazelo z venkova.

Namétené hodnoty moci jsou zaznamenany ve vysledcich — viz podkapitola 6.2

(objem a hmotnost moci), 6.3 (mnozstvi kreatininu v moci).
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4.5 Chemikalie a spotiebni material

4.5.1 Zakladni chemikalie

Ochratoxin A, SIGMA-ALDRICH, ob;j. ¢. 85,628-2 (0 1877); kyselina chlorovodikova
(HCI) p.a., MERCK; dihydrogenfosforecnan sodny dihydrat (NaH.PO4.2H>O), MERCK;
hydrogenfosfore¢nan dvojsodny dodekahydrat (NaxHPO4.12H>0), MERCK;
Metanol gradient grade pro chromatografii, Lichrosolv, MERCK, Acetonitril gradient grade
pro chromatografii, Lichrosolv, MERCK; Octan sodny bezvody, Suprapur, MERCK; kyselina
octova (ledovd) p.a., MERCK; chlorid sodny, Suprapur, MERCK; Fluorid bority, 14%
metanolovy roztok, SIGMA-ALDRICH; ultracistd voda ze =zafizeni Milli Q plus,
MILLIPORE.

4.5.2 Spoti‘ebni material

Ochraprep, imunoafinitni kolonky ke kvantitativnimu stanoveni OTA HPLC,
Rhone-Poulenc Diagnostics, obj. ¢. P 14, dodavatel Jemo Trading s.r.o., Bratislava- ptipadné
OchraTest, Vicam, dodavatel Chromservis Praha; papirové filtry Whatman ¢. 4, MERCK,
obj. ¢. 1004 185 (1004090), nebo filtra¢ni papiry KA2-M, Papirna Pernstejn s.r.o. (pfipadné
filtracni papiry Filtrak 388,389, 390); dusik tech. 4,7, SIAD spol. s.r.o0., Braiiany u Mostu,
plastikové vzorkovnice se Sroubovym uzavérem, stojan pro filtraci - s filtracnimi kruhy,

automatické pipety, plastové Spicky k pipetam

4.5.3 Roztoky

Roztoky ochratoxinu A

Roztoky o koncentraci OTA (10 pg/ml, 40 ng/ml, 4 ng/ml a 0,4 ng/ml) byly
pfipraveny v souladu se standardnim opera¢nim postupem platnym v ZU v Usti nad Labem,

pracovist¢ HK, NRL pro biomarkery mykotoxinti.

Zakladni roztok ochratoxinu A v metanolu 10 pg/ml

Do lahvicky s obsahem 1 mg (tj. 1000 pg) ochratoxinu A se odpipetuje 5 ml metanolu
a necha se rozpustit. Do odmérné baiiky se zabrusem se napipetuje 90 ml metanolu, pak se
piida 5 ml roztoku ochratoxinu A v metanolu z originalni lahvicky. Tato lahvicka se znovu
vyplachne 5 ml metanolu, ktery se pfidd do odmérné banky. Odmérnd banka se uzavrte,
ptekryje parafilmem a pfipraveny standard se ulozi do mrazni¢ky pii -20 °C. Doba

pouzitelnosti je 1 rok.
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Pracovni roztok ochratoxinu A 40 ng/ml (40 pg/l)

Napipetuje se 0,1 ml zédkladniho roztoku a doplni se metanolem do odmérné banky
oobjemu 25 ml po znacku. Roztok se uchovd v odmérné batnice v lednici suzavérem

piekrytym parafilmem. Doba pouzitelnosti je 1 rok.

Pracovni roztok 1. ochratoxinu A 4 ng/ml (4 ng/l)

Napipetuje se 1 ml pracovniho roztoku a doplni se metanolem do odmérné banky
o objemu 10 ml po znacku. Roztok se uchova v chladnicce a jeho pouzitelnost je maximalné

10 dnt.

Pracovni roztok II. ochratoxinu A 0.4 ng/ml (0.4 pg/l)

Napipetuje se 1 ml pracovniho roztoku I a doplni se metanolem do odmérné banky
o objemu 10 ml po znacku. Roztok se uchova v chladni¢ce v nddobkach k tomu urcenych.

Doba pouzitelnosti 3-5 dni.

Fosfatovy pufr (PBS):

Do baitkky o objemu 1000 ml se navazi 0,62 g dihydratu dihydrogenfosfore¢nanu
sodného (NaH>PO4.2H>0), 5,73 g dodekahydratu hydrogenfosfore¢nanu dvojsodného
(Na2HPO4.12H20) a 9 g chloridu sodného (NaCl). Banka se doplni destilovanou vodou
po rysku a prottepe se. pH se upravi na 7,4 ptidanim 0,1M kyseliny chlorovodikové (HCI)
dle potieby (Skarkova et al., 2013). Roztok lze uchovavat v lednici po dobu 1 roku.

Mobilni fdze na HPLC:

Methanol : acetonitril : 0,005 mol/l octan sodny : kyselina octova v poméru

300 ml : 300 ml : 400 ml : 14 ml (v/v/v/v)

4.5.4 Pristroje a pomocna zarizeni

Kapalinovy chromatograf s fluorescenc¢ni detekci (HPLC-FLD) — Spectra System
(USA) — [vakuovy odplynova¢ SCM 400, USA; gradientovd pumpa P 2000 USA;
automaticky davkova¢ AS 3000, USA; fluorescencni detektor Jasco model 920 FP -
Japonsko, pocita¢ se softwarem CSW 32, zafizeni pro Usporu mobilni faze - solvent saver
model 2907 Jour Research - Svédsko; analytickd kolona Inertsil ODS-3V 150 x 4,6 mm
(Hichrom) s velikosti ¢astic 5 um; ptfedkolona Phenomenex 3 x 4 mm s naplni C18].

Dale mrazni¢ky (-20 'C; -80 °C); chladni¢ka, prosavaci zafizeni; zafizeni pro
odpatrovani pod dusikem (tj. koncentrator vzorkll) EVATERM, vyrobce Ing. V. Hanus, Brno;
vahy jemné 1. tf., Sartorius R 200 D, vyrobce SARTORIUS AG, SRN, dodavatel
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SARTALEX v.d., Usti nad Labem; Laboratorni odstfedivka (centrifuga) MPW-350e, vyrobce
MPW Med-Instruments, Polsko, dodavatel UNIMED v.o.s. Praha; nebo BR4i multifunk¢ni
stolni chlazena centrifuga, vyrobce JOUAN, Francie, dodavatel Trigon - plus s.r.o., Cestlice;
pH-metr WTW, typ 330- s kombinovanou elektrodou; zafizeni pro fizeny prutok
imunoafinitni kolonkou, vakuova jednotka BAKER SPE 12 G s prosavaci pumpou SIGMA n.
MILLIPORE, BAKER, Velka Britanie; filtracni zafizeni Millipore — pro Gpravu mobilni faze.
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5 Postup
Pracovni postup stanoveni OTA Ize rozdélit na dvé faze: ptipravu vzorkl k analyze —

resp. separace OTA na imunoafinitnich kolonkéch a vlastni stanoveni OTA metodou HPLC —

FLD.

5.1 Priprava vzorkiia separace OTA na imunoafinitnich kolonkach

Princip extrakce OTA ze vzorku je schematicky znazornén na Obr. 7.

Kondicionace Davkovani vzorku Promyti

O & & é

& Ochratoxin A EI " Ostatni latky pfitomné ve vzorku moéi
Obr. 7 Schéma extrakce OTA pomoci imunoafinitni kolonky (Klabackova, 2016)

Ze vseho nejdiive byly vzorky rozmrazeny a vytemperovany na laboratorni teplotu
20 °C (Obr. 8). Vzorek byl v plastikové vzorkovnici fadné promichan sklenénou tycinkou,
aby doslo k distribuci sedimentu v celém objemu. Poté bylo odebrano 25-30 ml moce, ktera
byla zfiltrovana pomoci filtraéni aparatury (Obr. 9) ptes skladany filtracni papir KA-2.
Z filtratu bylo poté pipetou odebrano 20 ml vzorku.

IAK byly vyjmuty z chladnicky a vytemperovany na teplotu laboratote cca 20 °C,
a poté nasazeny spolu s nasadcem na vakuové prosavaci zatizeni, pomoci kterého doslo
k rychlejSimu vykapéani pufru obsazeného v kolonce (= tzv. kondicionace). Pufr se nechal
vykapat tak, aby jeho hladina ziistala lehce nad urovni frity s gelem a nedoslo tak k jeho
vyschnuti.

Do takto ptipravené kolonky byl pipetou nadavkovan filtrat moc¢i (20 ml) (Obr. 10,
Obr. 11), ktery se nechal velmi pomalu prokapavat do sklenéné vany — minimélné¢ 40 min.,
tj. rychlost cca 10 kapek/min. Frita s gelem byla opét udrzovana pod hladinou kapaliny, aby
nedoslo k jejimu vyschnuti pfed promytim PBS. Rychlost prokapavani byla regulovana
vytvarenim podtlaku ve sklenéné van¢.

Po prokapani vzorku byla kolonka dvakrat promyta 10 ml PBS pufru (Obr. 12, Obr.

13) ve stejném casovém intervalu jako filtrat moci. Diky promyti pufrem byly z kolonky
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odvedeny vSechny slozky moc¢i az na OTA, ktery zustal zachyceny v gelu diky vazebné
schopnosti se specifickymi protilatkami. Zbytky PBS byly vytlateny kratkym prosatim
vzduchem.

Pro uvolnéni (eluci) OTA z gelu byla pouzita smés roztoki o celkovém objemu
1,5 ml : methanol : kyselina octova (98 : 2 v/v). 1 ml takto pfipraveného roztoku byl
nadavkovan do nésadce a protlacen ptes kolonku do pfedem oznacené malé vialky (1,8 ml) se
Sroubovym uzavérem, pricemz rychlost prokapavani byla stejna jako u filtratu moci (Obr. 14,
Obr. 15).

Prokapana eluéni smés byla zvialky znovu vylita do nasadce nad kolonkou
a intenzivnim proudem odsata pies fritu s gelem, kde se nechala v kolonce 1 minutu odstat.
Po uplynulé dob¢ byl eluat s obsahem OTA protlacen ptfes kolonku opét do malé vialky.
Takto se eluce OTA opakovala a byla provedena celkem Skrat. Konecna eluce byla
provedena dalSim 0,5 ml elu¢ni smési a ziskalo se tak 1,5 ml eluatu. Zbytky eluatu byly
z kolonky vytlaceny vzduchem.

Vialka s eludtem byla vlozena do koncentratoru vzorkit EVATERM (Obr. 16, Obr.
17), kde byl eluat odpaien do sucha pod proudem dusiku pii cca 45 °C (teplota by neméla
presahnout 50 °C). Takto vysuseny vzorek byl poté uloZzen do mraznicky pii teploté -20 °C.

O kazdém zhotoveném vzorku (Obr. 18) byl proveden zapis o zpracovani vzorku (Obr.
19), ve kterém byly vyplnény pozadované udaje (Cislo a popis vzorku, pozadovana analyza,
pracovnici provadéjici separaci, separacni postup, navazka, objem eluatu, poznamka — kolika

ml vzorku je odparek ekvivalentni, datum a podpis pracovnika).

5.2 Laboratorni nadobi - dekontaminace

Pted dalS$im zpracovanim vzorkli na obsah ochratoxinu A se laboratorni nadobi po
skon¢eni analyzy OTA dezaktivuje po dobu 24 hodin (vysoce koncentrované roztoky se
dezaktivuji 48 hodin) v lazni s obsahem 10 1 vody, 100 g hydroxidu sodné¢ho a 200 ml
chlornanu sodného. Poté je nddobi oplachnuto horkou vodou se saponatem (10 ml/10 1)
a nasledné v kyselé 14zni s obsahem 150 ml octa v 10 I destilované vody. Nakonec je nadobi
proplachnuto 3x destilovanou vodou a 1x Milli-Q vodou a kone¢n¢ vysuseno horkovzdu$nym
sterilizatorem pii teplot€¢ 180 °C. Takto dezaktivované nadobi je ulozeno do uzaviratelnych

skiini pro dalsi pouziti (Skarkova et al., 2013).
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5.3 Popis chromatografického postupu pii analyze OTA na HPLC-FLD

Stanoveni OTA v moci bylo provedeno v souladu se standardnim opera¢nim postupem
platnym v ZU Usti nad Labem, pracoviité HK, NRL pro biomarkery mykotoxint. Metoda
byla validovana dle pozadavkt ufadu pro kontrolu potravin a 1éciv (FDA) (Bliesner, 2006).

Pied zpracovanim na HPLC-FLD byl odparek za plsobeni ultrazvuku rozpustén
ve 300 ul  methanol:acetonitril:0,005 mol/l octan sodny:kyselina octova v poméru
300 ml : 300 ml : 400 ml : 14 ml (v/v/v/v).

Vznikld smés byla protlacena pfes membranovy filtr do Cisté vialky se Sroubovym
uzavérem se septem, kterd byla nasledné umisténa na HPLC-FLD s automatickym
davkovacem — tzv. autosamplerem.

Pti méfeni byly pouzity standardni roztoky OTA 0,4 ng/ml a 4 ng/ml (viz podkapitola
4.5.3), rozpusténé odparky a slepy vzorek — tzv. blank, ktery slouzi ke kontrole Cistoty
chemikalii a postupu zpracovani pfed nadavkovanim dal§iho vzorku, ¢imz je zabranéno
vzniku falesné pozitivity. Tzn., Ze je na HPLC analyzovan roztok (ultra ¢istd voda Milli-Q
a dalsi chemikalie pouzivané pii stanoveni OTA v moci), ktery je prakticky identicky
se vzorkem s tim rozdilem, ze blank neobsahuje OTA. Chromatografické zaznamy blanku
a standardii (0,4 ng/ml a 4 ng/ml) Ize v tomto potadi spatfit v grafech — viz Graf. 11, Graf.
12, Graf. 13.

5.4 Uvedeni mériciho pristroje do chodu a jeho nastaveni

Ptiprava kapalinového chromatografu k analyze a prace snim se fidi navodem
vyrobce. Pied vlastnim stanovenim musi chromatograficka aparatura pracovat alespon
60 min. ,,naprazdno® pro ustidleni podminek na chromatografick¢é koloné¢ a detektoru.
Podminky stanoveni se nastavi dle manualu pfistroje.

Pozn.: Spraci lze zacit tehdy, jakmile po nadavkoviani metanolu nebo mobilni fdaze pri zapnutém

fluorescencnim detektoru dostanete rovnou zdkladni linii.

5.5 Podminky chromatografického stanoveni

Pratok mobilni faze: 1,5 ml/min.; nastfik: 50 pl

Nastaveni FLD: A Ex 333 nm (pifipadné 340 nm), AEm 465 nm, Gain = 1000, (Sife pasma
EM: 18), pozn. fluorescencni detektor Jasco FP-920 zapnéte asi 15 min. pfed zapocetim
prace. Pii dodrzeni téchto podminek je elu¢ni ¢as OTA mezi cca 6,5-10 min. pii pfimém

stanoveni (Dohnal et al., 2013).
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Vzorky ve vialkdch, vcetné standardd a blanku, byly umistény podle vytvoiené sekvence
do autosampleru HPLC-FLD (Obr. 20). Roztoky standardl i vzorkll byly davkovany vzdy
pouze jednou. Vysledkem byl graficky zdznam — tzv. chromatogram. Dle chromatogrami
standardll (Graf. 12 - pro 0,4 ng/ml a Graf. 13 - pro 4 ng/ml) lze zjistit retencni Cas (tR),
tj. dobu priichodu dané latky kolonou, ktery je typicky pro kazdou latku. Pro OTA byl tR
zméten okolo 8. min. Je-li vzorek pozitivni, na chromatogramu v tR 8 min. se zobrazi pik,
podle jehoz plochy se provadi kvantitativni stanoveni. Ukazka pozitivniho chromatogramu —

viz Graf. 14.

5.6 Potvrzeni OTA analyzou metylesteru ochratoxinu A

- Nejprve se pfipravi metylester: 1 ml metanolového extraktu vzorku se odpaii ve vialce
do sucha proudem dusiku, ktery se zavede nad hladinu vzorku. K tomu se vyuZije
EVATERM.

- Pak se pfidd 1 ml roztoku BF3 v methanolu, vialka se uzavie a protiepe.
Vzorky se ve vialce ©pii teplot¢ 60 °C nechaji 15 min. reagovat.
- Stejnym zpusobem jako vzorky se zpracuje 1 ml standardniho roztoku OTA o koncentraci
4 ng/ml.

- Na kapalinovém chromatografu se pracuje za stejnych podminek jako pii pfimém stanoveni
ochratoxinu A. Elu¢ni Cas esteri ochratoxinu A se pohybuje kolem 14-20 min.
Vystraha: BF3 velmi lepta kapilary a smycku, proto je tfeba kolonu a cely systém dobie
promyt.

- Po skonceni analyz se kolona promyje a nakonzervuje - a to nasledujicim zptisobem: smési
methanol:voda (1 : 1 v/v) po dobu 20 min., dale 10 min. vodou a kone¢né roztokem
acetonitril:voda (1 : 1 v/v) po dobu cca 60 min. Nakonec se kolona konzervuje smési

methanol:voda.

5.7 Vytéznost extrakce a Cisticiho postupu

VytéZnost metody byla testovana celkem na 6 vzorcich moce se standartnim pridavky
OTA (tzv. spiked samples) v hodnoté¢ odpovidajici koncentraci 25 ng/l (3 vzorky) a 50 ng/l
(3 vzorky) a byla stanovena v rozmezi 84-87 % - viz Tab. 8 (Ostry et al., 2010; Dohnal et al.,
2013; Skarkova et al., 2013).
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Pravdivost, diive spravnost, byla ovéfena vypoctem vytéznosti separacniho postupu

na IAK — viz Tab. 8 (Bliesner, 2006).

Tab. 8 VytéZnost extrakéniho metody (Ostry et al., 2010; Dohnal et al., 2013; Skarkova et al., 2013).
Piidavek OTA (spiked samples)

25 ng/l 50 ng/l
n 3 3
x (ng/l) 21.7 41.8
VytéZnost (%) 86.7 83.6

n = pocet vzorkl

Opakovatelnost metody byla zjistovana celkem na 6 vzorcich moce s pridavkem
v hodnoté odpovidajici koncentraci 25 ng/l (3 vzorky) a 50 ng/l (3 vzorky). Smérodatné
odchylky se pohybovaly v intervalu 0,6-0,9 ng/l — viz Tab. 9 (Ostry et al., 2010; Dohnal et al.,
2013; Skarkova et al., 2013).

Preciznost, drive presnost, metody béhem kratkého Casového useku oznacena jako
opakovatelnost byla ovéfena stanovenim 6 vzorkii moce. Mezilehld preciznost vyjadiuje
piesnost metody v delSich ¢asovych intervalech. V pribéhu jednoho dne byla stanovena jako
% RSD z 6 vzorkl extrahovanych s minimalnim odstupem 0,5 hodiny (Bliesner, 2006).

Tab. 9 Opakovatelnost metody (Ostry et al., 2010; Dohnal ef al., 2013; Skarkova et al., 2013).
Pridavek OTA (spiked samples)

25 ng/l 50 ng/l
n 3 3
x (ng/l) 21.7 41.8
RSD (%) 0,9 0.6

n = pocet vzorkl, RSD — Relativni smérodatna odchylka
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6 Vysledky

6.1 Vysledky stanoveni obsahu OTA v mocich

V tabulce (Tab. 20) jsou zaznamenany namétené hodnoty OTA v ng/l moci pacientt.
Pro zhodnoceni obsahu byly pii méfeni na HPLC-FLD pouzity nésledujici limity: limit
detekce (LOD), tj. trojndsobna hladina Sumu, a limit kvantifikace (LOQ), tj. desetindsobna
hladina Sumu. LOD pro OTA je 1,0 ng/l a LOQ je 2,0 ng/l. Pro statistické zpracovani byla pro
hodnoty <LOQ, tedy pro nekvantifikovatelné hodnoty v rozmezi 0-2 ng/l, pouzita stfedni
hodnota 1 ng/l. Statistické udaje jsou shrnuty v tabulce (Tab. 21). Grafické znazornéni poctu
pacientil s pozitivnimi/negativnimi vysledky na pfitomnost OTA v moci celkové a dle pohlavi
je uvedeno v grafu (Graf. 9) a porovnani mnozstvi OTA v moci [v ng/l] pacientii celkové
a dle pohlavi je uvedeno v grafu (Graf. 10).

Z dat zaznamenanych v tabulkach (Tab. 20, Tab. 21) je patrné, Ze z celkového poctu
50 vzorkt bylo 31 pozitivnich (62 %), tzn., ze v nich byla prokazéna ptitomnost OTA. Obsah
OTA v moc¢i se pohyboval vrozmezi od <LOQ (1 ng/l) — 27,80 ng/l, pficemz primérna
hodnota byla 6,09 ng/l.

Celkové byla u 90 % vzorkl (45 osob) zjisténa hodnota mensi/rovna 12,1 ng/l. Pouze
u 10 % (5 osob) byly namétfeny hodnoty vyssi, piicemz nejvyssi obsah OTA (27,80 ng/l) byl
zaznamenan u 73 letého pacienta trpiciho pii hmotnosti 120 kg té¢Zkou nadvahou az obezitou.
To je téméft trojnasobna hodnota nejvyssi namétené hodnoty u 65 leté pacientky (10,00 ng/l)
trpici pti hmotnosti 123 kg obezitou.

Naopak nejniz§i hodnoty, resp. nekvantifikovatelné hodnoty, tj. hodnoty pod
LOQ = 2 ng/l byly naméteny u 19 pacientli obou pohlavi (4/11 Zen a 15/39 muzu).

U vybrané populace (11 Zen a 39 muzi) byly vypocteny stiedni hodnoty OTA -
pramér 6,09 ng/l a median 5,41 ng/l. U muzh priimérnd hodnota 6,72 ng/l a median 6,41 ng/l
dosahuji téméf dvojnasobnych hodnot nez u zen s primérnou hodnotou 3,84 ng/l a medianem

2,74 ng/l.
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Porovnani mnoistvi jedinci s pozitivnimi/negativnimi
vysledky na pritomnost OTA v moci

Jits..

OTA pozitivni OTA pozitivni OTA pozitivni
pacienti negatlvm muzi negat|vn| Zeny negatlvm
pacienti muzi Zeny

Rozdéleni pacientl s diagndzou C64 dle OTA pozitivity/negativity a pohlavi
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Graf. 9 Porovnani mno7stvi jedinci s pozitivnimi/negativnimi vysledky na pfitomnost OTA v mo&i

V grafu (Graf. 9) Ize snadnéji pozorovat, ze z celkového poctu 50 jedinci byla
pozitivita shleddna u 31 jedincl obou pohlavi dohromady (tj. 62 %). JiZ na prvni pohled je
ziejmé, ze za timto pomérné vysokym poctem stoji pievazné muzi, nebot’ u nich byla
pozitivita shleddna ve 24 ptipadech (tj. 77,4 %), kdezto u Zen byla ,,pouze” v 7 piipadech

(. 22,6 %). Z uvedeného lze zaverovat, ze muzi jsou v tomto ohledu az 3,5krat nachylné;si

nez zeny.
Koncentrace OTA v moci [ng/l] pacientti s diagn6zou C64
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Graf. 10 Porovnani koncentraci OTA v mo¢i [ng/l] pacienti s diagnézou C64 celkové a dle pohlavi (Pozn.: negativni
vysledky znazornény svétlymi barvami, pozitivni vysledky zndzornény tmavymi barvami)
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V grafu (Graf. 10) jsou zndzornény intervaly koncentraci OTA v moc¢i v ng/l. Prvni
interval od 0 do 2 (v€etn€) ng/l zahrnuje 19 jedinch (z toho 15 muzl, 4 Zeny) s negativnim
vysledkem na pfitomnost OTA — tedy jedince, u kterych nebyl detekovan, a tudiz ani
kvantifikovan OTA a pro statistické zpracovani jim byla ptidélena hodnota 1 (tj. polovi¢ni
hodnota LOQ).

Dalsi intervaly s pozitivnimi koncentracemi byly pro uceleni vysledkii odstupnény po
4 ng/l. Ukazalo se, ze nejCastéji nameiené koncentrace OTA v moci byly v rozmezi mezi
5 a9 (vetn€) ng/l a byly zjistény celkem u 12 jedincti (z toho 10 muzd, 2 Zeny). Interval
v rozmezi mezi 9 a 13 (vetné) ng/l byl shledan jako druhy nejcastéjsi, pticemz do ného spada

celkem 9 jedinct (z toho 8 muzd, 1 Zena).

6.2 Vysledky stanoveni objemu a hmotnosti moci

V tabulce (Tab. 22) jsou zaznamenany hodnoty o objemu a hmotnosti mo¢i pacientti.
Statistické vyhodnoceni je znazornéno v tabulkdch (Tab. 23) — pro objem a (Tab. 24) — pro
hmotnost.

Diuréza ptedstavuje mnozstvi vylou¢ené moci a u zdravého ¢lovéka méd hodnotu
piiblizné 1500 ml/den (Rosypal, 2003). Z vysledkii vyplyva, Ze objem odebrané moci
pacientim za 24 hodin se pohyboval vrozmezi 110-586 ml, pfi¢emz primérnd hodnota
s medianem dosahovaly 447 ml.

V porovnani vysledkli u obou pohlavi je zfejmé, Ze Zeny vyloucily za den vétsi objem
moci nez muzi. Zatimco u Zen byla primérnd hodnota 459 ml a median 493 ml, u muzi byla
pramérna hodnota 444 ml a median 433 ml.

Ob¢ pohlavi zvlast' 1 spolecné v priméru dosahovala stézi tretiny diurézy zdravého
clovéka. Lze tedy hovotit o tzv. oligurii — tzn. snizené tvorbé moci, kterd se obvykle projevuje
pii poskozeni ledvin. Oligurii lze vyjadfit jako pokles diurézy pod 500 ml/den (Merta, 2011),
coZ by v tomto ptipadé spliiovalo 72 % (tj. 36 pacientli — z toho 6 Zen, 30 muz{). Nicméné
u nékterych pacientii mohla byt nizsi diuréza zpiisobena pozd¢jsSim piichodem na vySetfeni
do FN HK, tudiz sbér moce u téchto pacientli netrval 24 hodin, ale kratsi dobu.

Hmotnost moci se pohybovala v rozmezi 110,5-590,2 g s primérnou hodnotou 447,1 g
a medianem 449,9 g. U Zen byla naméfena vyssi primérna hmotnost moc¢i nez u muzi, coz
odpovidd vysSimu objemu moci odebrané u Zen — viz vyse. U zen byla primérna hmotnost

455,0 g a median 483,5 g. U muzil byla primérnd hmotnost 444,9 g a median 437,8 g.
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Specifickd hmotnost mo¢i je 1002-1035 kg/m?, tj. v ptepoétu primémé 1,0185 g/ml
(Kittnar et al., 2011). Dle vysledkti vychézi specifickd hmotnost mo¢i pacientll v priméru

1,0002 g/ml, tj. o 1,8 % nizsi hodnota.

6.3 Vysledky stanoveni kreatininu v mocich

VysSetteni kreatininu v moci je bézné vySetfeni, které se provadi prakticky u kazdého
nemocného. Slouzi k vySetieni a sledovani funkce ledvin, zejména u pacientl trpicich
dlouhodobymi chorobami (Kotackova, 2016). U zdravych jedinci se hodnoty moci
vyluCovaného kreatininu pohybuji v rozmezi 1-1,2 g/den - u Zen a 1,7-1,8 g/den — u muza
(Vestergaard & Leverett, 1958). Vysledky naméfenych hodnot kreatininu v moci odebrané
u vysetfovanych pacienti za 24 hodin jsou zaznamenéany v tabulce Tab. 25. Statistické
zpracovani mnozstvi kreatininu v moci je uvedeno v tabulce Tab. 26. Z dat zaznamenanych
v tabulce Tab. 25 je patrné, ze se obsah kreatininu v moc¢i pohyboval v rozmezi 0,04-1,73
g/den s primérnou hodnotou 0,34 g/den a medianem 0,29 g/den. Pouze jeden pacient (muz,
vzorek €. 7) shodnotou kreatininu v moc¢i 1,73 g/den spadd do vySe uvedeného rozsahu
mnozstvi kreatininu v mo¢i pro muze (1,7-1,8 g/den).

U ostatnich 49 pacientd byly naméfeny hodnoty kreatininu znatelné nizsi, vzdy
pod uvedené spodni hranice (s ohledem na pohlavi) a dosahovaly maximalné¢ hodnoty

0,88 g/den (muz, vzorek ¢. 37), coz je piiblizné dvojnasobnd hodnota nejvyssi hodnoty

v

v

tj. 0,11 g/den (Zena, vzorek €. 18).

U muzi byla naméiena primérnd hodnota kreatininu v moc¢i 0,35 g/den a median
0,30 g/den. U Zen byly oproti muzim ob¢ hodnoty nizsi, pfi¢emz pramér ¢inil 0,30 g/den
(. o cca 16 % méné nez u muzl) a median 0,27 g/den (tj. o0 10 % méné nez u muzu).

S vyjimkou jednoho pacienta lze fici, ze takto nizké mnozstvi kreatininu poukazuje

na snizenou funkci ledvin pacientii diagnostikovanych na chorobu C64.

6.4 Porovnani koncentraci OTA v moci s dalSimi studiemi

Ke zjisténi, zda u pacientil s diagnézou C64 dochéazi ke kumulaci OTA, bylo potieba
ziskané vysledky porovnat s daty zdravé populace. Porovnani koncentraci OTA v moci
nemocnych (s dg. C64) &eskych pacientl se zdravou (bez dg. C64) populaci v CR detailngji
popisuje podkapitola 6.4.1. Porovnani se zahrani¢nimi studiemi (madarskou, Spanélskou

a portugalskou) podrobnéji popisuje 6.4.2.
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6.4.1 Porovnani koncentraci OTA v mo¢i [ng/1] nemocnych a zdravych jedinci v Ceské
republice

V letech 2007-2008 byly v CR odebrany vzorky 24hodinové moée od 118 zdravych
pacientii obou pohlavi ve véku 45-60 let. Od kazdé osoby byly odebrany 2 vzorky moce
s alespon 14dennim casovym odstupem, tzn., Ze bylo pro analyzu OTA v moci ziskéno
celkem 236 vzorkt (Ostry et al., 2010).

Provadéna metodika byla obdobna metodice této prace - pro ptecisténi vzorku byly
pouzity kolonky stejné znacky - OCHRAPREP, detekce a kvantifikace OTA byla provadéna
pomoci HPLC-FLD a LOQ pro OTA byl 2,0 ng/l (Ostry et al., 2010). Porovnani vysledk
nemocnych a zdravych pacientll znazornuje tabulka Tab. 27.

Z tabulky Tab. 27 je patrné, ze vysledky zdravych jedincti byly vyhodnoceny
pozitivn¢ v 78 % pftipadl, kdezto u nemocnych v 62 % ptipadi (tj. o 16 % méné nez
u zdravych jedincll). Za takto vyznamny rozdil odpovidaji pfedevS§im muzi, nebot’ u zdravych
muzil byla shledana pozitivita 92 %, kdezto u nemocnych 62 %. U Zen takto velké rozdily
shleddny nebyly a jejich hodnoty 65 % - u zdravych Zen a 64 % - u nemocnych lze povaZovat
za shodné.

Také primérna hodnota OTA v mo¢i nemocnych je u obou pohlavi nizsi nez u zdravé
populace, pticemz vyss$i rozdil 1ze opét sledovat u muzii, kdy zdravi muzi dosahovali hodnoty
10,30 ng/l, kdeZzto nemocni 6,72 ng/l (tj. o 34,76 % méné nez u zdravych muzl). Primérna
hodnota u zdravych Zen byla 4,50 ng/l, kdezto u nemocnych 3,84 ng/l (tj. o 14,67 % méné nez
u zdravych Zen).

Celkova primérnda hodnota OTA v moc¢i je u zdravé populace 7,35 ng/l, kdezto
u nemocnych jedinci 6,09 ng/l (tj. o 17,14 % méné neZ u zdravé populace). Zda se tyto
hodnoty od sebe vyznamné¢ 1isi nebo je lze povazovat za shodné (tzn., ze by nezalezelo, zda je
jedinec nemocny ¢i zdravy) bylo ovéteno T-testem — viz podkapitola 6.4.1.1.

Oproti tomu median nemocné populace je 5,41 ng/l, kdezto u zdravé populace
4,47 ng/1 (tj. 0 21,0 % vice nez u zdravé populace). Pfesto jsou si medidny stejnych pohlavi
v obou skupinich podobné — u zdravych muza je hodnota 6,30 ng/l, kdezto u nemocnych
6,41 (tj. o 1,7 % vice nez u zdravych muzi). Naopak u zdravych zen je hodnota 2,90 ng/l,

kdezto u nemocnych 2,74 ng/l (tj. 0 5,5 % méné nez u zdravych Zen).
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6.4.1.1 Dvouvybérovy T-test
Otéazka
Lisi se primér naméfenych hodnot OTA [ng/1] u diagnostikovanych osob na chorobu C64 od

prameéru osob, u kterych tato diagn6za nebyla stanovena?

Stanoveni hypotéz

Testovana hypotéza Ho: p(1) = u(2)
Alternativni oboustranna hypotéza Hi: pu(1) # u(2)

Udaje pro vypodet

S diagnoézou (1) Bez diagnozy (2)
Pocet vzorkt (n) 50 236
Primér (X) [ng/1] 6,09 7,35
Smérodatna odchylka (S) 5,80 6,51

Ovéreni predpokladu rovnosti rozptylu

Ho: 612= 62°

Hi: 61 # 62?
_ max(S7,5%)
~ min(S2,52)

_ 6512
" 5,802

Firit. = F(1-a/2, ni-1, na-1)

F

=1,26

Fiwit. = F(1-0,05/2, 50-1, 236-1)
Fiit. = F(0,975, 49, 235) = 1,602
F<Fiit.

F = 1,26 je nizsi kritickd hodnota F = 1,602. Nulova hypotéza se nezamitd na hlading
vyznamnosti 0,05. Rozptyly Ize povazovat za shodné, tzn., Ze je 1ze pouzit ve vypoctu T-testu.

Vzorce pro vypocet

(n; — ST + (n; — 1S3

52 =
n, +n,—2
S« =,/S2;
X, —X
T: (1 2) ~t(n1+n2_2)

S./1/n; + 1/n,
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sz spole¢ny rozptyl
Sw spole¢na smérodatna odchylka
T o T-test
St smérodatna odchylka (pacienti s nadorem)
So smérodatna odchylka (zdravi dobrovolnici)
N pocet vzorkit moci (pacienti s nadorem)
ny .. pocetvzorkil mo€i (zdravi dobrovolnici)
i primérna hodnota OTA v mo¢i (pacienti s nadorem)
Xoo.prumérna hodnota OTA v moci (zdravi dobrovolnici)
Vypocet
50 — 1)5,80* + (236 — 1)6,51°

§ = ( ) ( ) = 40,87

50+ 236 -2
S+=+/40,87 = 6,39

6,09 — 7,35
= —1,27

~ 6,39y/1/50 + 1/236

a) Hladina vyznamnosti a = 0,01
Oboustranny kriticky obor W

W=(-00; ta2 (n1+n2 -2)) U (ti- a2(ni+nz-2); 00)

W=(-00; t0,005 (284)) U (to,995 (284); )
W= (-o0; -2,5933) U (2,5933; =)

Vysledek

TeWw

Grafické znazornéni T-testu &. 1

- f L ' —>>

1 | I
-2,5933 -1,27 0 2,5933

Slovni odpovéd’

T =-1,27 lezi mimo kriticky obor W = (-c0; -2,5933) U (2,5933; =), a proto se nulova

hypotéza na hladin€ vyznamnosti 0,05 nezamita. Primérné hodnoty OTA v moci

diagnostikovanych a nediagnostikovanych se vyznamné nelisi.
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b) Hladina vyznamnosti o = 0,05
Oboustranny kriticky obor W

W = (-00; ta2 (n1+n2 -2)) U (t1- w2(ni+n2-2); o)
W = (~00; 10,025 (284)) U (to,975 (284); )
W = (~00; -1,9684) U (1,9684; o0)

Vysledek
T&W

Grafické znazornéni T-testu &. 2

< i .L ' »

gl ] T
-1,9684 -1,27 0 1,9684

Slovni odpovéd’

T = -1,27 lezi mimo kriticky obor W = (-00; -1,9647) U (1,9647; ), a proto se nulova
hypotéza na hladin€é vyznamnosti 0,05 nezamitd. Primérné hodnoty OTA v moci

diagnostikovanych a nediagnostikovanych se vyznamné nelisi.

Zavér
Na hladinach vyznamnosti 0,01 1 0,05 bylo statisticky potvrzeno, ze se koncentrace OTA

v moc¢i nemocnych pfili$ nelisi od koncentrace zdravé populace.

6.4.2 Porovnani koncentraci OTA v moci [ng/1] nemocnych ¢eskych pacienti se zdravou

populaci v zahranici

Kapitola porovnava koncentraci OTA v moc¢i u zdravych jedincti ze zahrani¢nich zemi
s nemocnymi pacienty z CR. Prvni tii podkapitoly popisuji vysledky zahrani¢nich studii -
mad’arské (v podkapitole 6.4.2.1), portugalské (v podkapitole 6.4.2.2) a Spanéclské
(v podkapitole 6.4.2.3). Souhrnné porovnani s témito tfemi zemémi je uvedeno v podkapitole
6.4.2.4. Dulezité je vSak upozornit, ze porovnani s portugalskou a Spanélskou studii je zde
uvedeno spiSe pro zajimavost, nebot’ v téchto studiich byl proveden odlisSny odbér moci
(1x rano a 1x odpoledne), nez u nemocnych pacienti (24hodinovy odbér), a proto je nutné
na jejich vzéjemné porovnani nahlizet s urcitou opatrnosti. Naopak porovnani s mad’arskou

studii ma zde vétsi vyznam, nebot’ Mad’ariim byla rovnéz odebrana 24hodinova moc.
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6.4.2.1 Madarska studie

V Mad’arsku byly v roce 2003 odebrany vzorky 24hodinové moci celkem 88 zdravym
jedinctim obou pohlavi ve véku 8-80 let: zeny (n = 42, tj. 48 %), muzi (n = 46, tj. 52 %),
pochazejicich z 5 mést ve 3 zupach: Besenydtelek, Filizesabony (Hevesskd zupa), Debrecin,
Komadi (Hajducko-biharska Zupa), Kaposvar (Somodska zupa) (Fazekas et al., 2005).

OTA byl detekovan v 54 vzorcich (61 %) s koncentracemi v rozsahu 6-65 ng/l.
Primérna koncentrace OTA v pozitivnich vzorcich moci byla 13 ng/l, pficemz koncentrace
umuzl a zen se vyznamn¢ neliSily (Fazekas et al., 2005). Primérna hodnota OTA ve vSech

88 analyzovanych vzorcich tedy byla 8,36ng/1.

6.4.2.2 Portugalskd studie

V portugalském mést¢ Coimbra byly v letech 2005-2006 odebrany vzorky moce
celkem 30 zdravym jedinciim obou pohlavi ve véku 15-67 let: 15-55 let — zeny (n = 17,
tj. 57 %) a22-67 let — muzi (n = 13, tj. 43 %). Odbér byl provadén v jeden den rano
a odpoledne, takze bylo ziskdno celkem 60 vzorkli moc¢e na analyzu OTA (Manique et al.,
2008).

OTA byl detekovan ve 13 vzorcich ranni moce (43,3 %) s koncentracemi v rozsahu
11-208 ng/l a 14 vzorcich odpoledni moce (46,7 %) s koncentracemi v rozsahu 8-110 ng/I.
Primérna koncentrace OTA v rannich vzorcich byla 19 ng/l a odpolednich 18 ng/l. Celkova
pramérna koncentrace OTA v moci odebrané réano i odpoledne byla 18,48 ng/l (Manique et

al., 2008). Primérna hodnota OTA ve vSech 60 analyzovanych vzorcich tedy byla 8,87ng/l.

6.4.2.3 Spanélskd studie

Ve $panélské Valencii byly v roce 2005 odebrany vzorky moce celkem 31 zdravym
jedinctim obou pohlavi ve v€ku 18-53 let: 24-53 let — Zeny (n = 21, tj. 68 %) a 18-51 — muzi
(n = 10, tj. 32 %). Odbér byl proveden v jeden den rdno a odpoledne, takze bylo ziskano
celkem 62 vzorkli moc¢e na analyzu OTA (Manique et al., 2008).

OTA byl detekovan ve 25 vzorcich ranni moce (80,6 %) s koncentracemi v rozsahu
7-124 ng/l a 26 vzorcich odpoledni moce (83,9 %) s koncentracemi v rozsahu 8-89 ng/l.
Primérna koncentrace OTA v rannich vzorcich byla 32 ng/l a odpolednich 28 ng/l. Celkova
primérnd koncentrace OTA v moci odebrané rano i odpoledne byla 29,96 ng/l (Manique et

al., 2008). Primérna hodnota OTA ve vSech 62 vzorcich tedy byla 24,82 ng/l.
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6.4.2.4 Souhrnné porovndni se zahrani¢nimi zemémi

Porovnani koncentraci OTA v mo¢i nemocnych ¢eskych pacientii se zdravou populaci
ve Spanélsku, Mad’arsku a Portugalsku je shrnuto v tabulce Tab. 28, ze které je patrné, Ze je
pozitivita nemocnych Cechii oproti zdravym Spanélim (82 %) o cca 24,39 % niZi.
V porovnani se zdravymi Portugaly (45 %) je pozitivita nemocnych Cechii naopak
o0 cca 37,78 % vyssi. Pozitivita nemocnych Cechil (62 %) se s pozitivitou zdravych Mad'ari
(61 %) prilis nelisi a Ize ji povaZovat za srovnatelnou.

Cesti nemocni pacienti méli primémou hodnotu koncentrace OTA v moéi 6,09 ng/l,
tj. oproti zdravym populacim Mad’ari (8,36 ng/l) o 27,15 % mén¢, Portugalii (8,87 ng/l)
dokonce o 31,34 % méné a Spanélii (24,82 ng/l) dokonce o 75,74 % méné.

Porovnani téchto vysledkii poukazuje na skutecnost, ze u nemocnych (s dg. C64)
ve vSech piipadech byla primémé hodnota OTA v moc¢i nemocnych niz§i nez primérna

hodnota OTA v moci u zdravé populace jak v Ceskych, tak zahrani¢nich studiich.
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Diskuse

U pacienti s nadory ledvin byl v nasi studii zjistén ptiblizné 3,5krat vyssi vyskyt
umuzii nez u zen, coz je vyssi vyskyt, nez uvadi prof. Milan Hora, pfednosta urologické
kliniky FN v Plzni, Ze nadorem ledvin trpi muzi 1,5krat castéji (Kolatfova, 2016). Odlisné
vysledky ale mohly byt zapfi¢inény jak nizkym poctem sledovanych jedinct v nasi studii
(50 nemocnych), tak castecné 1 vybérem pacientt.

Nami ziskané vysledky OTA v moci neni mozné jednoznacné interpretovat, protoze
dosud nejsou k dispozici zadné dalsi relevantni domaci ani zahrani¢ni studie tykajici se
stanoveni koncentraci OTA v mocich pacientii s dg. néadorti ledvin. Proto byly alespon
sledovany studie zabyvajici se stanovenim OTA v moci ceské, madarské, Spanélské
a portugalské ,bézné (zdravé)“ populace. V téchto studiich vSak dosahovaly primérné
hodnoty OTA v moc¢i vyssich koncentraci ve srovnani s nemocnymi s dg. nadort ledvin.

Zatimco u nemocnych Cechii byla priméméa hodnota 6,09 ng/l, u zdravé Geské
populace byla hodnota o néco vyssi 7,35 ng/l. Statisticky (dvouvybérovym T-testem) se ale
potvrdilo, Ze se tyto hodnoty v zdsadé nelisi a 1ze je povazovat za shodné — tzn., Ze obsah
OTA v moci nesouvisi se zdravotnim stavem (co se nadoru ledvin tyce) jedince. Nicméné
pramérné hodnoty OTA v moc¢i zdravych zahrani¢nich populaci byly zjistény jest€¢ o néco
vy$§i — u Madart 8,36 ng/l, Portugalcd 8,87 ng/l a u Spanéli dokonce 24,82 ng/l.
Se zahrani¢nimi studiemi vSak nebylo mozné ovéfit hypotézy, nebot’ nebyly znamy potiebné
udaje pro vypocet. Kazdopadné l1ze konstatovat, Ze vSichni zdravi jedinci méli, at’ uz nepatrné
¢i vyznamné, vyssi hodnoty OTA v moci nez nemocni jedinci v nasi studii.

Tuto skute¢nost 1ze vysvétlit nasledovné:

1. Na nizSich koncentracich OTA v moci se zfejmé mohl podilet bud’ nizsi ptivod OTA
kontaminovanymi potravinami v porovndni se ,zdravou“ populaci (vzhledem
k omezenym finan¢nim prostiedkiim nemohla byt dieta nemocnych vySetfena na obsah
OTA).

2. Urcity vliv mohlo hrat, Ze pouze 1 % (¢i méné) OTA je biodisponibilni — vyskytujici se
ve volné formé. Je zndmo, Ze cca. 99 % OTA je vazano na bilkoviny krevni plazmy
(albumin a neznamou bilkovinu o hmotnosti 20 000 Da) — a tudiz je majoritn¢ zadrzovano
v lidském organismu, resp. v krevni plazmé, ziejmée v disledku pevné vazby OTA neni
filtrovan do moce.

3. Dalsi otazkou ale je, zda se OTA nemetabolizoval na dalS$i metabolity, méné toxické,

napt. OTa, ¢i vice toxické, napt. OP-OTA (oteviend laktonova forma) ¢i OTQ (chinonova
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na metabolizaci OTA vychéazi znékterych zdznamu chromatogramu, na kterych byly
zaznamenany dalsi piky — pravdépodobné metabolity OTA ¢i metabolity ze skupiny
ochratoxini (viz Graf. 14). Pro tyto metabolity vSak nejsou dosud na UHK, ani
v zahrani¢i bézné k dispozici vétSinou ani standardy a na naSem pracovisti dosud chybi
1 adekvatni méfici vybaveni pro konfirmaci metaboliti.

Dale se na nizkych vysledcich mohla s velkou pravdépodobnosti spolupodilet poskozena
ledvina a naruSeni ledvinné tkan¢, konkrétné epitelu z divodu nadoru (Grawitziiv nador
patii mezi epitelidlni nddory) a kdy prave z tohoto divodu mohlo dojit i k narusSeni bézné
fyziologické a vylucovaci funkce ledvin.

Kromé¢ toho se dale na nizkych nalezech OTA v moci, alesponi v nékterych ptipadech,
mohl spolupodilet také nekompletni odbér moce, protoze se nékteii pacienti na vySetfeni
dostavili se zpozdénim, tudiz v téchto piipadech nebyl striktné¢ dodrzen 24hodinovy
cyklus odbéru. Byl odebran mensi objem moce, coZ se mohlo negativné projevit i v nasich
vysledcich. V disledku toho mohla byt u téchto pacientii 24hodinova diuréza nespravné
oznacena za oligurii.

Na skute¢né-realné oligurii se ale mohl podilet stres pacientl pied operaci a také fakt, Ze
vecer pred operaci jiz nesméli jist ani pit. U ledvinovych onemocnéni tohoto typu ma
navic oligurie 1 svoje opodstatnéni.

V portugalské a Spanélské studii byla mo¢ odebrana naprosto odliSnym zplsobem
(1x rdno a 1x odpoledne, tj. odbér nebyl dostatecné reprezentativni ve srovnani s nasi
studii (24hodinovy odbér)). Protoze zplisob odbéru se lisil, nelze dost dobfe nami ziskané
vysledky s témito studiemi srovnavat.

Z nami ziskanych vysledki vyplyva, ze se OTA v moci pacienti vyskytuje v nizSich
koncentracich, nez jsme puvodné ocekévali, coz ale nevylucuje skutecnost, ze se OTA
muze na vzniku nddord spolupodilet a pfispivat k nim — a to na zakladé souhlasnych

(synergickych) ptisobeni s jinymi faktory a noxami.
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Zaveér

Dle dat ziskanych na zakladé podkladu ze SVOD byla Ceska republika s podtem témét
30 incidenci na 100 000 obyvatel celosvétové umisténa na prvnim misté v ¢etnosti nadort
ledvin. Pfi¢ina naddoru vSak dosud nebyla objasnéna, nebot’ se na jeho vzniku pravdépodobné
podili vice faktorti. Cilem bylo zjistit, zda u téchto pacienti dochédzi ke kumulaci OTA
v ledvinach a tim odpovédét na otazku, zda se OTA vyznamné podili na vzniku tohoto
onemocneéni.

Ve FN HK byly celkem 50 pacientim (39 muzim a 11 Zendm) stanoveny tyto
diagnézy: C64 — tj. nddor ledvin mimo panvicku (48 jedincim — ztoho 38 muzim
a 10 zenam), N131 — tj. hydronefréza se strikturou ureteru (u 1 zeny) a C675 — tj. zhoubny
nador hrdla mocového méchyie (u 1 muze). Z uvedeného je ziejmé, Ze jsou vici nadoru
ledvin daleko citlivéj$§i muzi, v tomto piipad¢ az 3,5 nasobné. Ackoliv pro tuto préci byla
zésadni diagndza C64, byly do celkového piehledu zapocteny i zbylé dvé diagnozy, nebot’ se
rovnéz tykaji moCovych cest. Témto pacientim byla odebrana maximalné 24hodinova moc,
pricemz odbéry byly provadény od dubna roku 2015 do listopadu roku 2017, tzn. v ¢asovém
rozmezi 1,5 roku. Ziskana moc¢ byla podrobena analyze s cilem zjistit koncentrace OTA.

Jiz vysledky ziskané z métfeni objemu moce vypovidaly o naruseni funkce ledvin,
nebot’ priimérnd hodnota objemu moce vSech pacientli (447 ml/den) dosahovala stézi tietiny
diurézy zdravého Cloveéka (1500 ml/den). Rovnéz byla sniZzena i1 specifickd hmotnost moci,
kdy primérna hodnota €inila u pacienti (1,0002 g/ml) a byla nizsi pfiblizné¢ o 1,8 % nez
optimalni primérnd hodnota (1,0185 g/ml). Snizenou funkci ledvin potvrdila i razantné
snizena hladina kreatininu v moc¢i. Primérnd hodnota kreatininu v moc¢i byla u muzi
0,35 g/den a u zen 0,30 g/den, pii¢emz spodni hranice optimalnich hodnot jsou uvadény
1,0 g/den pro zeny a 1,7 g/den pro muze. Pouze u jednoho muze byla zjiSténa hodnota
kreatininu (1,73 g/den) spadajici do intervalu optimalnich hodnot pro muze (1,7-1,8 g/den).
U nemocnych ceskych pacientd byla naméfena primérméd koncentrace OTA 7,80 ng/g
kreatininu.

Celkem v 62 % ptipadi (tj. 31 vzorkii z 50) byl vzorek moci pacienti shledan jako
pozitivni, tzn. s obsahem OTA nad limitem (¢i mezi) stanovitelnosti s hodnotou 2 ng/l.
Z pozitivnich vzorkll pochéazelo celkem 77,4 % od muZzu (tj. 24 vzorkli z 31) a 22,6 % od Zen
(tj. 7 vzorkl z31). Naméiené koncentrace OTA v moci se pohybovaly v rozmezi <LOQ
do 27,80 ng/l, pfiCemz primérma hodnota vSech vzorkii (pozitivnich i negativnich) byla

6,09 ng/l.
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Je nutné zdlraznit, ze ve svété neexistuje obdobné studie zabyvajici se stanovenim
ochratoxinu A v moci u pacientl s nadory ledvin (na rozdil od lidské krve - plazmy ¢i séra),
se kterou by se nasSe studie mohla porovnat, proto vysledky této studie byly alespon
porovnany s vysledky studie zabyvajici se stanovenim OTA v moci zdravé Ceské populace,
kde byla prokazana ptitomnost OTA v moci v 78 % pfipadl s primérnou hodnotou vSech
vzorkld 7,35 ng/l. Na zaklad¢ statistického vyhodnoceni pomoci dvouvybérového T-testu bylo
na hladindch vyznamnosti 0,01 1 0,05 potvrzeno, ze se koncentrace OTA v moci Ceskych
nemocnych (s diagnézou C64) pacienti vyznamné nelisi od koncentrace zdravé ceské
populace (bez diagnézy C64), a Ize je tedy povazovat za shodné.

Kromé¢ toho bylo provedeno porovnani s dal§imi zahrani¢nimi studiemi zabyvajicimi
se stanovenim OTA v mo¢i u zdravé populace — a to v Mad’arsku, Spanélsku a Portugalsku.
Jako rekordmani se projevili zejména Spanélé, u kterych jak pozitivita (82 %), tak primérna
hodnota (24,82 ng/l) dosahovala nejvyssich hodnot. U zdravych Portugalcti byla pozitivita
niz§i (45 %) nez unemocnych Cechtl, oviem jejich koncentrace (8,87 ng/l) dosahovala
vyssich hodnot. TéméF shodna pozitivita (61 %) snemocnymi Cechy byla shledana
u zdravych Mad’arti, avSak jejich koncentrace (8,36 ng/l) byla v porovnani opét vyssi.

Lze shrnout, ze:

- ve vSech uvedenych ptipadech byla koncentrace OTA v moc¢i u zdravé ,bézné*
populace (Ceské, Span€lské, portugalské, madarské) vyssi nez u cCeskych pacientd
s diagnostikovanym nddorem ledvin;

- naruSeni epitelu ledvinné tkané pravdépodobné vedlo k poskozeni bézné fyziologické
a vylucovaci funkce ledvin.

Dosud neni objasnéno, zda se u pacienti snadory ledvin OTA nekumuluje
v organismu (napi. v ledvinach, jatrech apod.), dale jaké dalSi metabolity ochratoxinu A ¢i
ochratoxinii u nich vznikaji a jak se v organismu piipadné¢ kumuluji.

I ptes relativné nizké nalezy OTA v mocich pacientli se vSak miZe vyznamné
spolupodilet na synergickych (souhlasnych) toxickych ucincich — s ostatnimi metabolity
ze skupiny ochratoxinti, dalSimi nefrotoxickymi mykotoxiny ¢i napi. 1ékovymi interakcemi
a s tadou dalSich environmentalnich toxikantti, déale s genetickymi mezidruhovymi
a predispozi¢nimi rozdily a jinymi dal§imi faktory a Ciniteli.

Proto bude zapotiebi priibézn¢ pokracovat ve vyzkumu uvedené problematiky jak

na narodni, tak mezinarodni irovni — a to s cilem konfirmace (potvrzeni) nami ziskanych dat.
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Prilohy
Tabulky

Tab. 10 Diagnézy C64-66 (ZN ledvin, ledvinné panvitky, moovodu) — Srovnani incidenci v CR s ostatnimi zemémi
Evropy v pi‘epoctu na 100 000 osob, rok 2008, uvedeno prvnich 20 zemi; zpracovano dle (SVOD, 2017)

Poradi Zemé Pocet/100 000 ob. Poradi Zemé Pocet/100 000 ob.
1. Ceska republika 29,5 11-12. Slovinsko 15,9
2. Lotyssko 23 11-12.  Rakousko 15,9
3. Némecko 22,7 13-14. EU-27 14,8
4. Litva 19,5 13-14.  Italie 14,8
5. Estonsko 19,2 15. Nizozemsko 14,6
6. Chorvatsko 16,4 16. Norsko 14,3
7. Slovensko 16,3 17. Velka Britanie 14,1
8-9. Island 16,2 18. Dansko 13,8
8-9. Belgie 16,2 19. Bélorusko 13,6
10. Finsko 16 20. Lucembursko 13,5

Tab. 11 Diagnézy C64-66 (ledvina, ledvinna panvitka, mo¢ovod) — Srovnani incidenci v CR s ostatnimi zemémi svéta
v prepoctu na 100 000 osob, rok 2008, uvedeno prvnich 20 zemi; zpracovano dle (SVOD, 2017)

Poiadi Zemé Pocet/100 000 ob. Poradi Zemé Pocet/100 000 ob.
1. Ceska republika 29,5 11. Finsko 16
2. Lotyssko 23 12-13.  Slovinsko 15,9
3. Némecko 22,7 12-13. Rakousko 15,9
4. Litva 19,5 14-15. EU-27 14,8
5. Estonsko 19,2 14-15.  Italie 14,8
6. USA 18,2 16. Nizozemsko 14,6
7. Chorvatsko 16,4 17. Norsko 14,3
8. Slovensko 16,3 18. Velka Britanie 14,1
9-10 Island 16,2 19. Dansko 13,8
9-10. Belgie 16,2 20. Kanada 13,7

Tab. 12 Diagnézy C64-66 (ledvina, ledvinna panvitka, mo¢ovod) — Srovnani incidenci v CR s ostatnimi zemémi
Evropy v piepo¢tu na svétovy standard - ASR (W), rok 2008, uvedeno prvnich 20 zemi; zpracovano dle (SVOD, 2017)

Poradi Zemé ASR-W! Poradi Zemé ASR-W!
1. Ceska republika 16,6 11. Slovinsko 9
2. Lotyssko 13,2 12. Belgie 8,8
3. Litva 11,9 13. Rakousko 8,5
4. Island 11,1 14-16 Norsko 8,4
5-6. Slovensko 11 14-16. Nizozemsko 8,4
5-6. Estonsko 11 14-16.  Ruska federace 8,4
7. Némecko 10,8 17-18.  Finsko 8
8. Albanie 10,4 17-18. EU-27 8
9. Bélorusko 9,2 19. Irsko 7.9
10. Chorvatsko 9,1 20. Polsko 7.8

TASR (W) — Age Standardized Rate (World) = V&kova standardizovana incidence (svétova)
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Tab. 13 Diagnézy C64-66 (ledvina, ledvinna panvitka, mo¢ovod) — Srovnani incidenci v CR s ostatnimi zemémi svéta
v prepoctu na svétovy standard - ASR (W), rok 2008, uvedeno prvnich 20 zemi; zpracovano dle (SVOD, 2017)

Poradi Zemé ASR-W1 Poiadi Zemé ASR (W)!
1 Ceska republika 16,6 11-12.  Izrael 9,1
2. LotySsko 13,2 11-12. Chorvatsko 9,1
3. USA 12,2 13. Slovinsko 9

4 Litva 11,9 14. Belgie 8,8
5. Island 11,1 15. Rakousko 8,5
6-7. Slovensko 11 16-19 Kanada 8,4
6-7. Estonsko 11 16-19 Norsko 8,4
8. Némecko 10,8 16-19 Nizozemsko 8,4
9. Albanie 10,4 16-19 Ruska federace 8,4
10. Bélorusko 9,2 20. Australie 8,3

TASR (W) — Age Standardized Rate (World) = V&kova standardizovana incidence (svétova)

Tab. 14 Absolutni poéty incidenci a mortalit a mira imrtnosti v CR (1977-2014); zpracovino dle (SVOD, 2017)

Rok I! M2 M:I3 Rok I! M2 M:I3 Rok I! M2 M:I3

1977 756 307 041 | 1990 1455 869 060 | 2003 2633 1331 (5]

1978 754 396 0,53 1991 1643 894 0,54 2004 2785 1280 0,46

1979 765 478 0,62 1992 1715 923 0,54 2005 2839 1270 0,45

1980 805 505 063 1993 1819 925 0.51 2006 2670 1219 (46

1981 889 518 0,58 1994 2312 1166 0,50 2007 2880 1324 0,46

1982 860 566 0,66 1995 2282 1227 0,54 2008 2900 1284 0,44

1983 921 597 0,65 1996 2400 1284 0,54 2009 2912 1264 0,43

1984 977 626 0,64 1997 2383 1217 0,51 2010 2935 1287 0,44

1985 1027 659 0,64 1998 2332 1241 0,53 2011 3047 1259 0,41

1986 1138 694 0,61 1999 2315 1223 0,53 2012 3083 1205 0,39

1987 1217 715 0,59 2000 2381 1279 0,54 2013 3112 1207 0,39

1988 1258 722 0,57 2001 2357 1287 0,55 2014 3161 1168 0,37

1989 1378 826 0,60 2002 2574 1349 0,52

T — incidence, 2M — mortalita, M:I — mira imrtnosti

Tab. 15 Piedpovéd’ vyvoje incidence, mortality a miry imrtnosti v CR v letech 2015-2020; zpracovano dle (SVOD,
2017)

Rok 2015 2016 2017 2018 2019 2020
Predpovéd incidenci 3217 3272 3328 3384 3440 3495
Piedpovéd’ mortalit 1160 1152 1144 1136 1128 1120
Predpovéd M:1 0,36 0,35 0,34 0,34 0,33 0,32
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Tab. 16 Dg. C64 - absolutni poéty incidenci a mortalit v CR dle pohlavi v letech 1977-2014; zpracovano dle (SVOD,
2017)

Rok | Muzi f/[Rz . Zeny gql} Rok | Muzi 1(‘:{122 . Zeny g{l}
1977 | 475 201 281 106 1996 | 1483 819 917 465
1978 | 458 247 296 149 1997 | 1461 743 922 474
1979 | 490 319 275 159 1998 | 1437 765 895 476
1980 | 510 317 295 188 1999 | 1425 758 890 465
1981 | 555 328 334 190 2000 | 1407 791 974 488
1982 | 549 373 311 193 2001 | 1418 788 939 499
1983 | 575 383 346 214 2002 | 1624 849 950 500
1984 | 643 423 334 203 2003 | 1678 852 955 479
1985 | 646 424 381 235 2004 | 1722 785 1063 495
1986 | 704 452 434 242 2005 | 1801 796 1038 474
1987 | 753 460 464 255 2006 | 1691 779 979 440
1988 | 817 441 441 281 2007 | 1804 815 1076 509
1989 | 845 537 533 289 2008 | 1849 822 1051 462
1990 | 842 534 613 335 2009 | 1851 788 1061 476
1991 | 1027 581 616 313 2010 | 1863 818 1072 469
1992 | 1042 593 673 330 2011 | 1971 805 1076 454
1993 | 1034 533 785 392 2012 | 1958 717 1125 488
1994 | 1346 717 966 449 2013 | 1942 759 1170 448
1995 | 1342 726 940 501 2014 | 2022 719 1139 449

IT - incidence, 2M - mortalita

Tab. 17 Diagnéza C64 — Incidence, mortalita a mira imrtnosti populace v CR dle vékovych skupin v piepo&tu na 100
000 os. v dané vékové skupiné, rok 2014; zpracovano dle (SVOD, 2017; PopulationPyramid, 2017)

Vékova Celkem Muzi CR Zeny CR
kategorie | I! M2 M:I I! M2 I! M?
0-4 1,65 0,00 0,00 1,78 0,00 1,50 0,00
5-9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10-14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
15-19 0,21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,43 0,00
20-24 0,16 0,00 0,00 0,31 0,00 0,00 0,00
25-29 0,57 0,14 0,25 0,55 0,00 0,59 0,29
30-34 2,06 0,13 0,06 2,75 0,25 1,33 0,00
35-39 3,86 0,54 0,14 5,84 0,63 1,77 0,44
40-44 7,29 0,72 0,10 9,08 0,93 5,40 0,49
45-49 16,10 1,61 0,10 23,80 2,29 8,08 0,90
50-54 26,67 5,06 0,19 38,72 8,57 14,42 1,50
55-59 52,85 11,57 0,22 78,16 17,24 28,28 6,06
60-64 72,25 20,82 0,29 106,44 33,67 41,09 9,10
65-69 93,63 31,46 0,34 135,12 48,23 58,59 17,30
70-74 115,95 44,00 0,38 162,46 63,18 80,54 29,39
75-79 119,22 50,29 0,42 160,27 67,48 92,44 39,07
80-84 98,33 78,92 0,80 132,93 111,75 78,98 60,55
85+ 56,39 67,99 1,21 87,67 89,42 42,95 58,78

T — incidence, 2M — mortalita, M:I — mira imrtnosti
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Tab. 18 Zaznam dat o pacientech

LEV Pohlavi' Rok narozeni Hmotnost [Kg] Diagnoza Bydlisté
1 Z 1943 60 C64 Masto
2 M 1936 92 C64 Mésto
3 Z 1943 63 C64 Mésto
4 M 1955 85 C64 Ves
5 M 1944 68 C64 Ves
6 M 1943 77 C64 Mésto
7 M 1968 113 C64 Mésto
8 z 1976 60 C64 Mésto
9 z 1962 82 C64 Mésto
10 M 1973 96 C64 Mésto
11 M 1953 105 C64 Mésto
12 M 1943 94 C64 Mésto
13 M 1948 89 C64 Mésto
14 M 1959 98 C64 Mésto
15 M 1965 82 C64 Ves
16 M 1948 92 C64 Mésto
17 M 1957 100 C64 Mésto
18 Z 1955 64 C64 Mésto
19 M 1957 85 C64 Mésto

20 M 1945 92 C64 Mésto
21 M 1947 104 C64 Mésto
22 M 1945 98 C64 Ves

23 M 1943 83 C64 Mésto
24 M 1950 85 C64 Ves

25 M 1939 87 C675 Mésto
26 7z 1951 123 C64 Mésto
27 M 1940 94 C64 Mésto
28 M 1949 92 C64 Mésto
29 Z 1954 57 C64 Mésto
30 Z 1977 155 C64 Ves

31 M 1948 99 C64 Ves

32 M 1948 90 C64 Mésto
33 M 1956 118 C64 Mésto
34 M 1943 86 C64 Mésto
35 z 1958 85 C64 Mésto
36 M 1948 71 C64 Mésto
37 M 1943 102 C64 Mésto
38 M 1963 109 C64 Mésto
39 M 1952 108 C64 Mésto
40 M 1965 90 C64 Mésto
41 M 1968 83 C64 Mésto
42 M 1947 105 C64 Mésto
43 M 1949 95 C64 Mésto
44 7z 1973 76 N131 Masto
45 M 1954 107 C64 Mésto
46 Z 1957 57 C64 Mésto
47 M 1977 98 C64 Mésto
48 M 1967 87 C64 Mésto
49 M 1954 92 C64 Mésto
50 M 1951 79 C64 Mésto

M - muzi, Z — Zeny

92




Tab. 19 Statistické zpracovani dat pacienti

Pohlavi Celkem Muzi Zeny
Pocet 50 39 11
Primér 1954 1952 1959
3 Smérodatna odchylka 11 10 12
Rok narozeni Median 1952 1949 1957
Rozsah 1936-1977 1936-1977 1943-1977
38-45 let! 5 2 3
o . 46-60 let? 13 10 3
Vékova skupina 61-75 let® 29 24 5
76-80 let* 3 3 0
Primér 90 93 80
Smérodatna odchylka 18 11 31
Hmotnost [ke] Median 91 92 64
Rozsah 57-155 68-118 57-155
Co4 48 38 10
Diagnéza C675 1 1 0
N131 1 0 1
. Meésto 43 33 10
Bydlisté Venkov 7 6 1

Periodizace Zivota: 'Zralost (Maturus 1) 31-45 let, 2Sttedni v&k (Maturus 1) 46-60 let, 3Starnuti (Presenilis) 61-75 let, *Staii
(Senilis) 76-90 let (Riegerova et al., 2006)

Tab. 20 Obsah OTA v mo¢ich

Cislo vzorku Pohlavi! Obsah OTA? Cislo vzorku Pohlavi! Obsah OTA?
[ng/1 mo¢i] [ng/1 mo¢i]
1 7 3,60 26 7 10,00
2 M 14,10 27 M 9,88
3 7 8,50 28 M 21,10
4 M 9,80 29 7 2,74
5 M <LOQ 30 V4 4,16
6 M <LOQ 31 M 7,03
7 M 15,30 32 M 10,60
8 7 <LOQ 33 M 6,72
9 7 <LOQ 34 M 6,42
10 M <LOQ 35 4 7,03
11 M <LOQ 36 M 6,20
12 M <LOQ 37 M 27,80
13 M <LOQ 38 M 10,40
14 M <LOQ 39 M 9,52
15 M <LOQ 40 M 11,90
16 M <LOQ 41 M 8,40
17 M <LOQ 42 M 11,20
18 7 <LOQ 43 M 6,53
19 M <LOQ 44 7 <LOQ
20 M <LOQ 45 M 10,30
21 M 7,00 46 7 2,20
22 M <LOQ 47 M 6,41
23 M <LOQ 48 M 4,52
24 M <LOQ 49 M 5,11
25 M 15,30 50 M 5,71

IM - muzi, Z — Zeny, 2LOQ = 2 ng/l, pro statistické zpracovani pouZita stiedni hodnota 1 ng/l - tj. ¥4 LO
y p p p gl-y
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Tab. 21 Statistické vyhodnoceni obsahu OTA v mocdich

OTA Priamér Smérodatna Median Rozsah! Pozitivita Q0,9

[ng/1] odchylka

Celkem 6,09 5,80 5,41 <LOQ-27,80 62 % 12,1

I}/Iuii 6,72 6,22 6,41 <LOQ-27,80 62 % -

Zeny 3,84 3,26 2,74 <LOQ-10,00 64 % -

'LOQ = 2 ng/l; pro statistické zpracovéni pouzita stfedni hodnota 1 ng/1 - j. %2 LOQ

Tall. 22 Objem a hmotnost mo¢i ;

Cislo vzorku Objem moc¢i Hmotnost Cislo vzorku Objem moc¢i Hmotnost
[ml] moci [g] [ml] moci [g]

1 530 504,2 26 389 391,6
2 530 511,5 27 412 416,1
3 110 110,5 28 252 259,6
4 560 541,8 29 570 587,1
5 400 386,0 30 459 470,5
6 550 532,1 31 536 590,2
7 525 513,0 32 399 411,0
8 505 483,5 33 461 481,7
9 535 508,3 34 465 451,0
10 400 402,7 35 493 515,2
11 381 384.,4 36 435 456,0
12 488 483,1 37 462 481,3
13 433 435,1 38 403 407,7
14 414 414,0 39 425 437,8
15 404 405,7 40 519 505,2
16 365 367,2 41 430 4221
17 361 359,6 42 421 416,8
18 405 403,4 43 445 439,1
19 397 398,9 44 467 458,4
20 466 468,7 45 420 418,6
21 448 4487 46 586 572,3
22 457 475,6 47 419 417,6
23 360 364,3 48 508 500,1
24 409 413.,9 49 530 527,7
25 460 463,8 50 553 541,3

Tab. 23 Statistické vyhodnoceni objemu mo¢i

Objem [ml] Primér SD! Median Rozsah

Celkem 447 82 447 110 - 586

Muzi 444 64 433 252 - 560

Zeny 459 131 493 110 - 586

1SD - smérodatna odchylka

Tab. 24 Statistické vyhodnoceni hmotnosti mo¢i

Hmotnost [g] Primér SD! Median Rozsah

Celkem 447,1 86 4499 110,5 - 590,2

Muii 4449 63,1 437,8 259,6 - 590,2

Zeny 455,0 129,1 483,5 110,5-587,1

SD - smérodatna odchylka
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Tab. 25 Obsah kreatininu v mo¢i a pirepocet mnoZstvi OTA na g Kreatininu

Cislo vzorku Pohlavi! Kreatinin Cislo vzorku Pohlavi! Kreatinin
v mo¢i v mo¢i
[g/den] [g/den]
1 7 0,41 26 Z 0,48
2 M 0,59 27 M 0,44
3 Z 0,14 28 M 0,42
4 M 0,39 29 Z 0,14
5 M 0,52 30 Z 0,41
6 M 0,18 31 M 0,41
7 M 1,73 32 M 0,22
8 7 0,39 33 M 0,55
9 7z 0,27 34 M 0,28
10 M 0,24 35 Z 0,45
11 M 0,37 36 M 0,28
12 M 0,13 37 M 0,88
13 M 0,08 38 M 0,24
14 M 0,07 39 M 0,46
15 M 0,15 40 M 0,50
16 M 0,10 41 M 0,53
17 M 0,15 42 M 0,49
18 7z 0,11 43 M 0,42
19 M 0,04 44 7z 0,25
20 M 0,27 45 M 0,50
21 M 0,13 46 Z 0,21
22 M 0,21 47 M 0,41
23 M 0,13 48 M 0,33
24 M 0,05 49 M 0,30
25 M 0,37 50 M 0,26

M - muzi, Z — Zeny

Tab. 26 Statistické vyhodnoceni obsahu kreatininu v mo¢i

Kreatinin v mo¢i [g/den] Priamér SD! Median Rozsah

Celkem 0,34 0,26 0,29 0,04-1,73
Muzi 0,35 0,29 0,30 0,04-1,73
Zeny 0,30 0,14 0,27 0,11-0,48

SD - smérodatna odchylka
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Tab. 27 Porovnani koncentraci OTA v mo¢i [ng/l] nemocnych pacienti (s dg. C64) se zdravou populaci (bez dg. C64)

v ramci Ceské republiky; asteéné zpracovano dle (Ostry et al., 2010)

Pacienti bez diagnézy Pacienti s diagnézou C64
Celkem Celkem
Pohlavi' M | Z M | 7
236/185 50/31
oy r 2
n celkem/n pozitivnich 116/107 | 120/78 3924 | 11/7
78 62
e o
Pozitivita (%) 90 | 65 62 | o4
Primér 7,35 6,09
b 10.30 | 4.50 6,72 | 3,84
Ma 126 278
X 126,00 | 23,10 27,80 | 10,00
. 4,47 541
Median 6,30 | 2,90 641 | 2,74
90. per - 12,10
- pere. 16,60 | 10,60 14,34 | 8,50
Literatura (Ostry et al., 2010) -

M — muzi, Z — Zeny, ’n — pocet vzorki

Tab. 28 Porovnani nemocnych Cechii ze zdravymi populacemi ve Spanélsku, Mad’arsku a Portugalsku; &asteéné
zpracovano dle (Fazekas et al., 2005; Manique et al., 2008)

CR Mad’arsko Portugalsko Spanélsko
Diagnéza Co64 - - -
n celkem/n pozitivnich? 50/31 88/54 60/27 62/51
n+ [%]* 62 61 45 82
Primér pozitivnich vzorka 921 13,00 118,48 120.96
[ng/1]
Primér vSech vzorku 6.09 28 36 28 87 24,82
[ng/1]
Literatura - (Fazekas et al, (Manique et al., (Manique et al.,
2005) 2008) 2008)

I Dopocéitané hodnoty: Celkova primérna hodnota pozitivnich vzorki byla vypoétena ze znAmych primérych hodnot ranni

a odpoledni moce (tzn. soucet soudinii poctu pozitivnich rannich/odpolednich vzorkl a ranni/odpoledni primérné hodnoty

OTA byl vydélen celkovym pocétem pozitivnich vzorkl)

2Dopocitané hodnoty: Primérma hodnota OTA vSech vzorku (4. pozitivnich i negativnich dohromady) byla vypo&tena

na zékladé znamych/dopocitanych primérnych hodnot pozitivnich vzorkd. Aby bylo mozné vysledné primérné hodnoty

porovnat s touto studii, byla negativnim vzorkd pro vypocet praimérné hodnoty pfidélena hodnota 1 — tj. polovi¢ni hodnota

LOQ = 2 ng/l, ktera byla pouzita pro statistické zpracovani vysledkti nemocnych ¢eskych pacientt.

3n — pocet vzorkd, “n+ - podet pozitivnich vzorkd
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Obrazky

Obr. 8 RozmraZené vzorky moci

Obr. 9 Filtra¢ni aparatura
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Obr. 10 Ci$téni vzorku moti pomoci prosavaciho zatizeni
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Obr. 11 Kolonky s nasadcem naplnénym mo¢i
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Obr. 12 Promyvani kolonky PBS pufrem
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Obr. 13 Kolonky s nasadcem naplnénym PBS pufrem
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Obr. 14 Eluce OTA metanolem
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Obr. 15 Kolonky s nasadcem naplnénym metanolem
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Obr. 16 Odpartovani eluiatu dusikem pomoci koncentratoru EVATERM pfi 45,5 °C
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Obr. 17 Detail na vialek s eludtem odparovanym dusikem
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Obr. 18 Vzorky po odpareni eluatu

Obr. 19 Zapis o zpracovani vzorku




Obr. 20 HPLC-FLD
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Graf. 14 Zaznam pozitivniho vzorku s dalSimi piky - pravdépodobné metabolity

109




