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Abstrakt

TOMAN, ]. Stanoveni mykotoxinu ochratoxinu A a jeho mozné dopady na lidské zdravi.
Hradec Kralové, 2019. Disertacni prace na Prirodovédecké fakulté Univerzity Hradec

Kralové. Skolitel doc. RNDr. Franti$ek Malif, Ph.D.

V predloZené disertacni praci je prezentovan komentovany soubor deviti
publikaci, které jsou zaméteny na vyhledavani novych expozi¢nich zdroji mykotoxind,
zvlasté ochratoxinu A, dale biomonitoring ochratoxinu A u pacientl

s adenokarcinomem ledvin a v zavéru jsou komentovany reSersni prace.

Prvni ¢ast tvori problematika hledani novych expozi¢nich zdroji ochratoxinu
A a dalSich mykotoxinl. Jedna se o komodity, ve kterych nebyl doposud obsah
ochratoxinu A sledovan, a pokud ano, tak z hlediska bezpecnosti potravin a informaci

ohledné dietarniho privodu pouze okrajové.

Druhd cast se zabyva problematikou biomarkera nefrotoxickych mykotoxini

u pacientt s nadory ledvin.

Treti Cast je vénovana reSerSnim pracim o ochratoxinu A, kyseliné
cyklopiazonové a hodnoceni mykotoxini dle klasifikace IARC, WHO, jez vznikly

v prubéht studia.

Klicova slova

ochratoxin A, mykotoxiny, nefrotoxicita, bezpe¢nost potravin, biomarkery expozice -

vnitini davky, lidské zdravi



Abstract

TOMAN, J. Determination of mycotoxin ochratoxin A and its possible impacts on human
health. Hradec Kralove, 2019. Dissertation at Faculty of Science, University of Hradec

Kralove. Supervisor doc. RNDr. FrantiSek Malit, Ph.D.

The submitted dissertation presents a commented set of nine publications,
which are focused on finding new exposure sources of mycotoxins, especially
ochratoxin A, biomonitoring of ochratoxin A in patients with adenocarcinoma of the

kidney and in the conclusion there are a reviews of research work.

The first part deals with the search for new exposure sources of ochratoxin A
and other mycotoxins. These are commodities where the ochratoxin A content has not
yet been monitored and, if so, only marginally in terms of food safety and dietary intake

information.

The second part deals with biomarkers of exposure to nephrotoxic mycotoxins

in patients with kidney tumors.

The third part is devoted to the research work on ochratoxin A, cyclopiazonic
acid and the evaluation of mycotoxins according to the IARC classification, WHO, which

were developed during the study.

Keywords

ochratoxin A, mycotoxins, nephrotoxicity, food safety, biomarkers of exposure -

internal dose, human health
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Terminologicky slovnik

Aberace Strukturni zména chromozomi, chromozomova mutace

Adheze Prilnavost

Adukt Molekularni slouCenina, produkt adi¢ni reakce mezi molekulami

Agens Piivodce, Cinitel, i¢inna latka, pfi¢ina nemoci

Alimentarni Potravinovy, majici vztah k vyzivé

Biomarker Charakteristika, ktera je objektivné métitelna a uznavana jako
indikator normalnich biologickych ¢i patologickych procesii nebo
odpovédi na terapeutickou intervenci

Cirkadianni Tykajici se zmén fyziologickych funkci organizmi
s pribliZzné denni periodou

Cytotoxicky Toxicky pro bunky

Embryotoxicky Toxicky pro zarodek

Emitujici Vydavajici, vysilajici, vyzarujici

Etiologicky Plisobici onemocnéni

Extrapolace PtibliZeni, pfechod z uZsi na SirSi oblast pomoci analogie

Fenotyp Soubor vSech pozorovatelnych vlastnosti a znak zivého
organismu

Fibroblasty BunKy vaziva produkujici zakladni vazivovou hmotu, v¢. kolagenu

Gastrointestinalni Tykajici se travici soustavy

Genotoxicky Majici toxické ucinky viici genomu, poskozujici genetickou
informaci

Hematotoxicky Toxické poskozeni krvetvorné tkané

Hepatotoxicky Oznacuje latky poskozujici jatra

Hypertrofie Rist tkané vlivem zvétSovani objemu jednotlivych bunék

Imunotoxicky Toxicky pro imunitni systém

In vitro Mimo Zivé télo, ve zkumavce

In vivo V Zzivém nebo na Zivém téle, zazZiva

Inokulace Naockovani

Intersticialni Vsunuty, vmezeieny, mezitkanovy

Karcinogenni Vyvolavajici rakovinné bujeni ve tkanich

Koagula¢ni faktor Faktor srazlivosti

Kompetitivni Soutézivy, konkurencni

Mutagenni Schopny zptsobovat mutace

Metaloidy Nekovovy prvek, ktery ma nékteré vlastnosti kovi - napt. arzen,
kiremik

Nefropatie Jakakoli porucha ledvin, ktera neni zplisobena zanétem

Nefrotoxicky Toxicky pro ledviny

Neurotoxicky Toxicky pro nervovy systém

Noxa Skodlivina, latka vyvolavajici poskozeni

Perzistentni Trvaly, staly, vytrvaly

Prevalence Pocet existujicich nemoci ¢i zdravotnich problémi ve vybrané
populaci k urcitému datu

Proximalni Blizsi k centruy, stredu; blizsi k trupu, hlavé

Rekonstituovany Obnoveny

Sekvenovani Souhrnny termin pro biochemické metody, jimiz se zjistuje poradi
nukleovych bazi

Teratogenni Zpusobujici vznik vrozenych vyvojovych vad a defektii

Ubikvitarni VsSude rozsireny, béZzné se vyskytujici, vSudypritomny




Seznam pouzitych zkratek

AA Kyselina aristolochova

AFM;, Aflatoxin M

ALT Alaninaminotransferaza

AST Aspartataminotransferaza

BEN Balkanska endemicka nefropatie

CIN Chronicka intersticidlni nefropatie

CIT Citrinin

CZvVP Centrum zdravi, vyZivy a potravin

Da Dalton - jednotka molekulové hmotnosti, jedna dvanactina
atomové hmotnosti uhliku 12C

DG SANTE Generalni feditelstvi pro zdravi a bezpecnost potravin

DH-CIT Dihydrocitrinon

EFSA Evropsky urad pro bezpecnost potravin

EK Evropska Komise

ES Evropské spolecenstvi

EU Evropsaka Unie

GIT Gastrointestinalni trakt

IARC Mezindrodni agentura pro vyzkum rakoviny

JECFA Spolec¢ny vybor odbornikii FAO/WHO pro potravinaiské pridatné
latky

LDso Davka latky podana testovanym jedinciim, ktera zptsobi ihyn
50 % testovanych Zivocichli do 24 hodin od expozice

LOAEL Nejnizsi davka, pti které byl pozorovan $kodlivy ucinek.

LOQ Mez stanovitelnosti

NCRI Zanedbatelny ptivod pro riziko vzniku rakoviny

NOAEL Davka, pti které jesté nebyl pozorovan skodlivy tiCinek

OAT Proteiny transportujici organické anionty

0oovZ Organy ochrany verejného zdravi

OTA Ochratoxin A

OTB Ochratoxin B

0TC Ochratoxin C

PTWI Prozatimni tolerovatelny tydenni privod

RASFF Evropsky systém rychlého varovani pro potraviny a krmiva

SUJB Statni Ufad pro jadernou bezpecnost

SVS Statni veterinarni sprava

SZPI Statni zemédélska a potravinaiska inspekce

SZU Statni zdravotni tstav

t. hm. Télesnd hmotnost

TCLO Nejnizsi toxicka koncentrace

TDI Tolerovatelny denni privod

TWI Tolerovatelny tydenni privod

UKZUZ Ustiedni kontrolni a zku$ebni tistav zemédélsky

VMH V1aknité mikroskopiské houby

VSD Prakticky bezpetna davka




1 Uvod

Plisné, vlaknité mikroskopické houby, patii k jedném z nejstarSich organismi
na Zemi. Jsou ubikvitarné rozsirené po celém svété a diky enzymatickému vybaveni
adaptabilni pro kontaminaci témér jakéhokoliv substratu. Jejich spory se nachazi
v ovzdusi, vodé, ptidé, na povrchu Zivych a odumfielych organismi, predmétech

i plochach.

Svym plisobenim sniZuji nutri¢ni hodnotu substratu, a to predevsim o sachridy,
tuky a aminokyseliny. Nejzavaznéjsi je ovSem produkce sekundarnich toxickych

metabolitli - mykotoxind.

Problematika bezpecnosti potravin, respektive jejich zdroje, ptivod a hlavné
kvalita, hraji dnes vyznamnou roli na poli globalizace trhu. Je treba zajistit,
aby spotrebitel obdrZel kvalitni a nezavadné potraviny, cozZ lze zarucit jen a pouze
dikladnou kontrolou surovin, potravin a krmiv ve vSech krocich vyroby, tedy
v pribéhu péstovani, popt. chovu, zpracovani, skladovani a distubuci. Pripadna
kontaminace toxickymi latkami, mezi které mykotoxiny bezesporu patii, neznamena

pouze ekonomické ztraty, ale predevsim zdravotni riziko.

Vzhledem k tomu, Ze v potravinach bylo jiz izolovano vice nez 114 druhi plisni,
z toho 65 toxinogennich, je vyskyt mykotoxinii v potravinach velmi Casty. Prace je

zamérena na jeden z péti nejzavaznéjsSich mykotoxind, a to ochratoxin A.

Ochratoxin A predstavuje vyznamné nebezpeci pro lidskou populaci diky svym
toxickym vlastnostem a castému vyskytu v celé fadé riiznych druhi potravin -
ve vyznamnych expozic¢nich zdrojich. Proto mu musi byt vénovdna vyznamna

a soustavna pozornost.
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2 Cile prace

Tato diserta¢ni prace, komponovana jako komentovany soubor publikaci
s teoretickym Uvodem, je cilené zamérena na ochratoxin A (OTA), ktery je spolu
s aflatoxiny, zearalenonem, deoxynivalenolem a fumonisiny fazen do skupiny péti

zemeédélsky a toxikologicky nejvyznamnéjsich mykotoxind.

Prvni ¢ast prace je zameétena na hledani novych a vybranych expozi¢nich zdroji
OTA, napt. se jedna o ryZi, ¢aje a farmaceutické byliny, a dile na stanoveni prechodi OTA
z farmaceutickych bylin do infuzi, nalevi{, odvart, pripadné tinktur, coz doposud nebylo

v celosvétovém méritku systematicky sledovano.

Druha Cast prace se zaméfuje na stanoveni OTA, citrininu (CIT),
dihydrocitrinonu (DH-CIT) v biologickém materialu, tj. v moci, krvi, séru, plazmé,
ve tkdni ledvin a nadorové tkani ledvin u pacientli s diagnézou nadoru ledvin
a vyvodnych mocovych cest, a dale studium prevalence aflatoxinu M1 (AFM1) v moci
téchto pacientd, u nichz byly na zakladé predoperacnich vySetieni zjiStény vyssi jaterni
testy (napi. ALT, AST). Ztohoto pohledu se jedna o komplexni vyzkum. Ziskané
vysledky rozsiii Uroven poznani v oblasti vyzkumu OTA a CIT, pripadné AFMjy,

prinesou relevantni data vyuZitelna pro hodnoceni zdravotniho rizika.

Treti ¢ast disertaini prace je zaméfena reSerSnim zplisobem na mykotoxiny,

jejich karcinogenitu a dal$i mozné zdravotni diisledky.
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3 Teoreticka cast

3.1 Mykotoxiny

Nazev mykotoxin pochazi z reckého mycos ¢i mykes (= houba) a latinského
toxicum (= jed, otrava). Mykotoxiny jsou sekundarni toxické metabolity vlaknitych
mikroskopickych hub (VMH) neboli plisni (Ostry, 1998), jsou téZ definovany jako
ucinné latky VMH nebilkovinné povahy, toxické viici clovéku a Zivocichim, kdy k jejich
expozici dochazi proti vili a zajmim clovéka. Prvni zminka o myKkotoxinech
v novodobé historii pochazi z roku 1955 (Forgacs & Carll, 1955). Proc jsou mykotoxiny
produkovany VMH, neni z biologického hlediska dodnes zcela objasnéno. Existuje fada
teorii, z nichZ nejvice pravdépodobna je ta, Ze mykotoxiny, podobné jako antibiotika,

prispivaji ke konkurenceschopnosti VMH v Zivotnim prostiedi (Malif et al., 2003).

vevzs

tzv. naturdlnim toxintim ¢i biotoxinlim. Do soucasné doby je zndmo vice nez 400
riznych mykotoxinli. Toto c¢islo neni konecné, protoze i nadale jsou objevovany

a chemicky charakterizovany stale nové (Battilani et al., 2016).

Toxické tucinky mykotoxini se mohou projevovat jak akutné toxicky,
kdy pii expozici vysokym davkam mykotoxint dochazi k rychlému nastupu akutnich
toxickych ucinkd, které se projevuji otravou — mykotoxik6zou ¢i vznikem onemocnéni,
které mize mnohdy koncit letalné - smrti. Nékteré mykotoxiny vsak casto vykazuji
chronické plisobeni mykotoxinli, kdy pri expozici jednorazovym ¢i opakovanym
nizkym davkam po delsi ¢asové obdobi, ¢i dokonce po dobu celého zZivota, miize
dochazetk tzv. pozdnim toxickym tcinkiim, projevujicim se nap¥. vznikem nadorového

onemocnéni (Malir et al., 2006; Kensler et al., 2011).

Nékteré mykotoxiny (napf. aflatoxin Bi) vSak ptlisobi bezprahové,
kdy neexistuje zadna bezpecna hladina expozice, coz mtize v konecném dtisledku mit

zavazné dopady na lidské zdravi (IARC, 2012).
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Toxické ucinky mykotoxinl jsou napt. mutagenni, genotoxické, karcinogenni,
teratogenni, imunotoxické, dale cytotoxické, nefrotoxické, hepatotoxické,
hematotoxické, estrogenni ¢i neurotoxické, embryotoxické aj.
(Newberne, 1974; Stark, 1980; Malir, et al., 2006; Wild & Gong, 2010; Kensler et al.,
2011).

Nékteré mykotoxiny, napr. aflatoxiny a trichoteceny, vzhledem ke své toxicité
jsou zafazeny do seznamu vysoce rizikovych agens a toxinil a existuje mozZnost jejich
zneuziti z hlediska mozného bioterorismu. Uvedena zaleZitost je v CR legislativné
upravena aktualizovanym zdkonem ¢. 253/2017 Sb. o nékterych opatrenich
souvisejicich se zakazem bakteriologickych (biologickych) a toxinovych zbrani
a provadéci vyhlaskou ¢.379/2017 Sb. (s u¢innosti od 1. 1. 2018). Na jejich zakladé pak
Statni Giad pro jadernou bezpe¢nost (SUJB), oddéleni pro kontrolu zakazu chemickych
a biologickych zbrani, vykondva statni spravu voblasti dodrZovani zakazu
bakteriologickych (biologickych) a toxinovych zbrani. S aflatoxiny a trichoteceny lze
tedy nakladat pouze na zakladé povoleni vydaného SUJB, které také uptesiuje
podminky naklddani mimo jiné i zhlediska povoleného mnoZstvi uvedenych

mykotoxint. (Vyhlaska ¢. 379/2017 Sb., 2017)

Mykotoxiny jsou produkované asi 350 druhy toxinogennich VMH, avsak zdaleka
ne vSechny VMH jsou toxinogenni, tj. schopné produkovat mykotoxiny. Nékteré druhy
VMH maji schopnost produkovat soucasné vice mykotoxinl, a zaroven urcity
mykotoxin mlZe byt produkovan rGznymi druhy VMH (Bennett & Klich, 2003;
Grenier & Oswald, 2011).

Mezi nejznaméjsi producenty mykotoxinti patfi toxinogenni VMH, predevsim
rodl: Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria, Claviceps, Byssochlamys ale jsou
znamy také producenti zrodd Stachybotrys, Myrothecium, Trichothecium, Phoma,

Diploidia aj. (Pitt, 2000).

Toxinogenni VMH kontaminuji v Zivotnim prostfedi rozmanité substraty
a mohou v nich produkovat mykotoxiny. Produkce mykotoxinti ovliviiuje piritomnost
zivotaschopnych spér VMH, vhodny substrat, prostiedi s priznivymi teplotnimi
a vlhkostnimi podminkami a dalSi okolnosti (napt. kompetitivni vztahy s jinymi VMH

a mikroorganismy), které mohou produkci mykotoxini ovlivnit. Samotny vyskyt VMH
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v substratu vSak jeSté neznamend i produkci a vyskyt mykotoxini. Mykotoxiny mohou
perzistovat v substratu, i kdyz produkéni VMH v substratu jiZ neni Zivotaschopna

(Malir et al., 2003).

3.2 Ochratoxin A

Ochratoxin A (OTA) je vsoucasné dobé obecné povazovan, po aflatoxinech,
za druhy nejvyznamnéjsi mykotoxin (Bhat et al., 2010). OTA je nejvyznamnéjsi, béZné
se vyskytujici, mykotoxin ve skupiné ochratoxinti, kterych existuje velké mnozstvi,
a vykazuji rlizny stupen toxicity (Malir et al., 2016). Ochratoxiny se vyskytuji v prirodé
v napf. ve formé OTA, dale OTB (analog OTA bez atomu chloru), OTC (fenylalanin etyl
ester), OTA metyl ester, OTB metyl a etyl estery (Azpilicueta et al, 2008;
Malir et al., 2016).

OTA byl objeven vroce 1965 v Jihoafrické Republice v kukuricné mouce jako
toxicky metabolit VMH Aspegillus ochraceus, jejimiz spérami byla mouka cilené
inokulovana. Vstejném roce byl OTA izolovan a chemicky charakterizovan
(Van der Merwe et al, 1965a; 1965b). Jednd se o bilou krystalickou slou¢eninu
(Ringot et al.,, 2006; El Khoury & Atoui, 2010), rekrystalizovanou z xylenu, intenzivné
fluoreskujici v ultrafialovém svétle, emitujici zelenou a modrou (Sim@inek, 2003)
pri vysokych koncentracich tmavé modrou) fluoreskujici v kyselych a alkalickych

roztocich (IARC, 1983; El Khoury & Atoui, 2010).

Obr.1 Strukturni vzorec ochratoxinu A (OTA)
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OTA je produkovan dvéma rody VMH predevsim rody Aspergillus a Penicillium.
Rod Aspergillus je typicky v oblastech se subtropickym a tropickym podnebim. OTA je
touto VMH produkovan v teplotnim rozmezi 15-37 °C, pricemz 28 °C se uvadi jako
optimum (Malir et al, 2002; Ostry, 2012). Rod Penicillium, na rozdil od predchoziho
teplomilného rodu, je typicky voblastech smirnym ¢ichladnéjSim podnebim
napr. v Kanadé a severni Evropé (Malir et al., 2013; Ostry et al., 2013) a je schopen

produkovat OTA v teplotnim rozmezi 4-30 °C (Ostry, 2012).

Tab. 1 Toxinogenni VMH rodu Aspergillus a Penicillium produkujici OTA
Rod Sekce Druh
Aspergillus  Circumdati A. ochraceus
A. steynii
A. westerdijkiae
Nigri A. carbonarius
A. foetidus
A. lacticoffeatus
A. niger
A. sclerotioniger
A. tubingensis
Penicillium  Verrucosa P. verrucosum
P. nordicum

(Ostry etal., 2013)

3.3 Vyskyt OTA v potravinach a krmivech

U béZné populace je povazovan dietarni privod OTA za majoritni
(Degen et al., 2007). Kontaminace potravin toxinogennimi VMH a nasledné OTA je
prirozeny proces, kterému nelze zcela zamezit. Pfi dodrZovani spravné zemeédélské,
technologické a hygienické praxe ho Ize alesponn ¢astecné minimalizovat
(Malif et al., 2005; Malir & Ostry, 2012). Urcitému stupni kontaminace se vSak neda
zcela zabranit (Heussner & Bingle, 2015). Ke kontaminaci dochazi nej¢astéji béhem
nevhodného skladovani, a to zejména v zemich, kde jsou stale pouZivany zastaralé
technologické postupy a doprava, navic zde vétSinou nedochazi ani ke kontrole
potravin (Heussner & Bingle, 2015). Ke kontaminaci mtze dale dochazet jiZ na poli,
vétSinou pilisobenim stresovych faktort na rostliny, zejména se jedna o extrémni sucho,

vlhko, teplotu, Skiidce apod., jejichZ ptisobenim je rostlina poskozena, a proto snadnéji
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kontaminovana VMH (Klaassen, 2007). Na bezpecnosti potravin se podileji svym
plisobenim také klimatické zmény a globalni oteplovani, kdy dochazi k naristu a Sifeni
VMH, a tim pddem i mykotoxint (Marroquin-Cardona et al., 2014). V pripadé OTA se jedna
o Sireni Aspergillus carbonarius a Penicillium verrucosum do mirné klimatické zony

(Ostry et al., 2016).

Bylo prokazano, Ze OTA se vyskytuje v potravinach a krmivech rostlinného
i Zivoc¢iSného piivodu (Ostry, 2012). V piipadé potravin rostlinného plivodu se jedna
zvlasté o obiloviny a vyrobky z nich, olivy, lusténiny, pivo, vino, hroznovou $tavu, kavu,
Caj, kakaové produkty, rozinky, fiky, 1ékorici, dynova seminka, suSené ovoce a koreni
jako je Cerny pepf, kajensky pepr, kardamom, koriandr, mleté chilli, mleta paprika,
kmin a kurkuma (Ostry, 2012; Ostry et al.,, 2015). Uvadi se, Ze primérna koncentrace
OTA v téchto potravinach je v rozmezi od 0,1 do 100 ng/g (European Union, 2002).
V pripadé krmiv rostlinného ptivodu je vyskyt OTA uvadén v krmivech, které jsou
vyrabény ze Zita, ovsa, jeCmene, pSenice, kukufice, ryze, prosa, ¢iroku, séji, fazoli,
hrachu, vojtésky, bobu, slunecnicovych ¢i dyinovych semen, kokosu, sena ¢i silaze.
[ zde je rozmezi OTA od 0,1 do 100 ng/g (European Union 2002; Ostry et al., 2015;
RASFF, 2018).

V potravinach zivocisného ptivodu napt. vepirovém mase, vyrobcich z krve
a vnitfnosti, kufecim mase a drobech, se koncentrace OTA pohybuje v rozmezi
od 0,01 do 1 ng/g. Stejna mnozstvi byla namérena v krmivech zivoc¢iSného ptivodu
napi. veprovém mase, ledvinach, jatrech, dale pak v kufecich jatrech a dalSich
vnitfnostech ¢i drobech pouZivanych jako prisady do krmiv pro kocky a psy

(European Union, 2002; EFSA 2004; Ostry et al., 2015).

Je treba si vSak uvédomit, Ze potraviny ZzivocCiSného piivodu, z pohledu
kontaminace mykotoxiny, predstavuji pro ¢lovéka nizsi riziko nez potraviny ptavodu
rostlinného, a to z divodu ¢astecné inaktivace a metabolizace mykotoxini v travicim
traktu zvirete (Malit et al, 2005; Suchy & Herzig, 2005). Proto napf. vegetariani
a vegani, ktefi jsou vystaveni piimé expozici OTA aj. mykotoxinim, prostiednictvim
potravin rostlinného ptivodu, které konzumuji majoritné, mohou byt, v porovnani

s béZnou populaci, exponovani OTA aj. mykotoxinim mnohem vice.
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Odhaduje se, Ze k nejvétsi expozici OTA dochazi prostiednictvim obilovin (58 %), dale
pakvina (15 %), vepfového masa (3 %) (JECFA, 2008), pripadné kavy (1-10 %),
kde zavisi na mife konzumace (Tozlovanu & Pfohl-Leszkowicz, 2010). Obecné je vsak
primérna Kkoncentrace OTA vpotravinich v Evropé relativné nizka

(v radu ng az pg/kg) (Heussner & Bingle, 2015).

3.4 Systém zajiSténi bezpecnosti potravin a krmiv

V Ceské Republice je kontrola mykotoxinti v celém potravinovém fetézci,
od primarni vyroby aZ po pripravu pokrmi ve stravovacich sluzbach, zajistovana
organy spadajicimi pod Ministerstvo zemédélstvi jako jsou: Statni zemédélska
a potravinaiska inspekce (SZPI), Statni veterinarni sprava (SVS), do jisté miry
i Ustfedni kontrolni a zku$ebni tstav zemédélsky (UKZUZ) a dale organy ochrany
verejného zdravi (OOVZ) pod statni spravou Ministerstva zdravotnictvi

(Malir et al., 2003; Ostry et al., 2004)

Systematicky vyzkum mykotoxini a monitoring toxinogennich VMH (studie
»HYGIMON) v potravinach a potravinovém retézci, v gesci Ministerstva zdravotnictvi,
je feSen na Statnim zdravotnim ustavu (SZU) v Praze, Centrum zdravi, vyZivy
a potravin (CZVP), Oddéleni hodnoceni zdravotnich rizik a aplikované vyzivy, NRC
pro mikroskopické houby a jejich toxiny v potravinovych fetézcich Brno. VySetrovani
mykotoxint se provadi v rdmci expertizni ¢innosti dale také na pracovisti Zdravotniho
tstavu Usti nad Labem, regionalnim centru Hradec Kralové v NRL pro biomarkery
mykotoxinli a mykotoxiny v potravinach (Ruprich & Ostry, 1993; Ostry et al., 1998;
Malir et al., 2003).

Na urovni EU funguje tzv. Evropsky systém rychlého varovani pro potraviny
a krmiva (RASFF). Tento systém slouzi krychlému Sifeni informaci, mezi cleny
systému, tj. Evropskou komisi (EK) sidlici v Bruselu, ¢lenskymi staty EU a Evropskym
uradem pro bezpecnost potravin (EFSA), o potencionalné nebezpecnych potravinach
a krmivech predstavujicich (prfimé ¢i neprimé) zdravotni riziko pro spotrebitele

s cilem zamezeni jejich uvadéni do obéhu nebo jejich stazeni ze spolecného evropského
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trhu. Vramci systému RASFF existuji trfi kategorie oznameni: a) varovani

(alert notification), b) informace (information notification), c) novinky (news).

7

Pfi tzv. ,varovdni“ se jedna o zachyt OTA v potravinach, vyskytujicich se na trhu
- v obchodnt siti, a proto je zapotrebi okamzité zajistit kroky v souladu s prislusnymi
pravnimi predpisy. Pri tzv. “informaci“ jde o zachyt OTA v potravinach, zadrZenych
na hranicich nebo v celnim skladu pred proclenim, ¢i se jednda o nahodné zachyty
a je nutné zabranit vyvozu do jiného clenského statu EU. VSechny druhy informaci
vztahujici se k bezpecnosti potravin, které nebyly klasifikovany EK jako "varovdni"
nebo "informace" jsou oznaceny jako ,novinky“, které jsou povazovany za velmi
dilezité pro dozorové organy clenskych statd. V nékterych pripadech se jedna

i o informace organiza¢niho razu.

Je znamo, Ze mykotoxiny jsou stale vétSinovym (hlavnim) diivodem zamitnuti
vstupu zemédélskych plodin na trh EU. Napft. od zac¢atku roku 2017 do dubna 2018
bylo v EU hlaSeno 61 piipadl, pravé z divodu nadlimitni koncentrace OTA
(SZPI, 2018a). V CR napi. bylo béhem roku 2017 SZPI testovano 120 vzorkd z 9
riznych komodit (suSené ovoce, koteni, kava, €aj, hroznova $tava, obilniny, obilné
vyrobky, détskd obilnd vyziva, vino), 33 vzorkG bylo pozitivnich na OTA
(v rozsahu <0,35 - 19,78 ng/g), pouze jeden ze vzorki vykazoval nadlimitni hodnoty
(rozinky z Irdnu: 19,78 ng/g) (SZPI, 2018b).

Sankce EU, plynouci z regulace mykotoxini v ramci ES, jako odroceni dovozu
(embargo), systematicka kontrola dovozu, =zesilena kontrola dovozu
u tzv. problémovych komodit byly legislativné upraveny narizenim
Komise ¢ 1152/2009, tykajicim se pistacii, arasidd, rozinek, para orechl

(Iran, Cina, Egypt, Turecko, Brazilie).

Pro CR tzv. narodni kontaktni misto piedstavuje SZPI, které komunikuje s EK
a dal$imi dozorovymi organy nad potravinami a krmivy v CR v gesci Ministerstva

zemédélstvi (O0VZ, SVS, UKZUZ) a Ministerstva zdravotnictvi (SZU).
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3.5 Regulace mykotoxinu

Strategie zaji$téni bezpe¢nosti potravin je jednou =z priorit CR
(Ostry etal.,, 2004). V sou¢asné dobé je obsah mykotoxint v potravinach v CR regulovan
stavajicim natizenim Komise (ES) ¢ 1881/2006 ve znéni pozdéjSich predpist,
stanovujicim maximalni hygienické limity (tzv. maximalni limity) pro aflatoxiny B1, Bz,
G1, Gz, M1, ochratoxin A, zearalenon, T-2 a HT-2 toxiny, deoxynivalenol, fumonisiny a
patulin (Evropska komise, 2006). Maximalnimi limity OTA v potravinach a krmivech

uvadi Tab. 2.

Tab. 2 Maximalni limity OTA v potravinach/krmivech platné pro CR

Narizeni N . Maximalni limity
Komise Polozka Komodita OTA (ng/kg)
1 Nezpracované obiloviny 5,0
2 Susené hrozny révy vinné (korintky, rozinky a sultanky) 10,0
3 PraZena kavova zrna a mletd prazena kava kromé 5,0
rozpustné kavy
4 Rozpustna kava (instantni kava) 10,0
Vino (vCetné Sumivého vina, s vyjimkou likérového vina a
5 vina s obsahem alkoholu nejméné 15 % objemovych) a 2,0
NK (EC) & IS —— e et
1881/2006 6 romat.lzovania v.ma,,aroma.tlzovane vinné napoje a 2.0
aromatizované vinné koktejly
Hroznova $tava, rekonstituovana koncentrovana hroznova
7 $tava, hroznovy nektar, rekonstituovany hroznovy most a 20
rekonstituovany koncentrovany hroznovy most urceny ’
pro lidskou spotiebu.
3 Obilné prikrmy a ostatni pfikrmy urcené pro kojence a 05
malé déti ’
9 Dietni potraviny pro zvlastni lécebné ucely, urcené 05
specialné pro kojence ’
NK (EU) ¢. 10 Koren 1ékotice, slozka bylinného Caje 20,0
105/2010 VytaZek z 1ékotice pro pouziti v potravinarskych
11 A ] o . A 80,0
vyrobcich, zejména v ndpojich a cukrovinkach
VSechny produkty pochazejici z nezpracovanych obilovin,
12 vCetné zpracovanych vyrobki z obilovin a obilovin 30
urcenych k ptimé lidské spotiebé kromé potravin ’
NK (EU) & ux./edenych \% bodecvh 8,? allfl ; : ;
594/2012 Plper. spp. (plody Vcevtn’e bllf?h?[?il cerného pepre)
13 Mpystica fragans (muskatovy orisek) 150
Zingiber officinale (zazvor) ’
Curcuma longa (kurkuma)
14 PSeni¢ny lepek neprodavany ptimo spotiebiteli 8,0
NK (EU) ¢. 15 Capsicum spp. (suSené plody, celé nebo mleté, v€etné chilli, 20.0
2015/1137 mletého chilli, kajenského pepre a papriky) ’
16 Smési koreni obsahujici jedno z vysSe uvedenych koreni 15,0
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Vzhledem k tomu, Ze se OTA vyskytuje i v dalSich potravinach, u nichZ zatim
neni narizenim Komise stanoveny maximalni limit, Evropskd Komise zahdjila jednani

o jejich stanoveni. Zatim se vSak jedna pouze o navrhy (viz Tab. 3).

Tab. 3 Nové navrhované limity pro OTA v potravinach diskutované Evropskou Komisi
navrh maximalniho limitu OTA

Komodita

(ng/kg)
Susené ovoce (vyjma susSenych hrozni révy vinné) 8,0
Koreni véetné suseného koreni 15,0

Capsicum spp. (susené plody, celé nebo mleté, vcetné 20,0
chilli, mletého chilli, kajenského pepre a papriky)
Smés koreni obsahujici chilli, mleté chilli, kajensky

" . 15,0
pepr a papriku)
Susené byliny, Caje a bylinné nalevy 10,0
Semena slunecnice, semena dyné, jadra podzemnice 50

olejné a vyrobky, které je obsahuji
Ofechy 5,0
Kakaovy (instantni) prasek prodavany koncovému
zakaznikovi nebo jako ingredience ve slazenych
instantnich kakaovych pripravcich prodavana
kone¢nému spotiebiteli

2,0

(MZe, Odbor bezpecnosti potravin, 2018)

Pokud nejsou kdispozici regula¢ni limity, lze vyuZit tzv. expozi¢ni limity,
které se ale uplatiiuji aZ pti charakterizaci zdravotniho rizika po provedeni dietarni
expozice, doporucené naptr. Spolecnym vyborem odborniki (FAO/WHO)
pro potravinarské pridatné latky (JECFA, 2008) a EFSA (EFSA, 2006).

V zdjmu efektivni ochrany verejného zdravi by nemély byt uvadény na trh
komodity, které obsahuji nadlimitni koncentraci kontaminujicich latek, a to ani jako
slozky jinych produktli. Dale by nemélo dochazet k miseni Sarzi spliiujicich limity
stémi, jez limity nespliluji. TaktéZ dekontaminace plodin chemickou cestou je

zakazana (Evropska komise, 2006).
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3.6 Toxicita OTA

OTA vykazuje rozdilné toxické ucinky u zvirat a ¢lovéka. Bylo prokazano, Ze OTA
je nefrotoxin, hepatotoxin, embryotoxin, teratogen, imunotoxin, genotoxin
a karcinogen (u mnoha  Zivocichi  rtzného druhu i  pohlavi)
(Weidenbach & Petzinger, 2004; O'Brien & Dietrich, 2005; Ringot et al., 2006;
Sava et al., 2006; 2007; Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007). Ve studiich in vitro
(Zurich et al., 2005; Sava et al., 2007) a in vivo (Sava et al., 2006) bylo prokazano,

Ze se jedna o neurotoxin.

U potkana byly po podani OTA pozorovany histologické abnormality srdce
a jater, aberace koagulacnich faktori doprovazené krvacenim a trombodzou ve slezing,
mozku, jatrech, ledvindch a srdci a poSkozeni gastrointestinalniho traktu (GIT)
(Petzinger & Ziegler, 2000; Mantle, 2002; O'Brien & Dietrich, 2005;
Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007; Mally & Dekant, 2009).

3.6.1 Toxikokinetika OTA

OTA se metabolizuje nékolika riznymi zplsoby, jedna se o hydrolyzuy,
hydroxylaci, otevieni laktonu a konjugaci, coZ vede ktvorbé mnoha riiznych
metaboliti (Faucet-Marquis et al.,, 2006; Wu et al., 2011). Metabolismus OTA nebyl
dosud detailné objasnén a soucasné udaje o jeho biotransformaci jsou kontroverzni.
Kromé toho bylo publikovdno mnoho vysledkd, tykajicich se rlznych aspektl
toxikokinetiky OTA (Castegnaro et al, 2006; Ringot et al, 2006;
Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007; Mally & Dekant, 2009).

OTA se projevuje jako kumulativni toxickd sloucenina s relativné rychlou
absorpci a pomalou eliminaci (Castegnaro et al, 2006, Ringot et al, 2006).
K nahromadéni dochazi v krvi, jatrech a ledvinach. Ledviny a jatra jsou také hlavnimi

organy biotransformace OTA (Ringot et al., 2006).
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V lidském séru je polocas vylucovani piiblizné 35,5 dne (Schlatter et al., 1996;
Studer-Rohr, 2000), coZ je zplisobeno tim, Ze OTA, po absorbci z GIT, ma velmi vysokou
afinitu  k plazmatickym proteinim (aZ 99%) konkrétné kalbuminu
(Uchiyama & Saito, 1987), a dale k bilkoviné neznamé struktury, bliZe
neidentifikované, o hmotnosti 20 000 Da (Stojkovic et al., 1984). Predpoklada se,
ze OTA interaguje s rezidui proteinli, konkrétné s lysinem, argininem a histidinem

(Ringot et al., 2006).

Frakce OTA navazaného na proteiny piredstavuje mobilni rezervu, jeZ miiZe byt
uvolnéna, jakmile se mnozstvi volného OTA snizi. OTA se vylucuje do tubult za pouziti
proteinli transportujicich organické anionty (OAT) (Gekle & Silbernagl, 1994),
nasledné se pak pomoci téchto, pripadné dalsich transportert reabsorbuje ve vSech
nefronovych segmentech (Dahlmann et al.,, 1998). To oddaluje eliminaci a zvysuje tak

riziko akumulace OTA ve tkanich (Castegnaro et al., 2006).

3.6.2 Biomarkery OTA

Expozice Clovéka OTA se velmi dobie monitoruje s pomoci specifickych
biomarkera (Malir et al., 2012). Jmenovité se jedna o biomarkery expozice (markery
vnitini a efektivni davky /napt. adukty OTA s DNA/), dale markery odpovédi
¢i toxického uclinku (napf. [-2-mikroglobulin) nebo citlivosti (Timbrell, 1998;
Malir et al., 2012).

OTA byl detekovan v lidskych tekutinach, napt. v séru, moci, matefském mléce

a pupecnikové krvi (tzv. markery vnitfni davky) (Malir et al., 2012).

OTA je vSudypritomny v lidské krvi, tj. v séru a plazmé, coz je ukazatel
kontinualni expozice (Mufioz et al., 2010; Zaied et al., 2010). Jeho koncentrace jsou
vyrazné vys$i v krvi pacientd s poruchami ledvin, nez u zdravych lidi
(Malir et al., 2012). Ale bylo pozorovano i vyznamné kolisani OTA v ramci tzv.
cirkadidnniho rytmu u jedné osoby, dale byly zjiStény rozdily regionalni a sezénni. Této
problematice je zapotiebi se hloubéji vénovat (Scott, 2005). V oblastech BEN a CIN byly
zjiStény mnohem vyssi koncentrace OTA v krvi ve srovnani s kontrolni skupinou mimo

endemickou oblast (Fuchs & Peraica, 2005). ZvySena koncentrace OTA v krvi (séru)
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se Udajné da také ocekavat pri poskozeni funkce ledvin, respektive diky snizené

filtracni rychlosti (Duarte et al., 2011).

Ackoliv koncentrace OTA v moci jsou mnohem nizZsi nez v krvi, podle nékterych
autortl se jednd o mnohem lepsi marker expozice OTA ve vztahu k dietarni expozici
(Gilbert et al., 2001; Pfohl-Leszkowicz et al., 2006; Castegnaro et al., 2006). OTA v moci
je  mozné  detekovat nékolik dni po jeho privodu potravinami
(Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007). Vylucovani OTA moci je nizké, obvykle
v rozsahu 20 aZ 80 ng/den, nezavisle na poZité davce, ale naopak na koncentraci
volného OTA (Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007), pokud ovSem neni piivod nizsi
nez 100 ng/kg/t. hm./tyden (Castegnaro et al, 2006). Kromé OTA samotného, byla
v moci prokazana cela rada dalSich ochratoxinti a jejich metabolitd, napt. OTB, 4-OH
OTA, chinonové derivaty aj. (Jonsyn, 2001; Castegnaro et al., 2006; Pfohl-Leszkowicz,
2009). Bylo zjisténo, Zze OTA i OTa se bézné nachazeji i v moci zdravé populace
(Munoz et al., 2010). Nazory na roli OTA v moc¢i (jako biomarkeru) jsou odliSné,
nicméné slibné. Ale vyZaduje to tizkou spolupraci s 1ékari, aby OTA v moci mohl byt
povazovan za spolehlivy nastroj ke sledovani priibéhu onemocnéni souvisejicitho

s pritomnosti OTA (Malir et al., 2012).

Vzhledem k tomu, Ze OTA se vylucuje do materského mléka, jsou kojené déti
rovnéz vystaveny ptisobeni OTA (Gareis et al., 1988), a to i pres skuteCnost, Ze nalezy
OTA v matefském mléce jsou podstatné niz§i nez vkrvi (vice nez 10x)
(Breitholtz-Emanuelsson et al, 1993). Kontaminace materského mléka tedy
predstavuje potencialné zavazné zdravotni riziko (Kuiper-Goodman et al., 2010),
ackoliv neni doposud znadma korelace mezi koncentracemi v krvi a mléce

(Biasucci et al,, 2011).

Pritomnost OTA v lidskych tkanich je jednoznacny a primy dikaz expozice.
Praktickd pouzitelnost takovych méfeni in vivo je samoziejmé velmi omezena
(Malir et al., 2012). Vezmeme-li v ivahu zejména nefrotoxicitu OTA, neni k dispozici
mnoho studii, které se zabyvaly stanovenim OTA v lidskych ledvinach, jednalo se
o studie zNémecka (Bauer et al, 1994), Ceské Republiky a Polska. Déle bylo
analyzovano nékolik vzorki lidskych ledvin, ziskanych od pacientt s rakovinou ledvin

nebo mocového méchyre z Bulharska (8 vzorkd) (Pfohl-Leszkowicz et al., 1993),
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Srbska (10 vzorki), Chorvatska (16 vzorki) a Francie (18 vzorkii), namérené hodnoty
vSak nebyly konkrétné uvedeny a nejsou k dispozici (Pfohl-Leszkowicz et al., 2007;
Pfohl-Leszkowicz, 2009), na rozdil od nalezi OTA v lidskych ledvinach v CR a Polsku.
V zavéru lze zhodnotit, Ze dosud nejrozsirenéjSi a nejlep$i zpisob monitoringu

expozice OTA, je sledovani koncentraci OTA ve vzorcich krve (Malir et al., 2012).

3.6.3 Akutni a subakutni toxicita OTA

Bylo zjisténo, Ze akutni toxicita OTA se lisi v zavislosti na druhu, pohlavi
a zplsobu podani. LDso se pohybuje vrozmezi od 0,2 mg/kg t. hm. u psa
do 58 mg/kg t. hm. u mySi (Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2007;
Mally & Dekant, 2009).

Lidé jsou bézné vystaveni plisobeni OTA, obdobné jako ostatnim mykotoxintm,
nékolika zplsoby, priCemz nejcastéjSi a majoritni je dietarni privod, naopak
transdermalni prenos, ¢i inhala¢ni expozice jsou méné vyznamné a tykaji se mensich
skupin obyvatelstva, vétSinou profesiondlné exponovanych (Iavicoli et al, 2002;

Halstensen et al., 2004; Degen et al., 2007). Po perordlnim podani u ¢lovéka se udava

vV

vV

expozici po dobu 30 minut je pak nejnizsi toxicka koncentrace (TCLO)

1800 mg/m?3 (ppm) (Cayman Chemical Company, 2013).

3.6.4 Chronicka toxicita OTA

Ve vyspélych zemich je chronicka expozice OTA mnohem castéjsi ve srovnani

s akutni, ktera je naopak castéjSi vzemich tietiho svéta. Chronickd expozice

vivs

neZ jednorazova akutni expozice vysoké davce (Pfohl-Leszkowicz et al, 2007;

Pfohl-Leszkowicz, 2009).
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3.6.5 Nefrotoxicita OTA

Vzhledem kpovaze disertacni prace je cast prace vénovana predevsSim

nefrotoxicité OTA.

Chronicka expozice nizkym davkam OTA se vyznamné podili na nefrotoxicité
(Gekle et al., 2005). Dlouhodobé studie OTA potvrdily vyskyt nddort ledvin a renalniho
tubulu u potkant (Lock & Hard, 2004). U samcli potkanti bylo prokazano, Ze tyto
nadory jsou davkoveé zavislé (Mantle et al., 2005; Mantle & Kulinskaya, 2010). Navic
u chronické expozice OTA u potkantli a subakutni expozice u prasat byly potvrzeny
OTA-DNA adukty (Faucet et al., 2004), i kdyz DNA adukty byly po chronické expozici
potkanti poprvé popsany jiz v roce 1998. Dale byly zjisteny rozdily u pohlavi, dualniho
mechanizmu oxidac¢nich drah a DNA adukce (Castegnaro et al., 1998; Pfohl-Leszkowicz

et al., 1998; Pfohl-Leszkowicz et al., 2002a).

Nasledné byla také prokdzana vyznamna Kkorelace mezi expozici OTA
a nefropatii. Pfi velmi nizkych - nanomoldrnich Kkoncentracich vede OTA
ke specifickym zménam funkce a fenotypu v renalnich bunkach (Gekle et al., 2005).
Velmi nizké koncentrace OTA podavané po dobu aZz 14 dni ovliviiuji bunécnou
hypertrofii v lidském proximalnim tubulu. Pisobi nejen v cilovych organech, tedy
ledvinach a varlatech, ale i v burikach, jako jsou fibroblasty (Schwerdt et al., 2007;
Jennings-Gee et al, 2010). Lze tedy predpokladat, Ze pii chronické expozici
se pravdépodobné miizZe objevit stejné poskozeni. Predpoklada se, Ze OTA miize ménit
adhezi bunék a Ze nékteré nefrotoxikanty a renalni karcinogeny mohou ménit
i signalizaci mezi butikami, a to interferenci s mezerovym spojem (gap junction) nebo
bunécénou adhezi. Pravé naruSeni signalizace mezi bunkami prostrednictvim
interference sbunécnou adhezi, mezibunétnou komunikaci a cytoskeletem
predstavuje jednu z moZnosti mozného mechanismu tvorby nadori ledvin vlivem OTA

(Mally et al., 2006).

Je znamo, Ze OTA zplisobuje praseci nefropatii, ktera se podoba onemocnéni
BEN - Balkanské endemické nefropatii, chronické degenerativni chorobé ledvin,
jejiz terminalni stav se projevuje nddory ledvin u obyvatel nékterych oblasti

Balkanského poloostrova (Pfohl-Leszkowicz et al., 2002b, Fuchs & Peraica, 2005). Dale
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se uvaZuje o jeho podilu na onemocnéni zvaném jako CIN - chronicka intersticialni
nefropatie v Tunisku (Grosso et al., 2003) a dalSich severoafrickych zemich. Selhani
ledvin miZe byt zplisobeno nejen davkou, ale také délkou expozice, a predevsim

akumulaci OTA v ledvinach (Stander et al., 2001).

U BEN nicméné existuji i dalsi teorie o podilu dalSich etiologickych cCinitelti
na tomto onemocnéni. Faktory, u nichZ existuje podezieni na indukci tohoto
onemocnéni, jsou nefrotoxiny, predevSsim mykotoxiny a kyselina aristolochova, kovy
a  metaloidy, jakoZ i mozZna individudlni genetickd predispozice
(Pfohl-Leszkowicz et al, 2002b; Peraica et al, 2008; Nedelko et al, 2009;
Pfohl-Leszkowicz, 2009; Slade et al., 2009; Stiborova et al., 2016, Chan et al., 2018).
Zdrojem expozice AA byla psSenice kontaminovana semeny rostlin druhu Aristolochia
clematis (Grollmann & Jelakovic, 2007). U¢inky AA a nékterych mykotoxinti, OTA,
citrininu  (CIT) a fumonisini  byly zhodnoceny vriznych studiich
(Pfohl-Leszkowicz et al, 2007; Pfohl-Leszkowicz, 2009;
Pepelnjak & Segvic-Klaric, 2010). V Bulharsku a Chorvatsku byl prokazan spole¢ny
vyskyt a koexpozice OTA, fumonisinim a CIT (Vrabcheva et al, 2000,
Domian et al, 2005) se zvySenym rizikem rakoviny (Pfohl-Leszkowicz, 2009).
Ale u populace v Srbsku, nebyla nalezena AA, avSak byla prokazana korelace mezi
privodem OTA a nalezy jeho metaboliti vmoc¢i (Austwick, 1981;
Pfohl-Leszkowicz et al., 2007), coZ podporuje hypotézu o spojeni mezi OTA a BEN
(Pfohl-Leszkowicz, 2009).

Na druhou stranu, histologicky ptivod nadorl spojenych s BEN neni totozny s
nadory navozenymi v experimentalnich studiich u potkant. Proto extrapolace dat,
tykajicich se karcinogenity u zvirat, na lidsky organismus je zvlaSté obtiZna
(Mally et al., 2007).

Nefrotoxicita OTA miiZe byt zesilena dalSimi, synergicky ptsobicimi,
bud’ ptirozené se vyskytujicimi, mykotoxiny, napt. OTB, fumonisinem B1 (FB1), CIT
¢i patulinem, které jsou zodpovédné za zmény renalnich funkci, a dale za rozvoj
rendlnich onemocnéni (Martins et al, 2002; Speijers &Speijers, 2004;
Creppy et al, 2004; Pfohl-Leszkowicz et al, 2008); ¢i konjugovanymi,
tzv. maskovanymi, mykotoxiny (Stoev et al., 2002; Stoev et al., 2004).
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Kromé mykotoxinii mohou zesilit toxické ucCinky OTA jiné nefrotoxiny,
napf. arzen, kadmium (Radford et al., 2013) nebo cisplatina (Weber et al., 2005). Tento
synergismus miiZe vést k adici ¢i potenciaci toxickych - nefrotoxickych uc¢inkti danych

nox (Malir et al., 2013).

Nefrotoxicita miize byt dlisledkem nejen chronické, ale také akutni a subakutni

expozice OTA (Malir et al., 2013).

3.7 Charakterizace nebezpecnosti OTA

Vramci EU se vpribéhu let charakterizaci nebezpec¢i OTA v potravinach
kontinualné zabyvaly instituce, jako napi. Védecky vybor pro potraviny
(European Commision, 1998), dale Evropsky ufad pro bezpecCnost potravin
(EFSA, 2006) a konecné Spolecny vybor expertii FAO/WHO pro potravinai'ska aditiva
(JECFA, 2008).

3.7.1 Prahovy toxicky ucinek OTA (treshhold)

SCF stanovil vroce 1998 ,tolerovatelny denni privod“ (TDI) ve vysi
5 ng/kg t. hm./den. Dale vroce 2006 EFSA stanovil ,tolerovatelny tydenni privod“
(TWI) ve vySi 120 ng/kg t. hm./tyden, tj. 17,1 ng/kg t. hm./den (European Commission,
1998).

Experti EFSA ve svém stanovisku zatim odmitli prikaz OTA-DNA adukti jako

vV

vV

(LOAEL), coz c¢ini 8 pg/kg t. hm./den, za pouZiti faktoru nejistoty 450, na zakladé dat
extrapolovanych ze zvirat na ¢lovéka, jakoz i vztazenych na mezidruhovou specificitu
(tzn. toxikodynamické mezidruhové rozdily mezi prasetem a clovékem 2,5x; kinetické
rozdily zaloZené na ,half-life“ OTA 6x; mezidruhovou variabilitu 10x; pouziti LOAEL

misto NOAEL 3x) (EFSA, 2006). TWI je vztazen na nefrotoxicitu a zatim ani
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nezohlediiuje karcinogenitu OTA, proto fada odbornikii povaZuje uvedeny
bezpecnostni limit navrZeny EFSA za nepriméreny (Kuiper-Goodman et al., 2010;

Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2012; Malir et al., 2013; 2016).

JECFA stanovil vroce 2008 ,prozatimni tolerovatelny tydenni privod“ (PTWI)
ve vysi 100 ng/kg t. hm./tyden, tj. 14,3 ng/kg t. hm./den, a to na zakladé
toxikologickych studii nefrotoxicity u prasat (JECFA, 2008).

3.7.2 Bezprahovy toxicky ucinek OTA (non-treshhold)

U bezprahového ucinku neexistuje Zadna bezpec¢na hladina expozice, tj. pouze
nulova koncentrace toxinu zarucuje nulové riziko (Patocka et al, 2004;

Pfohl-Leszkowicz & Manderville, 2012).

Vroce 1989 byla stanovena ,prakticky bezpecna davka“ (VSD) vzhledem
k riziku rakoviny ledvin ve vysi 1,5 ng OTA/kg t. hm. (Kuiper-Goodman & Scott, 1989).
Nasledné tato hodnota byla upravena na koncentraci 1,8 ng OTA/kg t. hm.
(Kuiper-Goodman, 1991). Vroce 1992 byla na zakladé studii provadénych na
hlodavcich provedena extrapolace dat na clovéka, dle které byla hodnota VSD

prehodnocena na vysi 0,2 ng OTA/kg t. hm. (Bendele et al., 1985; Boorman et al., 1992).

Hodnocenim karcinogenity OTA se dale zabyvala také organizace Health
Canada, ktera stanovila tzv. ,zanedbatelny privod pro riziko rakoviny“ (NCRI) ve vysi
4 ng/kg t. hm./den a TDI sohledem na nefropatii ve vysi 3 ng/kg t. hm./den
(Kuiper-Goodman et al., 2010)
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4 Publikované prace

I. Cast

Bezpecnost potravin, hledani novych expozicnich zdroji OTA

Malir, F., Ostry, V., Pfohl-Leszkowicz, A., Toman, ]., Bazin, I., Roubal, T. (2014)
Transfer of ochratoxin A into tea and coffee beverages.

Toxins (Basel) 6 (12): 3438-3453. doi: 10.3390/toxins6123438.

[F2013 = 2.480; Q2

- Podil autora: sbér vzorki, separace mykotoxinu, zpracovani dat, revize publikace

Toman, J., Malir, F., Ostry, V., Grosse, Y., Dvorak, V., Roubal, T., Neuchlova, L. (2016)
The Occurrence of Ochratoxin A in White and Parboiled Rice.

Czech Journal of Food Sciences 34 (1): 32-38.doi: 10.17221/316/2015-CJFS.

[F2015 = 0.728; Q3

- Podil autora: separace mykotoxinu, analyza vzork, zpracovani dat, priprava a revize

publikace

Toman, |., Malir, F., Ostry, V., Kilic, M. A,, Roubal, T., Grosse, Y., Pfohl-Leszkowicz, A. (2018)

Transfer of ochratoxin A from raw black tea to tea infusions prepared according to the

Turkish tradition.
Journal of the Science of Food and Agriculture 98 (1): 261-265. doi: 10.1002 /jsfa.8464.

[F2017 = 2379, Ql/QZ/QZ

- Podil autora: sbér vzorki, separace mykotoxinu, zpracovani dat, priprava a revize

publikace
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Toman, ]., Ostry, V., Grosse, Y., Roubal, T., Malir, F. (2018)

Occurrence of ochratoxin A in Astragalus propinquus root and its transfer to decoction.
Mycotoxin Research 34(3): 223-227.doi: 10.1007/s12550-018-0317-2.

[F2017 = 2.854; Q2/Q2

- Podil autora: sbér vzorkil, separace myKkotoxinu, analyza vzorkd, zpracovani dat,

priprava a revize publikace

Ostry, V., Malir, F., Cumova, M., Kyrova, V., Toman, J., Grosse, Y., Pospichalova, M., Ruprich, L.
(2018)

Investigation of patulin and citrinin in grape must and wine from grapes naturally

contaminated by strains of Penicillium expansum.
Food and Chemical Toxicology 118: 805-811. doi: 10.1016/j.fct.2018.06.022.
[F2017 = 3977, Ql/Ql

- Podil autora: ptiprava a revize publikace

1. Cast

Analyzy biomarkeru expozice nefrotoxickych mykotoxinti u pacienti s nadory ledvin

Malir, F., Louda, M., Ostry, V., Toman, ], Ali, N, Grosse, Y., Malirova, E., Pacovsky, ], Pickova, D.,
Brodak, M., Pfohl-Leszkowicz, A., H. Degen, GH. (2019)

Analyses of biomarkers of exposure to nephrotoxic mycotoxins in a cohort of patients

with renal tumours
Mycotoxin Research. doi: 10.1007/s12550-019-00365-9- Prijato k publikaci dne 17. 6. 2019
[F2018 = 374—1, Ql/Ql

- Podil autora: sbér vzorkil, separace mykotoxinti, analyza vzorl. zpracovani dat,

reSerse, priprava a revize publikace
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.  Cast

Resersni prace

Malir, F., Ostry, V., Pfohl-Leszkowicz, A., Malir, ., Toman, ]. (2016)
Ochratoxin A: 50 Years of Research.

Toxins (Basel) 8 (7): 1-49. doi: 10.3390/toxins8070191.

[F2015 = 3.571; Q2

- Podil autora: reserse, priprava a revize publikace,

Ostry, V., Malir, F., Toman, |., Grosse, Y. (2017)

Mycotoxins as human carcinogens-the IARC Monographs classification.
Mycotoxin Research 33 (1): 65-73. doi: 10.1007/s12550-016-0265-7.

[F2016 = 2.706; Q2/Q2

- Podil autora: resersSe, priprava a revize publikace

Ostry, V., Toman, ]., Grosse, Y., Malir, F. (2018)

Cyclopiazonic acid: 50th anniversary of its discovery.

World Mycotoxin Journal 11(1): 135-148. doi: 10.3920/WM]J2017.2243.
IF2017 = 1.727; Q3/Q3/Q4

- Podil autora: reSersSe, priprava a revize publikace
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4.1 Komentar ¢. 1: Pirechod ochratoxinu A do napoju piipravenych z ¢aje a kavy

Cilem této prace bylo zjistit, jaky je procentualni prechod OTA do vyslednych
napoju pripravenych z rliznych matric, a tim zjistit redlny piivod OTA z téchto napoji

jako podklad pro ,Total diet study*“.

Pro spravnou interpretaci vysledkl je tifeba zjiStovat kontaminaci potravin

v podobé ,as consumed” a nikoliv ,,as purchased®, coz se jesté celkem cCasto objevuje.

Tato publikace vznikla na zdkladé vysledkli z mé diplomové prace Stanoveni
mykotoxinu ochratoxinu A v kavé, ktera byla v ramci doktorského studia rozsirena

o vysledky stanoveni OTA v ¢ernych a ovocnych c¢ajich.

Jednim z vedlejsich vysledki prace bylo i stanoveni OTA v samotnych matricich
prazené kavy a cCaje dostupnych na ceském trhu, a kontrola téchto komodit,

zda neobsahuji nadlimitni mnozZstvi OTA stanovenych Narizenim Evropské komise.

Bylo zjisténo, Ze zpisob pripravy ma velky vliv na obsah OTA ve vyslednych

napojich.

4.2 Komentar ¢. 2: Vyskyt ochratoxinu A v bilé a predvarené ryzi

Prace se zabyva stanovenim OTA v bilé a predvarené ryzi dostupné na ceském

trhu.

Z globalniho pohledu je ryZe druhou nejcastéji konzumovanou obilninou.
Vzhledem ke zpiisobu péstovani je ryze idealnim substratem pro rlst plisni
a naslednou konataminaci mykotoxiny, v zemich ptivodu byva ¢asto kontaminovana
jejich Sirokym spektrem. Navic zdlouhava doprava a dlouhodobé skladovani ryZze, ¢asto

v nevhodnych podminkach, vede k jeji sekundarni kontaminaci.

VSechny vzorky ryZe nakoupené na Ceském trhu obsahovaly OTA pod limitem

stanovitelnosti (<0,2 ng OTA/g)
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4.3 Komentai ¢. 3: Pirechod ochratoxinu A zcerného caje do nalevi

pripravenych tradi¢ni tureckou metodou

Na zakladé predchozi publikace, viz Kometar ¢. 1, jsme byli osloveni kolegou
z Turecka dr. Mehmet Akif Kilicem, zda bychom provérili obsah OTA v ¢ernych cajich
z Cernomoti'ského regionu, které zaslal, a zjistili piechod OTA do nalevii pfipravenych
tradi¢ni tureckou metodou. V ramci studie byly také provéreny ¢aje z Cernomoiského

regionu zakoupené na trhu v Ceské republice.

Tradicni turecky postup ptipravy nalevu se znacné lisi od piipravy bézné

pro vétSinu evropskych domacnosti, avSak tato metoda je hojné vyuzivana v ¢ajovnach.

Znaseho Setfeni vyplyva, Ze procentudlni prechod OTA do nalevi
pripravovanach tradi¢ni tureckou metodou se vyznamné od evropské pripravy nelisi,
ale vzhledem k mnozstvi pouzitého ¢erného c¢aje, pouzitého pro pripravu adekvatniho
objemu nalevu, je privod OTA vyssi. Opét se potvrdilo, jak diilezité je zjistovat

kontaminaci potravin v podobé ,as consumed” a nikoliv ,as purchased".

4.4 Komentar ¢. 4: Vyskyt ochratoxinu A v korenu Astragalus propinquus a jeho

pirechod do odvart

Tradi¢ni Cinskd Medicina se postupné rozsifuje do celého svéta. K1é¢ebnym
ucelim vyuziva velké mnozstvi medicinalnich bylin s mnoha benefitnimi ucinky.
Doposud vSak nejsou stanoveny platné limity nékterych latek napt. ochratoxin A a jiné

mykotoxiny, které mohou tyto byliny kontaminovat.

Tato publikace pojednava o prvnim zachytu vyznamné koncentrace OTA v koteni
kozince (Astragalus propinquus Schischkin) v Ceské republice. A¢koliv ma kozinec
velmi mnoho benefitnich ucinkd pro lidské zdravi, vysoké nalezy OTA vsak predstavuji
znacné ,negativni“ riziko, a to nejen jako mozny etiologicky faktor v poskozeni ledvin.
V ramci studie bylo provedeno méreni OTA jak v matrici, tak v samotnych odvarech,

nejcastéjsi formeé konzumace a byl stanoven denni piivod OTA prostiednictvim odvaru.

-33 -



Na tyto zavaZné vysledky byla e-mailem upozornéna Ing. Ivana Poustkov3, Ph.D.,
ministersky rada na odboru bezpe¢nosti potravin, Ministerstva zemédélstvi CR. Statni
zemeédélska a potravinai'ska inspekce provedla na zakladé vyzvy dr. Poustkové cileny
monitoring vyskytu OTA v kofenu kozince a potvrdila vyskyt OTA. Na zakladé
ziskanych vysledkli z monitorovani se o téchto vysledcich bude jednat na zasedani
vyboru pro zemédélské kontaminanty \4 ramci DG SANTE
(Generalniho reditelstvi pro zdravi a bezpecnost potravin) pfi Evropské Komisi
v Bruselu a na tomto zakladu bude na zasedani vyboru pro zemédélské kontaminanty

vyvolana potreba stanovit hygienicky limit pro obsah OTA v kofeni kozince.

Je mozno také ocekavat, Ze zachyty OTA v koteni kozince budou také nahlaseny

do systému RASFF.

Na problematice vyskytu OTA v koreni kozince se dale pracuje. V souCasnosti je
pripravovana publikace snazvem: Astragalus propinquus Schischkinroot - A
significant source of the mycotoxins?, kde je pomoci multimykotoxinové metody
sledovano mnozstvi jednotlivych mykotoxini v matrici. Jmenovité aflatoxin Bi,
aflatoxin B2, aflatoxin Gi, aflatoxin G2, zearalenon, T-2 toxin, HT-2 toxin,
diacetoxyscirpenol, nivalenol, fusarenon X, deoxynivalenol, 3-acetyl-deoxynivalenol,
15-acetyl-deoxynivalenol, deoxynivalenol-3-glykosid a samoziejmé ochratoxin A.
Soucasné probiha i klasické mykologické vysetieni vzorkl a nasledné na zahrani¢nim
pracovisti bude jesté zrealizovano PCR stanoveni VMH v této matrici a DNA

sekvenovani.

-34 -



4.5 Komentar ¢. 5: Stanoveni patulinu a citrininu ve vinném mostu a viné

z hrozni prirozené kontaminovanych kmeny Penicillium expansum

Vzhledem ke globalnimu oteplovani a z toho plynouciho zvySeni priimérnych
teplot, je nezbytné zvazit, jak se zmény klimatu projevuji na zvySeni nariistu
teplomilnych plisni, které se vyskytuji ¢im dal severnéji, a tim potazmo produkce

mykotoxind.

Publikace popisuje vySetreni hrozni rliznych odriid vinné révy na pritomnost
riznych kment VMH Penicillium expansum, a nasledné vyskyt patulinu a citrininu

ve vinném mostu a vina z téchto odrtid vyrobenych.

4.6 Komentar ¢. 6: Analyza biomarkert expozice nefrotoxickym mykotoxiniim

u pacientid s nadory ledvin

Dne 14. biezna 2019, si svétova verejnost opétovné pripomenula Svétovy den
ledvin. Cilem bylo zvysit informovanost zdravotniki a laické verejnosti o nemocech
ledvin, jejich v€asné diagnostice a mozZnostech 1é¢by. Svétovy den ledvin spolecné
vyhlasuji Mezinarodni federace nadaci pro nemoci ledvin
(International Federation of Kidney Foundations) a Mezinarodni nefrologicka

spolecnost (International Society of Nephrology).

Odhaduje se, Ze priblizné 850 miliéni lidi po celém svété trpi onemocnénim
ledvin. Chronické onemocnéni ledvin tak zptisobuje nejméné 2,4 milionu amrti za rok
a je v soucasnosti 6. nejrychleji rostouci pri¢inou umrti. Hlavni téma letoSniho
Svétového dne ledvin ,Zdravé ledviny pro kaZzdého a kdekoliv“ se snazi zvysit
povédomi o neustale rostoucim zatiZeni, které zplisobuje onemocnéni ledvin u osob
na celém svété, a upozornit na nutnost odpovidajicich preventivnich strategii a 1éCby

onemocnéni ledvin.

O onemocnéni svych ledvin nevi az 40 % pacientd, a to az do chvile, kdy je akutni

problém donuti pfijit do nemocnice. Nemocné ledviny neboli, prvni priznaky
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onemocnéni se projevuji obvykle az v dobé, kdy funkce ledvin klesne pod 40 % ptvodni

kapacity a pacient musi nastoupit na dialyzu.

Mezi varujicimi priznaky jsou bolesti hlavy, slabost, Unava, nechutenstvi,
opakované zvraceni, CastéjSi moceni, zvlasté v noci, zvySena Zizen, bleda kiize a vysoky

tlak. Pokud se nemoc vcas zjisti a 1é¢i, mliZe se uplné vylécit, nebo alespoii zpomalit.

Je tak mozné oddalit nutnost dialyzy.

Néjakou formou poskozeni ledvin trpi deset procent lidi, a v priStich nékolika

letech se podle odhadu Svétové zdravotnické organizace zvysi pocty nemocnych

na celém svété o 17 procent.

Ceska republika zaujima v poslednich letech prvni misto na svété ve vyskytu nadort
ledvin a vyvodnych mocovych cest. Byla poloZena hypotéza, zda se pravé nefrotoxické

mykotoxiny, OTA, CIT, DH-CIT, nemohou na tomto onemocnéni vyznamné podilet.

Kromé této publikace, kde se biomarkery téchto mykotoxin stanovovaly v moci,
krevnim séru a plazmé, je jesté pripravovana publikace s nazvem: Occurrence of
ochratoxin A in kidney tissue from patients suffering renal cell carcinoma, kde se
pojednava o stanoveni OTA ve tkani ledviny a nddoru u pacientti s adenokarcinomem
ledvin a moznych synergickych ucincich s dalSimi nefrotoxicky ptsobicimi

mykotoxiny.
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4.7 Komentar €. 7: Ochratoxin A: 50 let vyzkumu

Vroce 2015 uplynulo padesat let od objevu ochratoxinu A. Tato publikace
pojednava o dtlezitych historickych meznicich vyzkumu OTA, jeho vlastnostech,

charakteristice a toxicité, vyskytu, nalezech, separacnich metodach i stanoveni.

4.8 Komentar ¢. 8: Mykotoxiny jako lidské karcinogeny - Kklasifikace dle
monografii IARC

Vzhledem k nepretrzitému vyzkumu a vyvoji novych metod, se vyviji i klasifikace
nebezpecnosti toxickych latek. Tato publikace shrnuje vyvoj hodnoceni mykotoxinti na
zakladé jejich karcinogenity dle IARC (International Agency for Research on Cancer -

Mezindrodni agentura pro vyzkum rakoviny).

Na zakladé informace profesora E. Uslebera, hlavniho editora casopisu Mycotoxin
Research, v ramci 41. Mycotoxin Workshopu v Lisabonu z kvétna 2019 se pravé tato
publikace stala druhym nejcitovanéjsim clankem roku 2018 v ¢asopise Mycotoxin

Research.

4.9 Komentar ¢. 9: Kyselina cyklopiazonova: Padesaté vyroci od objeveni

Vroce 2018 uplynulo padesat let od objevu kyseliny cyklopiazonové. Tato
publikace pojednava o duleZitych historickych meznicich jejtho vyzkumu, jejich

vlastnostech, charakteristice, vyskytu, nalezech, separa¢nich metodach i stanoveni.
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5 Zaveér

PredloZena disertaCni prace shrnuje publikovanou experimentalni praci v rdmci
mého doktorského studia. Vénuje se hledani novych expozi¢nich zdroji OTA a dalsich
mykotoxinli, problematice biomarkerti expozice nefrotoxickym mykotoxinim
u pacientli snadory ledvin a reSerSnim pracim o ochratoxinu A, dale kyseliné

cyklopiazonové a hodnoceni mykotoxint dle klasifikace IARC, WHO.

Publikované vysledky vyzkumu maji vyznamny dopad na hodnoceni lidského
zdravi, a predevsim pro ochranu verejného zdravi, které je chapano jako zdravotni stav
obyvatelstva a jeho populacnich skupin a je uréovano souhrnem prirodnich, Zivotnich
a pracovnich podminek a zptisobem Zivota. Ochrana verejného zdravi je ¢innost, ktera

odstranuje nebo zmensuje zdravotni rizika, ktera jsou spole¢ensky nepfrijatelna.

Pravé globalizace potravinového trhu predstavuje riziko ohroZeni zdravi populace,
které miize byt celkové nebo organové - a to v diisledku nadmérného privodu OTA
¢i dalSich mykotoxini prostrednictvim kontaminovanych surovin a potravin nebo
u chorobnych stavii s naruSenymi fyziologickymi a detoxikacnimi schopnostmi.

V pripadé vyskytu OTA v kozinci, ¢ajich a kavé tomu tak skutecné je.

V historii lidstva byla popsdna fada onemocnéni a zdravotnich poskozeni na nichZ
se podilely ¢i podileji mykotoxiny. Proto znalost koncentraci biomarkerd, napt. OTA aj.
je velmi dutlezita pro srovnani vybranych skupin nemocnych, kde lze predpokladat

mozny vliv a zapojeni mykotoxindg, se zdravou ,bézné“ exponovanou populaci.

Mozny dopad na lidské zdravi pak predstavuje navic i synergické (souhlasné)
plisobeni OTA a aj. mykotoxinii, napt. ze skupiny nefrotoxint a dalsich chemickych
kontaminantti, kterym je ¢lovék exponovan-a to ve smyslu adice (sumace) ¢i dokonce

potenciace nezadoucich ucinkd.

OTA predstavuje vyznamné nebezpeci pro lidskou populaci diky svym toxickym
vlastnostem a riznorodému ro¢nimu vyskytu v celé radé raznych druht surovin

a potravin. Proto mu musi byt vénovana vyznamna a soustavna pozornost.
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