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Abstrakt
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Nazev prace: Vyvoj metody Upravy vzorku pro stanoveni vybranych ochratoxind v moci

pomoci UHPLC-MS/MS

Cilem préce bylo vyvinout metodu pro stanoveni ochratoxind A, B, C a a v moci s co
aplikovatelnd v klinické praxi. Pro separaci byla vybrana metoda ultra-vysokoucinné
kapalinové chromatografie v systému reverznich fazi ve spojeni standemovou
hmotnostni spektrometrii. Pro optimalizaci pfipravy vzorku bylo provedeno testovani
metod: mikro-extrakce na tuhou fazi pomoci pipetovacich 3picek (u-SPE-PT), metoda
fedéni (DAS), extrakce z kapaliny do kapaliny na pevném nosici (SLE) a jako posledni
extrakce z kapaliny do kapaliny vysolovanim (SALLE). Byla hodnocena vytéznost metody,

interference matrice a také limit kvantifikace dané metody.

Nasledné byla provedena validace metody na koloné ACQUITY UPLC BEH C18 1,7 um,
2,1 x 100 mm od firmy Waters, kdy metodou uUpravy vzorku byla u-SPE-PT. Spravnost
metody se pohybovala v rozmezi od 68 do 122 % pro vSechny analyty a presnost metody
u vSech analytd méla RSD mensi nez 20 %. Byl stanoven LLOQ, pro OTA byl stanoven
0,01 ng/ml, pro OTB a OTC 0,02 ng/ml a pro OTa 0,05 ng/ml. ULOQ byl pro vsechny
analyty 20 ng/ml. Bylo provedeno testovani matricovych efektl, kdy podminky byly
splnény pouze pro OTA na obou koncentracnich hladinidch 5 a 20 ng/ml a OTB pouze u
5 ng/ml. Pro OTa byly matricové efekty 70 % na obou hladinach a pro OTC byly naopak

v fadech stovek procent.

Klicova slova: ochratoxiny, moc, pfiprava vzorku k analyze, UHPLC, pu-SPE-PT, DAS, SLE,
SALLE



Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Bc. Barbora Sejvlova

Supervisor: prof. PharmDr. Lucie Novakova, Ph.D.

Title of the diploma thesis: Development of a sample preparation method for the

determination of selected ochratoxins in urine by UHPLC-MS/MS

The aim of the work was to develop a method for the determination of ochratoxins A,
B, C, and a in urine with the lowest possible quantification limit, and subsequently to
carry out the validation of this method, which would be applicable in clinical practice.
The method of ultra-high-performance liquid chromatography in a reversed-phase
mode in coupled with tandem mass spectrometry was selected for the analyse.
Optimalization of sample preparation involved: micro-solid phase extraction in pipette
tips (u-SPE-PT), dilute and shoot (DAS), supported liquid extraction (SLE) and finally
salting-out assisted liquid-liquid extraction (SALLE). The method recovery, the
interference of the matrix and the limit of quantification of the given method were

evaluated.

Method validation was carried out on an ACQUITY UPLC BEH C18 1.7 um, 2.1 x 100 mm
column from Waters, using p-SPE-PT as sample preparation technique. Method
accuracy ranged from 68 to 122 % for all analytes, and method precision exhibited RSD
was less than 20% for all analytes. The LLOQ was determined of 0.01 ng/ml for OTA, 0.02
ng/ml for OTB and OTC, and 0.05 ng/ml for OTa. ULOQ was established for analytes to
be 20 ng/ml. Evaluation of matrix effects was performed where the requirements were
met only for OTA at both concentration levels of 5and 20 ng/ml and OTB only at 5 ng/ml.
For OTa were the matrix effects only 70% on both levels, and for OTC were in the

hundreds of percent.

Key words: ochratoxins, urine, sample preparation, UHPLC, u-SPE-PT, DAS, SLE, SALLE
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Seznam zkratek

AcA

AmF
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MS hmotnostni spektrometrie

MTBE methylterc-butylether

MW molekulova hmotnost

OTA ochratoxin A

OoTB ochratoxin B

oTC ochratoxin C

OTa ochratoxin alfa

PGSH prostaglandin syntdza

SALLE extrakce z kapaliny do kapaliny vysolovanim
SLE extrakce z kapaliny do kapaliny na pevném nosici
SPE extrakce na tuhou fazi

UHPLC ultra-vysokoucinna kapalinovd chromatografie
uLoQ horni mez kvantifikace

U-SPE-PT mikro-extrakce na tuhou fazi pomoci pipetovacich $picek



1. Uvod

Ochratoxiny patfi mezi skupinu mykotoxinu, které zpUsobuji onemocnéni, poptipadé
mohou mit za ndsledek smrt lidi i zvifat. Jsou fazeny mezi celosvétové nejvyznamné;si toxiny
ptirodniho plvodu s akutnimi i chronickymi Gcinky. Vyskytuji se predevsim v obilninach,
suSeném ovoci Ci kdvé v hlavné severni Evropé a Africe. Ochratoxiny jsou problematické
predevsim diky jejich teplotni stabilité. Prazenim se jejich obsah sniZuje pouze o 20 % a vareni
na né nema zadny vliv. Vzhledem k jejich nefrotoxicité, kdy hlavné OTA zplisobuje ledvinové
nadory a chromozomalni aberace v ledvinach. Ztohoto dlivodu se stal OTA hlavnim

predmétem zkoumani u pacientll s onemocnénim ledvin.

Ultra-vysokoucinna kapalinovd chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii je metodou prvni volby diky své citlivosti a selektivité. S ohledem pravé na
citlivost metody je nutné, aby byl biologicky material, v nasem pfipadé moc, ocistén co nejlépe
od balastnich latek. Z tohoto dlvodu je nezbytné nutné detailné optimalizovat metodu Upravy

vzorku.

Optimalizovanou metodou pro Upravu vzorku bude moziné detekovat v moci i pouze
minimalni mnoZstvi urcitych ochratoxini bez interferenci balastnich latek. Diky tomu by
mohlo byt mozné hodnotit vliv mnoZstvi pfijimanych ochratoxinl na vznik onemocnéni

karcinomu ledvin, ¢i dalSich onemocnéni s nimi spojenych.

DaleZitymi parametry pro vyvoj metody Upravy vzorku je jeji nendrocnost pfipravy a
minimalizace pouzitych objem( rozpoustédel, ale také vzorku. Je nutné validovat metodu,

ktera bude jednoducha a levna.
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2. Cil Prace

Cilem této préce je vyvinout metodu pro stanoveni ochratoxini A, B, C a o v moci s co

evvs

aplikovatelna v klinické praxi.

Metodou pro stanoveni ochratoxinl byla na zdkladé jiz vydané diplomové prace
Kristiana Kretka vybrana UHPLC-MS/MS. Veskeré podminky byly prevzaty, ovéfeny a nasledné

vyuzivany po celou dobu testovani.

Jako mozné metody pro Upravu vzorku byly vybrany: mikro-extrakce na tuhou fazi
pomoci pipetovacich Spicek (u-SPE-PT), metoda redéni (DAS), extrakce z kapaliny do kapaliny
na pevném nosicCi (SLE) a j extrakce z kapaliny do kapaliny vysolovanim (SALLE). U jednotlivych
metod byla hodnocena zména vytéZznosti pfi pouziti daného jako eluéni ¢inidla ¢i rozpoustéci
Cinidla. Byla hodnocena i vytéZnost metody s ohledem na klesajici koncentraci obohaceni

vzorku moci.

Jako parametry optimalizace byly u jednotlivych metod vybrany LLOQ, ULOQ,
selektivita, presnost, spravnost metody a matricové efekty. VSechny vzorky moci byly nejdrive
po Upravach jednotlivymi metodami analyzovany pomoci UHPLC-MS/MS naspikované na 10

ng/ml a nasledné ovéreny na nizsich koncentracich.

Validace byla provedena u metody p-SPE-PT na koloné se staciondarni fazi C18, kde se
nejdrive zméfila kalibracni kfivka. Z ni byl uréen LLOQ pro jednotlivé ochratoxiny a ULOQ. Dale

byly méreny matricové efekty a hodnotila se sprdvnost a pfesnost méreni dle EMA.
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3. Teoreticka cast

3.1. Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni

s tandemovou hmotnostni spektrometrii

3.1.1. Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie

Ultra-vysoko-ucinna kapalinova chromatografie je typem moderniho pfistupu HPLC. U
této metody jsou pouzivany kolony s ¢asticemi o priméru mensim nez 2 um a diky vysoké
ucinnosti mohou byt kolony oproti vysokoucinné kapalinové chromatografii kratsi. Kolony

musi byt zapojeny do pfislusné UHPLC instrumentace [1].

UHPLC systém musi v prvni fadé musi mit minimalizované mimokolonové objemy, aby
nedochdzelo krozmyvani chromatografickych zén. To muiZe byt zplsobeno velkymi
mimikolonovymi prispévky systému. Z dlivodu vysokého tlaku, diky mensim ¢asticim nez

v pfistroji pro HPLC, musi byt pfistroj schopen zvladnout tlak 100 MPa a vice [1].

Stacionarni faze je v UHPLC jednim z kli¢ovych poZadavkl pro realizaci rychlé a u¢inné
separace. V poslednich letech se cili na vyvoj chemicky (Siroké rozmezi pH) a mechanicky (vyssi
tlaky) stabilnéjSich stacionarnich fazi. DalSim trendem je vyvoj novych chemickych modifikaci
pro ziskani odlisné selektivity separace. Nej¢astéji pouzivanym materialem pro stacionarni fazi

je silikagel a hybridni stacionarni faze [1].

Vyhodou UHPLC systému je vyssi u€innost separace a zkraceni doby analyzy. Je tomu
tak hlavné diky mensim ¢asticim, které jsou ve Van Deemterové kfivce zodpovédné za ¢len A
(Obr. 1). Kfivka je i méné strma diky ¢lenu C, kdy velikost ¢astice je umocnéna na druhou.
Separacni Ucinnost je zachovana i diky nizkému odporu pro prevodu hmoty. Dalsi vyhodou je

také lepsi rozliseni piku [1].

Jednou z nevyhod jsou vyssi pofizovaci naklady za instrumentaci, ale také problémy

s kompatibilitou, u jiz existujicich metod, ¢i prenos metod mezi laboratoremi [1].
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Obr. 1: Vliv velikosti ¢astic na linedrni rychlost mobilni faze (,0) a vySkovy ekvivalent

teoretického patra (H) [1]

3.1.2. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analyticka technika, pfi které se detekuje iont na zakladé

molekulové hmotnosti ku naboji (m/z)[2].

Hmotnostni spektrometr se sklada ze tti ¢asti: iontovy zdroj, hmotnostni analyzator a
detektor. lontovy zdroj mliZze vyuZivat nékolika ionizacnich technik. Ty jsou déleny na tvrdé a
mékké ionizacéni techniky podle predavané energie. U mékkych ionizacnich technik dochazi
k minimalni fragmentaci, jednim ze zastupc( je ionizace elektrosprejem (ESI). Mezi tvrdé
ionizacni techniky je tazena elektronovd ionizace (El). Hmotnostnim analyzatorem jsou

jednoduchy kvadrupdl, trojity kvadrupdl ¢i analyzator doby letu [3].

PFi naSem vyzkumu byl pouZit trojity kvadrupdl. Jedna se o tandemové usporadani tFi
kvadrupold. V Tab. 1 je zobrazeno, vyuZiti jednotlivych kvadrupéll v zavislosti na vybraném
skenu. Obecné vsak lze fict, Ze prvni a posledni kvadrupdl je vyuzivan jako hmotnostni filtr.
Druhy kvadrupdl slouzi jako kolizni cela, ve které dochazi k disociaci vybranych iont( z prvniho
kvadrupdlu. Fragmenty jsou pak analyzovany v poslednim kvadrupodlu [4]. Trojity kvadrupdl

ma vysokou citlivost a Siroky linedrni dynamicky rozsah [3].
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Tab. 1: Typy sken( v hmotnostni spektrometrii [1], [6]

MS1 fragmentace MS2 Typ skenu
MS sken skenuje - - kvalitativni
SIM fixni m/z - - kvantitativni
sken produktovych iont( fixni m/z + skenuje | kvalitativni
SRM fixni m/z + fixni m/z | kvantitativni
sken prekurzorovych ionta | skenuje + fixni m/z | kvalitativni
sken neutralnich ztrat skenuje + skenuje | kvalitativni
(kvantitativni)

SIM — sken vybraného iontu, SRM — sken vybrané reakce

Hmotnostni spektrometr ma velky rozsah pro méreni molekulovych hmotnosti a
vysokou citlivost [2]. Mezi zadkladni parametry pfi rozliSeni typu analyzatoru jsou fazeny:
meérfeny hmotnostni rozsah, rychlost méreného hmotnostniho spektra ¢i pofizovaci cena

analyzatoru [5].

3.1.3. Spojeni UHPLC-MS

Jednim z nejdileZitéjSich parametrl pro ziskani redlného zaznamu pti analyze je

dllezita optimalni rychlost sbéru dat.

Pro sprdvny opakovatelny tvar chromatografického piku Gaussovského tvaru je
potfebny dostate¢ny pocet bodil, standardné 12-15. Pokud bude bodl méné dochazi

k deformaci tvaru piku a snizuje se opakovatelnost plochy piku [6].

Ne vSechny analyzatory jsou idealni pro spojeni UHPLC-MS, z dlivodu nizké akvizi¢ni
rychlosti. Nejméné vhodnymi jsou magneticky sektor, ¢i iontova cyklotronova rezonance
s Fourierovou transformaci, z divodu sbéru dat pouze v fadech nékolika Hz. Naopak idealni
je spojeni UHPLC s analyzatorem doby letu, ktery je nejrychlejSim analyzatorem. DalSim
vhodnym je kvadrupdlovy analyzator patfici k nové generaci s pozorovacimi ¢asy v médu SRM

v rozmezi 1-5 ms [1].

Spojeni UHPLC-MS je vyuZivano z dlivodu cilené a necilené analyzy v zavislosti na

pouzitém typu hmotnostniho analyzatoru. [1]. Toto spojeni lze vyuzit jak pro polarni, tak
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nepolarni latky. PouZivd se v bioanalyze pti terapeutickém monitorovani |é¢iv a jejich
metabolitl, jako jsou imunosupresiva, inhibitory proteaz, ¢i psychofarmaka. Dale se metoda
vyuzivd v analyze dédi¢nych metabolickych poruch, steroidl, mastnych kyselin nebo

toxikologii [7].

3.2. Metody pro pripravu vzorku

Pfiprava vzorku je nejnarocnéjsi jak na provedeni, tak i ¢asové a je nejvice nachylna
k chybam. Az 30 % chyb vznikne pravé v této fazi analyzy. Idedlni technika pfipravy vzorku by
méla byt jednoduch3, rychld, selektivni, 4¢inna, levna, vhodnd k automatizaci a kompatibilni
s Sirokou Skalou separacnich metod. Ve spojeni s HPLC se jako extrakéni techniky vyuzivaji:
extrakce na tuhou fazi, extrakce z kapaliny do kapaliny ¢i metoda fedéni. Soucasné trendy
v pfipravé vzorku sméruji k vyvoji miniaturizovanych systém( a automatizovanych metod,

diky kterym se zvysi jejich pfesnost, reprodukovatelnost a hospodarnost [8].

3.2.1. Metoda fedéni (DAS)

Metoda fedéni (dilute and shoot) je jedna z nejjednodussi technik Upravy vzorku

v kapalinové chromatografii. Jedna se také o jednu z nejrychlejsich metod.

Moc¢ byla fedéna rozpoustédlem z dlivodu vysoké koncentrace interferujicich latek.
Nejcastéji se fedéni provadi ultracistou vodou, nebo roztokem mobilni faze vybrané pro

analyzu kapalinovou chromatografii.

sve

Hlavni nevyhodou je absence zakoncentrovaci faze, ktera zapfticini snizeni citlivosti [9].
Naopak vyhodou této metodiky je jeji jednoduchost a minimalni ztrata analytu. Dale dochazi

i k naredéni moznych interferujicich latek [10].

3.2.2. Extrakce na tuhou fazi (SPE)

Metoda extrakce na tuhou fazi SPE (solid phase extraction) vyuziva tuhého sorbentu.
V prvnim kroku probiha kondicionace sorbentu, kdy je na tuhy sorbent aplikovano ¢inidlo pro
aktivaci SPE kolonky. V tomto kroku se SPE kolonka pfipravi na interakci se vzorkem. Casto se

provadi methanolem, vodou, popfipadé pufrem. Jednd se o nezbytny krok pro
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reprodukovatelnou sorpci analytd [11]. DalSim krokem je ekvilibrace kolonky, kdy je na
kolonku nanesena kapalina podobné povahy (polarity, pH) jako stanovovany analyt pro
zajisténi maximalni retence analytu. V tfetim kroku jsou vybrané analyty navazany na sorbent.
Pfredposlednim krokem je promyti kolonky cinidlem, které vSak neeluuje cilovy analyt.
V poslednim kroku se na kolonku aplikuje elu¢ni Cinidlo, které uvolni poZzadovany analyt z SPE

kolonky, napf. acetonitril [12] (Obr. 2).

Sorbent muzZe byt obsazen v samostatné jednorazové kolonce, 96-jamkové desticce, Ci

Spickach pipet (u-SPE-PT) [13].
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Obr. 2: Princip SPE — (1) SPE kolonka, (2) aktivace kolony, (3) kondicionace kolony, (4) naneseni

vzorku, (5) promyti a vymyti balastnich latek, (6) eluce analyt( [1]

Mikro-extrakce na tuhou fazi pomoci pipetovacich Spi¢ek (u-SPE-PT) je typem
jednoduché miniaturizace metody SPE. Extrakce probihd pomoci pistu pipety nebo
centrifugaci. 1 disk obsahuje zhruba 0,4 mg sorbentu. Bézné se do Spicky vrstvi 3 disky
sorbentu, ale mlze jich byt i vice, klidné 9. Vyhodou této metody je ¢asova nenarocnost a
redukce objemu vzorku i rozpoustédel [1]. Na Obr. 3 je zobrazena pipetovaci Spicka, disk, ze
kterého je pomoci jehly pfipravena jedna vrstva sorbentu a specidlni jehla pro pfipravu SPE
sorbentu do Spi¢ek pipet. Pfiprava Spicky probiha zabodnutim jehly do disku a nasledné
preneseni sorbentu do Spicky, kdy je dllezité, aby sorbent dosed! co nejniz do Spicky pipety.

Nesmi dojit k prlchodu rozpoustédla mimo sorbent.
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Obr. 3: Souprava nutna pro pfipravu Spi¢ky u metody pu-SPE-PT

SPE je snadno automatizovatelnd metoda a je mozné ji spojit s dalSimi analytickymi
metodami, jako je napfiklad LC. Diky své univerzalnosti je vyuZivana pro Cisténi latek Ci

zakoncentrovani stopovych mnozstvi latek [2] .

3.2.3. Extrakce z kapaliny do kapaliny za pomoci pevného nosice (SLE)

SLE (supported — liquid extraction) je typem LLE, kdy je extrakce z kapaliny do kapaliny
podpofena inertni kifemelinou. Pfi klasické LLE dochdzi k prechodu nami stanovované
slouceny ve vodné fazi do vodou nemisitelného rozpoustédla na zakladé rizného koeficientu
rozpustnosti mezi témito dvéma nemisitelnymi rozpoustédly. Tohoto pfechodu je umoznéno
opakovanym protiepanim celé smési. U SLE misto protfepavani prochazi organickd faze

kfemelinou, za pomoci pfistroje, a tim dojde k ucinné extrakci [14].

Hlavnimi vyhodami SLE oproti klasické LLE je Gcinnéjsi extrakce, kdy se netvori emulze

a dale snadna automatizace metody [14].

V prvnim kroku je na kifemelinu nanesen vzorek moci. Desticka se necha tlakovat
dusikem pfi nami stanoveném tlaku a po presné stanovenou dobu. Ndsledné je na kiemelinu
naneseno elucni ¢inidlo, vybrané tak, aby se z kiemeliny extrahovaly latky, které je potireba
stanovit a na ni zGstaly latky matricové [15]. SLE platicko umisténé na pfristroji od firmy Waters,
ktery je potfebny k provedeni extrakce, je zobrazen na Obr. 4. SLE plati¢ko se sklada ze 2 ¢asti.

Vrchni platicko obsahuje kfemelinu a je do ného aplikovan vodny analyt a v dalSich krocich
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extrakéni ¢inidla. Do spodniho plata pfechazi vyextrahovany analyt, ktera prochazi kiemelinou

pfi tlakovani.

Obr. 4: SLE platicko a pristroj Waters potiebny k provedeni extrakce

3.2.4. Extrakce z kapaliny do kapaliny vysolovanim (SALLE)

SALLE (salting-out assisted liquid-liquid extraction) je fazena mezi metody LLE. Je
vyuzivano efektu vysolovani k oddéleni organického rozpoustédla misitelného s vodou, jako

je acetonitril, z plazmy ¢i moci [16].

Jednad se o jednu z metod, ktera je rychlejsi a Setrnéjsi k zivotnimu prostredi [16]. Dalsi
vyhodou je také jednoduchost metody, ktera napf. oproti SPE, kterd vyzaduje specidlni

kolonky, nevyZaduje Zadné dalsi laboratorni vybaveni, coz umozni i nizsi naklady [17].

3.3. Ochratoxiny

Ochratoxiny jsou tfazeny mezi skupinu mykotoxini produkované mikrohoubami.

vvvvvv

Mohou zpUsobovat mykdzy a mykotoxikdzy. Mykotoxiny je tézké rozdélit do kategorii
vzhledem k rozdilnym chemickym strukturdm a biosyntetického plvodu [18]. Jsou to

strukturné odlisné komplexni slou€eniny a az na vyjimky maji molekulovou hmotnost nizsi nez
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700 g/mol. Celosvétové jsou razeny mezi skupinu nejvyznamnéjsich toxinG prirodniho
pavodu, s akutnimi, chronickymi, ale i pozdnimi toxickymi uGcinky. Konkrétné ochratoxin A,
kterému bude vtéto prdci vénovana pozornost, je zafazen mezi silné toxické latky a
potenciadlni karcinogeny, kdy jeho LDsox jsou jednotky mg/kg hmotnosti béiného

laboratorniho zvifete, napf. potkana [19].

Ochratoxiny jsou sekundarni metabolity plisni Aspergillus a Penicillium, které jsou
zdravi nebezpecné a kontaminuji potravu. Ochratoxiny se vyskytuji pfedevsim v obilninach,
suSeném ovoci, ¢i viné hlavné v severni Evropé a Africe [20]. Problémem je hlavné lisici se
optimalni teplota rdstu a vodni aktivita kazdé plisné, kterd tyto toxiny produkuje [21]. Vodni
aktivitou je myslena volna voda v materialu, ktera neni chemicky vazana [22]. Ke kontaminaci
dochazi v dusledku Spatného skladovani komodit a neoptimalizovanym zemédélskym
postuplm béhem suseni [21]. Ochratoxiny jsou tepelné stabilni, pecenim a prazenim se jejich
obsah snizuje maximalné o 20 %, avSak vareni na né nema zadny vliv. Chemické struktury
vybranych, v této praci studovanych, ochratoxinli jsou zndzornény na Obr. 5 [23]. DalSim, nami
nestudovanym, ochratoxinem je metabolit ochratoxinu A, ochratoxin A s otevienym laktonem
(OP-OTA), ktery se vyskytuje u hlodavcl, a mél by byt toxi¢téjsi nez pdvodni OTA. DalSim
z metabolitd je ochratoxin 3 vznikly degradaci z OTB [24]. Dle nékterych studii Ize v organismu

Clovéka detekovat i hydroxyochratoxin B, ¢i hydroxyochratoxin A. Na zakladé dostupnych

zdroju bylo zjisténo, Ze lidé jsou mnohem castéji vystavovani OTA nez OTB ¢i OTC [25].
cl
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Obr. 5: Struktury vybranych ochratoxin( — (1) ochratoxin A, (2) ochratoxin B, (3) ochratoxin C,

1:

(4) ochratoxin alfa [23]
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Po provedeni mnoha rlznych, na sobé nezdvislych vyzkum( nelze fFict, ktery
extracelularnich radikald na monocytech a granulocytech v poradi OTA, nasledné OTC, OTB a
jako posledni ochratoxin alfa [26]. V dalsi studii bylo provedeno testovani cytotoxicity na
bunkach Hela S3. Jedna se o burky zpUsobujici rakovinu délozniho Cipku. LCso byla u OTA 5
UM, u OTC 9 uM, dalsim byl OTB 54 uM, OT-alfa 560 uM, dekarboxylovany OTA 7600 uM a
jako posledni ethylamid ochratoxinu A 10100 uM [27].

3.3.1. Fyzikalné-chemické a biologické vlastnosti vybranych ochratoxinti

Nejcastéji se vyskytujicim je ochratoxin A, ktery je také nejucinnéjsSim z této skupiny.
OTA ma dlouhy polocas rozpadu u lidi a je tak snadno detekovatelny. V mnoha studiich se
zabyvaji otdzkou, zda je OTA potencialni hrozbou v pfipadé nefrotoxicity. OTA zplsobuje
ledvinové nadory, adukty DNA a chromozomalni aberace v ledvinach. M(ze byt také
embryotoxicky a teratogenni [20]. OTA vykazuje vyznamny inhibi¢ni G¢inek na produkci
bunécné energie. Ma negativni vliv na tvorbu ATP a spousti mitochondridlni dysfunkci, ktera
ma letdlni Ucinek na celkovy bunécny metabolismus. Zastavuje tak produkci dulezitych
enzymO glukoneogeneze. Infiltrace OTA také narusuje membranovy potencidl a blokuje
elektronovy transportni fetézec [28]. OTA vyvoldvd vysoky oxidacni stres, nadmérnou
produkci volnych radikdld a indukuje peroxidaci lipid v pfitomnosti nikotinamid

adenindinukleotid fosfat reduktazy, diky némuz zplsobuje poskozeni DNA [29].

Dalsim zastupcem je ochratoxin B. Jedna se o dechlorovany ochratoxin A [20]. Ma
cytotoxické ucinky na ledvinové a jaterni bunky in vitro. Pro svij rychly metabolismus a
vylucovani ma pouze malé cytotoxické ucinky in vivo. Inhibuje bunécnou proliferaci jaternich
bunék HepG2, ale postrada genotoxickou aktivitu ochratoxinu A [30]. DGvodem k nizsi toxicité

in vivo mliZe byt také nizsi afinita k plazmatickym proteinim.

Tretim zdstupcem je ochratoxin C, ethylovany OTA. Na zdkladé mnoha studii Ize fict, Ze
OTC muze byt stejné toxicky in vivo a in vitro jako OTA, avSak neni zfejmé, zda ma stejny

zpusob ucinku [25].

Poslednim zastupcem je ochratoxin alfa. Jedna se o netoxicky metabolit OTA. M4 roli

bakterialniho xenobiotického metabolitu, lidského mocdovinového metabolitu a lidského
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xenobiotického metabolitu [31]. Zda se, Ze pokud je pfitomna pouze isokumarinova ¢ast, bez

fenylalaninové, jedna se o latku netoxickou.

VTab. 2 je uveden prehled fyzikdlné-chemickych vlastnosti vysSe vypsanych
ochratoxin(l. Podle hodnot pKa Ize fict, Ze nejvice kyselou latkou je OTa, naopak nejméné OTC.
Vsechny zastupce zminéné v tabulce kromé OTC tedy mUze radit mezi kyseliny. Hodnota LogP
vyjadfuje podil rozpusténé latky ve dvoufdzovém systému oktanol a voda. VSechny nami
stanovované latky jsou zhruba uprostfed stupnice, kdy -3 je silné hydrofilni a 10 silné

hydrofobni [32]. Hodnoty LogP se v LC vyuZiva pfi ureni vhodné stacionarni faze kolony.

Tab. 2: Fyzikalné-chemické vlastnosti danych ochratoxind [33], [34]

MW pKa LogP
OTA 403,0823 3,29 4,7
OTB 369,1212 3,4 4,1
OTC 431,1136 7,62 5,4
OTa 256,0139 2,13 3,2

3.3.2. Biosyntéza a degradace ochratoxinl

Biosyntetickd cesta OTA neni zatim pfiliS prozkoumana. Fenylalaninova c¢ast OTA
pochazi z Sikimatové drahy a dihydroisokumarinova ¢ast z polyketidové drahy. Druhy plisné
Aspergillus mohou produkovat soucasné jak OTA i OTB, avSak mnoZstvi vyrobeného OTB je
Casto pomérné nizsi nez OTA. Dale bylo zjisténo, Ze intermedialni metabolit ochratoxin beta

muze byt velmi Gcinné biotransformovan jak na OTA, tak OTB [25].

Biotransformace OTA se Ucastni enzymy jako prostaglandin syntéza, lipoxygenadza, Ci
izoforma cytochromu P450. Jatra nemetabolizuji OTA, ale biotransformace probihd pomoci
proteolytickych enzymu faze | a Il. Reakce faze | jsou fizeny enzymy typu CYP450. Enzymovou
aktivitou ve stfevech se OTA méni na méné toxickou sloué¢eninu ochratoxin alfa. DlleZitou roli
hraji také enzymy stfevni mikrofléry. Hydrolyzou OTA dochdzi ke konformacnim zménam
v laktonovém kruhu. Dechlorace OTA vede ke vzniku OTB, ktery ma mensi genotoxicky ucinek.

Enzymy faze Il degraduji toxin tvorbou OTA konjugacniho komplexu.
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Pti vylucovani moci hraji klicovou roli lokalizované proteinové receptory. Jen velmi
malé mnoiZstvi ochratoxinl je eliminovano glomerularni filtraci z dlvodu silné afinity
k albuminu. Intracelularni akumulace OTA je zpUsobena reabsorpci OTA v tubulech ledvin.
Dalsi moznosti je odstranéni toxin( fekalni exkreci, enterohepatdlni cirkulaci, sekreci tenkého

stfeva, ¢i vyluCovani materskym mlékem [35].

OTA ma dlouhy polocas rozpadu v lidské krvi (asi 35 dni), diky své rozsahlé vazbé na
sérové proteiny. Pouze mald ¢ast volné frakce podléha glomeruldrni filtraci a je vylucovana
moci. Z tohoto ddvodu hladiny OTA v plazmé nebo séru reflektuji expozici béhem delsiho

obdobi, zatimco hladiny v moci I[épe odrazeji pfijem OTA v poslednich dnech [33].

3.3.3. Pfehled metod pro analyzu ochratoxinti v biologickém materialu

V soucasnosti jsou ochratoxiny podle dostupnych studii analyzovdny dvéma moznymi
metodami, HPLC-MS nebo spojeni HPLC s FLD. V poslednich nékolika letech se do popredi vice
dostava HPLC-MS, hlavné diky snaze o zajiSténi co nejnizSiho mozného limitu detekce u

stanovovanych analyta.

Pfed kazdou HPLC analyzou by mél byt kazdy biologicky material fadné upraven.
Upraveni biologického materialu je nutné zejména z dlivodu zamezeni zaneseni nebo ucpani
chromatografického systému, nejcastéji kolony, ale také snizeni mnozstvi moznych
interferujicich latek. Mezi nejcastéjsi metody Upravy vzorku pro ochratoxiny pred samotnou
HPLC analyzou patti: LLE, SPE, precipitace protein( Ci ¢isténi pomoci imunoafinitnich kolon
[34], [36]—[43]. V dostupnych studiich byla nejcastéji vyuzita LLE, ¢i IAC. Ve vétsiné pripadu
byly tyto metody pfipravy vzorku Uc¢inné bez rozdilu analyzovaného materialu, napfr. plazma,
moc¢, tkan ledviny. Nutno podotknout, Ze ve vSech zatim vydanych publikacich se autofti vzdy
zabyvali OTA a pouze néktefi uvadéji stanovovani OTa, popfipadé OTB. Pouze v jediné studii,
analyze ochratoxinu v plazmé a moci, bylo uvedeno, Ze pfi pfipravé vzorku pomoci IAC nebyl
na koloné zachovan OTa, tudiz ho nebylo mozné detekovat. V ostatnich publikacich pfi pouziti
této metody byl testovan pouze OTA [34].

Jako stacionarni faze byly vidy pouZity kolony pro reverzni faze. Studie z roku 2014 se

evvs

kvantifikace byl dosazen u kolon s povrchové poréznimi ¢asticemi, LOQ byl v tomto pfipadé
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0,034 pg/kg. V pripadé této studie nezaviselo na délce kolony, ale dlleZitym parametrem byla

velikost ¢astic. U 5 um ¢astic byl LOQ 0,076 pg/kg, u 3,5 um klesla hodnota jiz na 0,04 pg/kg a

evvs

Soucasti mobilni faze byl vidy acetonitrii nebo metanol. V kazdé studii byla
procentualni zastoupeni ACN ve smési pti analyze vétsi nez 50 %. Bylo vyuzivano jak

gradientovych, tak izokratickych eluci.

Nejcastéji byla vyuzivana detekce pomoci MS a FLD. Tyto metody detekce byly vyuzity
jak ve spojeni s HPLC, tak UHPLC. U FLD byla vinovd délka excitace pfi méreni nastavena
v rozmezi od 274 do 380 nm a emisni vinova délka od 420 do 465 nm. U MS/MS detekce byva

z pravidla dosazeno nizsiho limitu detekce, kdy vSsechny publikace popisuji typ ionizace ESI*.
V Tab. 3 je uvedeno shrnuti nékolika vybranych nejnovéjsich studii pro srovnani s nami

ziskanymi vysledky. Podle vSech zatim zjiSténych publikaci byl nejcastéji testovan OTA,

nejspise z divodu ke své toxicity, ddle OTa a pouze v malo studiich OTB. OTC zatim podle

zjisténych publikaci analyzovan nebyl, kdy dlivod je neznamy.
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Tab. 3: Publikované metody pro analyzu ochratoxini v biologickych materialech [35], [38]—[41], [45], [46]

stanovované LoOQ
technika | material pfiprava vzorku stacionarni faze mobilni faze detekce zdroj
ochratoxiny (ng/ml)
UHPLC OTA centrifugace, Zorbax Eclipse Plus Cg ACN:voda:kys. fosfore¢na FLD
plazma 1,48 [37]
precipitace 150 mm x 3,0 mm, 1,8 um | 50:50:0.1 3302460 nm
OTA, OTB SALLE (ACN/2%FA/ | Agilent Cis
UHPLC mléko voda:ACN MS/MS 0,0156 | [38]
octan amonny) 100 mmx 2,1 mm, 1,8 um
OTA, OTB, LLE (kys. Nucleodur Cig Gravity FLD
HPLC plazma MeOH: AcA 0,005 [39]
OTa fosfore¢na/CHCls) | 125 mm x 4,6 mm, 5um 274 a 440 nm
OTA LLE Nucleodur C1g Gravity SB
HPLC krev ACN/2%AcA:voda/0,1AcA MS/MS 0,015 [47]
(voda/ACN/aceton) | 100 mm x 2 mm, 3 um
OTA, OTa LLE, centrifugace, Nucleosil 100-5 Cig 2%MeOH/kys. octova FLD
HPLC mot 0,05 [34]
IAC 125 mm x 3mm, 3um :MeOH/isopropanol 3332450 nm
OTA SPE (Oasis HLB Nucleodur C1g Gravity SB ACN/voda:0.1%FA/5mM
UHPLC mo¢ MS/MS 0,012 [41]
2,1x20 mm) 75mmx2mm, 1,8 um octan amonny
OTA, OTa HSS T-3
HPLC moc QUECHhERS MeOH:voda:AcA MS/MS 0,02 [46]

100 mm x 2,1 mm, 1,8 um

HPLC — vysokoucinnd kapalinovd chromatografie, UHPLC — ultravysokoucinnd kapalinovd chromatografie, SALLE — extrakce z kapaliny do kapaliny

vysolovanim, IAC — imunodfinitni kolona, LLE — extrakce z kapaliny do kapaliny, SPE — extrakce na tuhou fazi, MISPE — extrakce na molekuldrné

vtisténych polymerech, ACN — acetonitril, AcA — kyselina octovd, FA — kyselina mravenci, MeOH — methanol, FLD — fluorescencni detektor, OTA —

ochratoxin A, OTB — ochratoxin B, OT« - ochratoxin alfa
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Tab. 3 - pokracovani: Publikované metody pro analyzu ochratoxint v biologickych materidlech [36], [42], [43], [45], [46], [48]

stanovované LOQ
technika | material pfiprava vzorku staciondrni faze mobilni faze detekce zdroj
ochratoxiny (ng/ml)
OTA LiChrosphe RP-18 MeOH:voda:AcA FLD
HPLC moc Chem Elut kolona 0,9 [45]
125 mm x4 mm, S5pum 700:300:20 336 2464 nm
OTA SPE (Oasis PRIME | Acquity HSS T3
UHPLC mo¢ voda:ACN MS/MS 0,001 [42]
HLB) 100 mm x 2,1 mm, 1,8um
OTA Nucleosil 100 Cig voda: ACN:AcA FLD
HPLC moc extrakce, IAC 0,05 [36]
250 mm x 4,6 mm, 5um 49.5:49.5:1 3332460 nm
tkan OTA Kinetex Cigcore-shell FLD
HPLC IAC ACN/AcA:voda/AcA 0,001 [43]
ledviny 50 mm x 2,1 mm, 2,6um 3333465 nm
OTA, OTa Symmetry C18 voda/0,3% FA/5mM AmF OTA - 0,03
UHPLC moc SALLE MS/MS [48]
150 mm x 2,1 mm, 5 um MeOH/0,3% FA/ 5mM AmF OTa. - 0,7
OTA, OTa Symmetry C18 voda/0,3% FA/5mM AmF OTA - 0,4*
UHPLC moc¢ DAS MS/MS [48]
150 mm x 2,1 mm, 5 um MeOH/0,3% FA/ 5mM AmF OTa - 4*

HPLC —vysokoucinnd kapalinova chromatografie, UHPLC — ultravysokoucinnd kapalinovd chromatografie, SALLE — extrakce z kapaliny do kapaliny

vysolovdnim, IAC — imunoafinitni kolona, LLE — extrakce z kapaliny do kapaliny, SPE — extrakce na tuhou fdzi, MISPE — extrakce na molekuldrné

vtisténych polymerech, ACN — acetonitril, AcA — kyselina octovd, MeOH — methanol, AmF — mravenc¢an amonny FLD — fluorescencni detektor, OTA

—ochratoxin A, OTB — ochratoxin B, OTa - ochratoxin alfa, * - hodnota LOD (v ¢ldnku nebylo uvedeno LOQ)
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3.4. Validace metody

Pro zajisténi spravnosti zavedeného postupu a spolehlivosti analytickych vysledk( je
nezbytna validace bioanalytické metody podle norem stanovenymi regula¢nimi autoritami
EMA, ¢i FDA. U chromatografickych metod by Uplnd validace méla zahrnovat nasledujici
parametry: selektivita, specificita, matricovy efekt, kalibrac¢ni kfivka (funkce odezvy), rozsah
(dolni mez kvantifikace (LLOQ) az horni mez kvantifikace (ULOQ)), spravnost, pfesnost, prenos

analyt(, integrita redéni a stabilita [49].

Selektivita metody je vlastnost zavislad na koncentraci stanovovaného analytu, slozek
matrice, popfipadé i nastaveni parametrl metody a samotné instrumentalni matrice [50].
Slepé vzorky matrice musi byt vzaty z 6 rdznych zdroji a Zadny jiny analyt nesmi mit stejny
retencni €as, jako stanovovana molekula. Odezvy, které lze pfipsat interferujicim latkam,

nesmi byt vétsi nez 20 % LLOQ [49].

Specificita metody je vlastnost presné a spravné urcit analyt, i vice analyt(i ve smési,
aniz by doslo k interferenci s ostatnimi slozkami. Specifickd metoda je oprosténa od vlivu
matrice, na rozdil od selektivity, ktera vliv ostatnich slozek pfipousti [50]. Metoda musi byt
schopnad odlisit strukturné podobné analyty, ¢i izomery. V pfipadé metod zaloZenych na LC-
MS mUzZe hodnoceni zahrnovat porovnani molekulové hmotnosti potencialni interferujici latky
s analytem a chromatografickou separaci pribuzné latky od analytu. Odezvy u slepych vzorki
nesmi byt vétsi nez 20 % LLOQ [49].

Matricové efekty maji velky vliv pfi stanoveni [éCiv a jejich metabolitli za pouziti LC-MS.
iontového zdroje, spolu s analyzovanou latkou. Vznikaji jako vysledek soupereni mezi slozkami
matrice a analytem. Mechanism(, které davaji vzniknout matricovym efektim je mnoho,
avsak ne vSechny jsou objasnény. Pfedpoklada se, Ze hlavni pticina vychazi z principu ionizace.
Matricovy efekt zahrnuje jak potlaéeni ionizace, tak jeji zvySeni. Matricové efekty se nedaji
nijak predvidat [7]. Jsou pozorovany jak u typu ionizace ESI, tak APCI, ale ve vétSim procentu
pripadl se projevuji u ESI. Velké rozdily jsou pozorovany u jednotlivych technik Upravy vzorku
[51]. Pfi hodnoceni matricového efektu se porovnavaji plochy piku stanovované latky bez
matrice a po pridani extraktu matrice. Rozdil by nemél byt vyssi nez 15 %. Pokud vyssi je, mGze

dojit k vyznamnému ovlivnéni [52]. Matricové efekty se daji sniZit nékolika zpUsoby. Lze je
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snizit jednoduchym davkovanim mensich objem( nebo fedénim vzorkd. Dalsi moznosti je

optimalizace pfipravy vzorku nebo chromatografickych parametru.

Spravnost méreni (method accuracy) udava tésnost shody mezi aritmetickym
pramérem daného poctu opakovanych namérenych hodnot veli¢in a referen¢ni hodnotou
veli¢iny [1]. Vysledek mUZe byt zatizen zanedbatelnou systematickou chybou [53]. Chyba,
kterd v pribéhu vysledk( zkousek zlistdva konstantni, nebo se méni predvidatelnym
zpusobem se nazyva systematickd chyba, kdezto chyba, kterd se méni nepredvidatelnym
zplUsobem se nazyva nahodna chyba vysledku. Rozdil mezi stfedni hodnotou a pfijatelnou
hodnotou se nazyva odchylka (bias) [1]. Ovéfeni spravnosti metody by mélo obsahovat
minimalné 5 vzorkd matricovych standardd na minimdlné 4 koncentracnich hladinach,
pricemzZ by méla byt hodnocena vidy alespon jedna nizka, stfedni a vysoka koncentracni
hladina. Hodnoty sprdvnosti méfeni by se mély pohybovat v rozmezi 15 % procent, pouze u

LLOQ se hodnota muze priblizit k 20 % [49].

Pfesnost metody (method precision) uddvd tésnost shody mezi namérenymi
hodnotami veli¢iny ziskanymi opakovanym méfenim na stejném nebo na podobnych
pfistrojich za specifikovanych podminek [1]. Byva zpravidla vyjddfena Cciselné mirou
nepresnosti, jako jsou smérodatnd odchylka, ¢i rozptyl. Pfesnost méreni se také pouziva
k definovani opakovatelnosti méreni, mezilehlé presnosti méreni a reprodukovatelnosti
méreni. Opakovatelnost méreni je ddna nékolika podminkami, kterymi jsou: stejny postup
méreni, stejny laboratorni pracovnik, stejny métici systém, stejné pracovni podminky a misto,
opakovani méreni na stejném, nebo podobném pfistroji v kratkém casovém useku. Mezilehl3
presnost méreni se hodnoti v rozsifeném ¢asovém useku na stejném misté za pouziti stejného
postupu méreni. Vramci méreni je moziné zahrnout novou kalibraci, kalibrator, zménit
obsluhu pfistroje, ¢i samotny mérici systém. Poslednim typem je reprodukovatelnost méreni,
kde je nutné vyzkouset metodu na rdznych mistech, méticich systémech, ¢i jiném obsluzném
personalu [53]. Ovéreni presnosti musi byt provedeno za stejnych podminek, jako ovéreni

spravnosti, kdy RSD by méla byt pod 15 % [49].

Rozsah metody je mérfen pomoci referencnich materiall ¢i obohacenych vzorkl na
minimalné 6 koncentracnich hladinach vidy ve 3 opakovanich. Pokud neni kfivka idealné
linedrni je potfeba mit bod( vice. Spravnost vypoctenych koncentraci kazdého kalibraéniho

standardu by méla byt v rozmezi +20 % nominalni koncentrace na LLOQ a v rozmezi +15 % na
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vSech ostatnich drovnich. Vyse uvedena kritéria by mélo spliiovat alespon 75 % kalibracnich
standardd [50]. Hodnoty LLOQ a ULOQ by mély byt uréeny z kalibrac¢ni krivky. Jedna se o
hodnoty spodniho limitu kvantifikace (LLOQ) a koncového limitu kvantifikace (ULOQ) [49].

Ovéreni stability vzorku se provadi v nékolika krocich. Je ovérena stabilita
stanovovanych analytd v materialu, pfi zmraZeni alespon na 12 hodin, pfi-20 °C a -80 °C. Dale
skladovani pti laboratorni teploté. Kazdy vzorek by mél byt pfipraven minimalné ve 3

opakovanich a nasledné zméren [49].

Pfenos analytl je méfeni odezvy mezi jednotlivymi vzorky v dlsledku zlstatku
zbytkového analytu v analytickém pfistroji z pfedchozi analyzy. Pfenos by mél byt posouzen
analyzou slepych vzorkd po kalibraénim standardu na ULOQ. Pfenos by nemél byt vétsi nez 20

% odezvy analytu pfi LLOQ [49].

Integrita fedéni je posouzeni, zda fedéni neovliviiuje sprdvnost a presnost metody.
Mélo by byt pfipraveno 5 replikat(i, kde je analyt s vy3si koncentraci, nez je ULOQ nafedén
slepou matrici na koncentraci na kalibracni kfivce. Stfedni spravnost by méla byt mensi nez 15

% a presnost méreni by neméla prekrocit 15 % [49].
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4. Experimentalni c¢ast

4.1. Pristrojové vybaveni

HPLC systém: ACQUITY UPLC I-Class PLUS system, Waters, USA

Hmotnostni analyzator: Xevo TQ-XS trojity kvadrupdl, Waters, Velka Britanie
Analytické vahy: Sartorius ME5-OC, Sartorius, Némécko

Trepacka: IKA Vortex 3, Sigma-Aldrich, Ceska republika

Ultrazvukova lazen: Sonorex Digitec, Bandelin, Némecko

Odstredivka: Mikro 220R, Hettich, Némecko

Automatické pipety: Eppendorf Reference 2, Eppendorf, Cecka republika
Vakuova odparka: Concentrator Plus, Eppendorf, Ceskd republika

Tlakovaci zatizeni pro SLE: Positive Pressure-96 Processor, Waters, USA
Program méfeni: MassLynx 4.1, Waters, USA

Vyhodnocovaci program: TargetLynx XS, Waters, USA

4.2, Chromatografické kolony

=

ACQUITY UPLC BEH C18 1,7 um, 2,1 x 50 mm, LOT: 02643525228320, Waters, USA

g

Atlantis Premier BEH C18 AX 1,7 um, 2,1 x 100 mm, LOT: 01073010815816, Waters,
Irsko

ACQUITY UPLC HSS T3 1,8 um, 2,1 x 150 mm, LOT: 02703202018314, Waters, USA
ACQUITY UPC CSH PFP 1,7 um, 3 x 100 mm, LOT: 01043610715615, Waters, USA
ACQUITY UPLC BEH PHE 1,7 pum, 2,1 x 100 mm, LOT: 012731259156, Waters, Irsko
ACE Excel C18-PFP 1,7 um, 2,1 x 100 mm, LOT: A210319189, Avantor, USA

ACE Excel C18-AR 1,7 um, 2,1 x 100 mm, LOT: A210316682, Avantor, USA

O N o U0 & W

ACQUITY UPLC BEH C18 1,7 um, 2,1 x 100 mm, LOT: 0350392941, Waters, Irsko
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4.3. Pouzité chemikalie, material a standardni latky

Voda: LC-MS grade, Millipore, destilovana v pfistroji Milli Q RG, Burlington, USA

Acetonitril: Biosolve BV, Valkenswaard, Nizozemsko

Kyselina octova: Lichropur, ¢istota 100 %, Némecko

Methanol: LC-MS optima, Fischer Scinetific, ¢istota 100 %, Loughborough, Velka Britdnie

Kyselina mravenci: VWR International S.A.S., Cistota >99 %, Velka Britanie

Methyl-terc-butyl ether: Sigma-Aldrich, ¢istota >99,8 %, Némecko

Isopropanol: Honeywell, ¢istota >99,9 %, Némecko

Dichlormethan: Sigma-Aldrich, ¢istota >99,8 %, Némecko

Ethylacetat: Lach-Ner s.r.o., ¢istota 99,91 %, Ceskd republika

Siran amonny: Penta, Cistota 99,5 %, USA

Spicky:  Optifit Tips FlexiBulk Tips 200 pl, LOT: 501198685, Sartorius, Finsko
Eppendorf, Ceska republika

SPE disky: Empore Octadecyl C18 47 mm Extraction Disks 2215, LOT: 135969, SUPELCO,
USA

SPE Disks HLB 47 mm, LOT: PP17E-1, AttractSPE, Francie
SLE platicko: Isolute SLE+ 400 ul SLE Plate, LOT:22004156UA, Biotage, Svédsko
Zkumavky: Ratiolab, Némecko
Vialky, inserty, vicka: Chromservis, Ceskd republika
Ochratoxin A: Dr Ehrenstorfer, LOT: 518471Z, Augsburg, Némecko, 5 mg, Cistota: 99%
Ochratoxin B: Cayman Chem. Comp., LOT: 0597956-2, Ann Arbor, USA, 5 mg, Cistota: 298%
Ochratoxin C: Cayman Chem. Comp., LOT: 0625727-1,

Ochratoxin a: HPC standards GmbH, LOT: 780762, Borsdorf, Némecko, 10 mg, Cistota:
99,9%
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4.4. PFiprava roztokt pro UHPLC-MS

4.4.1. Priprava zasobnich roztoka standardi

Navazky standardu v rozmezi od 0,150 - 0,250 mg byly rozpustény v odpovidajicim
mnozstvi acetonitrilu tak, aby vysledna koncentrace byla rovna 1 mg/ml. Nasledné byly

roztoky standardu nafedény vodou na koncentraci 10 ug/ml.

4.4.2. Priprava pracovnich roztokul standardu

Zasobni roztok o koncentraci 10 ug/ml byl nafedén vodou na koncentrace 2000 ng/ml

a nasledné redén azZ na koncentraci 0,05 ng/ml.

4.4.3. Priprava mobilni faze a oplachovych kapalin

Organickou slozkou mobilni faze byl ¢isty acetonitril. Pro pfipravu vodné slozky mobilni
faze byla odmérna barka o objemu 500 ml naplnéna vodou témér pod rysku, poté bylo
pfidano 50ul kyseliny octové a nasledné doplnéna vodou po rysku. Jako slaba oplachova
kyselina byl pouzit 10% acetonitril. Bylo smichano 450 ml vody a 50 ml acetonitrilu. Silnou
oplachovou kyselinou byl Cisty acetonitril. Oplachovou kapalinou pistu ¢erpadel byl zvolen

10% roztok methanolu, kdy byla smichana voda o objemu 450 ml s 50 ml methanolu.

4.5. Parametry méreni UHPLC-MS

Pfed kazdou novou sérii mérenych vzorkd (novy den) byla kolona ekvilibrovana 10

minut. Mezi jednotlivymi vzorky to byly vidy 2 minuty (Obr. 6).

Kolona: ACQUITY UPLCBEH C18 1,7 pum, 2,1 x 50 mm
Teplota kolony: 40 °C
Mobilni faze: 0,01% CH3COOH (A) : ACN (B)

Pratok mob. faze: 0,4 ml/min
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Gradientova eluce: Omin—95%A,5%B

5min—-5%A,95%B

51min—-95%A,5%8B

7min—95%A,5%8B

gradientova eluce

100%

80%

60%

40%

20%

zastoupeni organické slozky

5%

0%

95%

5%

5%

4

Cas [min]

Obr. 6: Priibéh gradientové eluce pfi UHPLC analyze

Davkovany objem: 1 pl

Teplota automatického davkovace: 10 °C

Pro méreni byl vybrdn hmotnostni analyzadtor typu trojity kvadrupdl. Nastaveni

iontového zdroje bylo pro ioniza¢ni techniku ESI stejné v pozitivnim i negativnim modu a je

popsano v Tab. 4.

Tab. 4: Nastaveni podminek iontového zdroje

parametr hodnota
napéti na kapilare 1,5 kv
desolvacni teplota 500 °C
pratok desolvacniho plynu 1000 L/h
pratok plynu na vstupnim kuzelu 150 L/H
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Pfechody jednotlivych ochratoxinl byly analyzovany podle podminek uvedenych v

Tab. 5 a Tab. 6 za pouziti ionizacni techniky ESI* a ESI".

Tab. 5: Seznam prechodd materskych iontd ochratoxind na dcefiné ionty v modu ESI*

stanovovany prekurzorovy | produktovy iont | napéti na vstupnim | kolizni energie
analyt iont (m/z) (m/z) kuzelu [V] [eV]

OTA 404 239 25 20

OTB 370 205 25 20

OT-alfa 257 239 20 10

oTC 432 239 15 25

Tab. 6: Seznam prechodd materskych iontld ochratoxinl na dcefiné ionty v modu ESI

stanovovany prekurzorovy | produktovy napéti na vstupnim | kolizni energie
analyt iont (m/z) iont (m/z) kuzelu [V] [eV]
OTA 402 358 20 25
oTB 368 324 20 25
OT-alfa 255 167 15 20
oTC 430 249 25 30
4.6. Optimalizované podminky vybranych metod pro tpravu vzorku

4.6.1. Optimalizované podminky metody SLE

Moc¢ byla smichana v poméru 1:1 s 2% FA a 300 pl této smési bylo naneseno na SLE
desti¢ku. Desticka byla obsluhovana pristrojem Waters za pouziti tlaku. Prvni a druhé
natlakovani probéhlo pfi 3 psi po dobu 100 s. U posledniho natlakovani byl tlak postupné
zvysSen na 10 psi a snizovan po dobu 60 sekund. Nasledné bylo na desticku aplikovano ve dvou
opakovanich 700 pl extrakéni Cinidlo EtAc. Extrakce probihala vidy pfi postupném zvySeni

tlaku na 10 psi a postupné byl tlak snizen za dobu 60 sekund.
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4.6.2. Optimalizované podminky metody SALLE

V prvnim kroku bylo smichano 400 pl moci s 400 pl ACN s 2% FA. Nasledné bylo ke
smési pfidano 800 pl 2M (NH4)2S04. Celd smés byla centrifugovana pfi 4000 rpm po dobu 15
minut a teploté 20°C. Po centrifugaci byla odebrana acetonitrilova ¢ast do dalsi zkumavky a
do plvodni bylo pfidano dalSich 400 pl ACN. Smés byla podruhé centrifugovdna pfi stejnych
podminkach. Oddélend acetonitrilova ¢ast byla pridana k té prvni a vzorek byl nastfiknut do

stroje.

4.6.3. Optimalizované podminky metody u-SPE-PT

Pfed samotnou analyzou vzorku je nutné si pfipravit Spi¢ky. Do kazdé 200 pl pipetovaci
Spicky je aplikovano 6 vrstev sorbentu C18. V prvnim kroku analyzy byly Spicky kondiciovany
pomoci MeOH 5 minut pfi 20°C a 5000 rpm a nasledné pfi stejnych podminkach vodou.
Teplota a otacky zlstaly po celou dobu Upravy vzorku stejné. Dale bylo do Spi¢ky naneseno ve
smési 200 pl moci okyselené 100% FA na 3% FA. Po tomto naneseni byly Spic¢ky centrifugovany
15 minut. Tretim krokem byla aplikace 2x po sobé 100 pl 0,1% FA, kdy staceni probihalo po

dobu 10 minut. Poslednim krokem byla eluce 50 ul ACN pfi centrifugaci béhem 5 minut.

4.7. Validace metody

Vzorky pro validaci byly zpracovany metodou p-SPE-PT. Byla provedena validace podle
smérnic EMA zroku 2022 [49]. Pfi validaci byla méfena sprdvnost, pfesnost, rozsah a

matricové efekty. V rdmci rozsahu byly stanoveny LLOQ a ULOQ pro kazdy analyt.

Rozsah byl hodnocen ze dvou nezavislych méreni matricovych kalibraénich kfivek

v rozmezi koncentraci 0,005 — 100 ng/ml. Z kalibracni kfivky byly stanoveny LLOQ a ULOQ.

Spravnost a presnost byla méfena na nékolika koncentracnich hladinach, konkrétné

0,05 ng/ml, 0,1 ng/ml, 0,2 ng/ml, 5 ng/ml a 20 ng/ml.

Matricové efekty byly vyhodnoceny na koncentracnich hladinach 5 ng/ml a 20 ng/ml.
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5. Vysledky a diskuse

Podminky pro UHPLC-MS/MS byly prevzaty z diplomové prace Kristidana Kretka [54].

Tyto podminky byly ovéreny a zméreny kalibracni kfivky standarda.

Z dostupnych publikaci zatim stanovovanych ochratoxind byly vybrany pro Upravu
vzorku metody DAS, SALLE a p-SPE-PT. Metoda DAS byla sohledem na chybéjici
zakoncentrovaci fazi a vyssim hodnotam LLOQ po testovani vyhodnocena jako nevhodna.
DalSim problémem u této metody byla nedostacujici eliminace interferenci. Na zakladé
literarni reSerSe byly testovany metody na principu LLE, které byly dosud nejvice vyuZivany.

Jednalo se o metodu SALLE a SLE. Metoda u-SPE-PT byla vybrana na zdkladé moznosti

vy

Matricovym vzorek v naSem pripadé byla smésna moc od 10 rliznych zdravych lidi. Mo¢
byla na zacatku experimentu smichdana, rozdélena do mensich zkumavek a uchovavana pfi -
80° C v mrazaku. Pfed kazdou analyzou bylo rozmraZeno jen potfebné mnoZstvi moci pfi

pokojové teploté.

5.1. Optimalizace metody SLE

Tento postup byla testovan jako novy, jelikoZ nebyl zminén v zadné literature. Vychozi

podminky tedy byly podle pribalové knihy k desti¢kam SLE [15]

Obohacena moc byla smichdna v poméru 1:1 s pfislusnou redici smési, v zavislosti na
pKa analytu, a 300 pl této smési bylo naneseno na SLE desti¢ku. Desti¢ka byla obsluhovana
pristrojem Waters, kdy prvni a druhé natlakovani probéhlo pfi 3 psi po dobu 100 s. U
posledniho natlakovani byl tlak postupné zvysovan na 10 psi a sniZovan po dobu 60 sekund.
Nasledné bylo na desticku aplikovano ve dvou opakovanich 700 ul extrakéniho cinidla. Pri
extrakci byl tlak postupné zvySovan na 10 psi a snizovan po dobu 60 sekund. Celé testovani

bylo provedeno podle parametr( v kapitole 4.5.

Na zakladé pKa stanovovanych latek, bylo v pripadé fedicich roztok( testovana 0,1%
FA, 1% FA, 2% FA, 3% FA a HCI. Po testovani téchto roztokd bylo vyhodnoceno, ze 0,1 % FA a

HCl jsou pro tuto analyzu zcela nepoutzitelné. Vytéznost jednotlivych ochratoxin( za pouziti
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téchto roztok( nebyla ani 5 %, proto jiz dale nebudou diskutovany. Vhodnym fedicim

roztokem s ohledem na vytéznost pfi extrakci byly vyvhodnoceny 1% FA, 2% FA a 3% FA.

Jako extrakéni cinidla byla podle fyzikalné chemickych vlastnosti stanovovanych
analytd pro testovani vybrana: methylterc-butylether, ethylacetat, dichlormethan a
dichlormethan naredény s 2-isopropanolem v poméru 95:5. Nésledné byl vyzkousen jesté
MTBE/EtAc v poméru 80:20 z dlvodu vyuZiti této smési pfi jiné analyze, diky které bylo
docileno vyssi vytéZnosti extrakce.

Pti optimalizaci extrakénich Cinidel bylo zjiSténo, Ze nejméné vhodnym je DCM, naopak
idedlnim ¢inidlem by mohl byt ethylacetat.

Graf vytéZznosti v zavislosti na pouzitych fedicich roztocich a eluc¢nich Cinidlech pfi

optimalizaci je zobrazen na Obr. 7.
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100.00
80.00
60.00
< 40.00
% 20.00
]
S 0.00
2
>
>

HOTA EOTB mOTalfa

Obr. 7: Srovnani fedicich a elu¢nich Cinidel pfi analyze moci obohacené na koncentraci 100
ng/ml
NejlepSich fedicim roztokem sohledem na vytéZnost extrakce u vSech nami

stanovovanych analytl je 2% FA a nejvhodnéjsimi elu¢nimi ¢inidly EtAc a DCM/IPA. Proto dalsi

hodnoceni bylo provedeno vidy pfi eluci témito dvéma cinidly.

Dalsim krokem optimalizace bylo ovéreni, Ze vytéZnost této metody bude dobrd i u

obohaceni nizsi nez 100 ng/ml, na které probihalo uréeni nejvhodnéjsiho rediciho roztoku a
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eluéniho c¢inidla. Jak je ukazano na Obr. 8, vytéZnost metody pfi nizsi koncentraci obohaceni

klesala.

120

— 100
80
60 —
40 —
20 —
0

vytéznost [%

EtAc DCM/IPA EtAc DCM/IPA EtAc DCM/IPA

100 ng/ml 10 ng/ml 1 ng/ml

HOTA EOTB mOT-alfa OTC

Obr. 8: Srovnani vytéZznosti SLE z moci pfi obohaceni ochratoxiny na koncentracich 100 ng/ml,

10ng/ml a 1 ng/ml za poufZiti extrakcénich ¢inidel EtAc a DCM/IPA

Srovnani chromatogram( pro jednotlivé prechody danych ochratoxin u moci
obohacené na koncentraci 10 ng/ml a matricové moci zobrazuje Obr. 9. Z chromatogram(
Cisté moci je zfejmé, Ze hlavné u ochratoxinu alfa je v modi pfitomno stale mnoho dalSich

evyvs

selektivitu metody.
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Obr. 9: Porovnani Cisté moci po Upravé SLE (A) a moci obohacené na koncentraci 10 ng/ml

(B)
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5.2. Optimalizace metody SALLE

Metoda SALLE byla vybrana na zakladé publikace Song et. al, ze které byly pouZity také

vychozi podminky [48].

V prvnim kroku bylo smichdno 400 pl obohacené moci s 400 pl ACN s 2% FA. Nasledné
bylo ke smési pfidano 800 pul 2M (NHa)2S04. Cela smés byla centrifugovana pri 4000 rpm po
dobu 15 minut a teploté 20°C. Po centrifugaci byla odebrdna acetonitrilovd ¢ast do dalsi
zkumavky a do plvodni bylo pfidano dalSich 400 pul ACN. Smés byla podruhé centrifugovana
pti stejnych podminkach. Nasledné byly oba acetonitrilové extrakty spojeny a odpafeny pfi
raznych teplotnich stupnich pro srovnani. Vzorky byly odpareny pti 30°C, 60°C a ¢ast z nich
byla nastfiknuta do stroje bez odpareni. Vzorky odpafené v odparce pti 30°C a 60°C byly
nasledné rozpustény ve 400 pl 50% MeOH. Vsechny vzorky byly méfeny podle podminek

popsanych v kapitole 4.5.

Vzorky, které byly odparované v odparce a nasledné nadavkovany do stroje nemély
v detektoru zddnou odezvu, z nami nezndmého divodu, a proto pro dalsi analyzu byl vyuzit

postup bez odpareni.

Obr. 10 ukazuje srovnani vytéznosti pfi obohaceni moci na koncentracni hladinu 1

ng/ml a 10 ng/ml s pfi optimalizovanych podminkach popsanych v kapitole 4.5.
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Obr. 10: Srovnani vytéznosti jednotlivych ochratoxint na koncentracni hladiné 1 ng/ml a 10

ng/ml do modi
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Na Obr. 11 je zobrazeno porovnani chromatogramu matrice moci upravené metodou
SALLE a moci upravené touto metodou pfi obohaceni na koncentraéni hladinu 10 ng/ml.
Z chromatogramu 11A Ize vycist, Ze i v pfipadé této metody neni moc dostate¢né ocisténa od
balastnich latek hlavné u OTa, kdy na chromatogramu je stdle mnoho pik( v okoli ndmi

stanovovaného analytu. Latka pfitomna v blizkosti OTa tak brani spravné kvantifikaci.
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Obr. 11: Porovnani Cisté moci po Upraveé SALLE (A) a moci obohacené na koncentraci 10

ng/ml upravené stejnou metodou (B)

5.3. Optimalizace metody pu-SPE-PT

Metoda u-SPE-PT byla vyzkousena na zakladé dvou jinych publikaci [41], [42].

Spicky byly kondiciovany 5 minut pfi 20°C a 5000 rpm pomoci MeOH a nasledné pfi
stejnych podminkach vodou. Teplota a otacky zUstaly po celou dobu Upravy vzorku stejné.
Dale bylo do Spi¢ky naneseno ve smési 100 pl moci a 100 pul 2% FA. Po tomto naneseni byly
Spicky centrifugovdny 15 minut. Tretim krokem byla aplikace 2x po sobé 100 pl 0,1% FA, kdy
staceni probihalo po dobu 10 minut. Poslednim krokem byla vicenasobna eluce 50 ul ACN,
centrifugace probihala vidy 5 minut. BEhem prvnich méreni byla moc¢ eluovana 3x ACN na
zakladé jiz publikovaného ¢lanku [42]. VSe bylo méfeno pti parametrech metody sepsanych

v kapitole 4.5.
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Pti prvnim kroku optimalizace byly vybrany kolonky se sorbentem C18 a sorbentem
HLB. HLB sorbent byl vybran na zédkladé dosud vydanych publikaci a C18 s ohledem na vyuziti
C18 reverzni stacionarni na koloné. Spi¢ky byly ru¢né pfFipraveny, kdy za pomoci byla
aplikovana postupné vrstva z disk do 200yl Spicky. Byly pfipraveny Spicky s 3 vrstvami C18 pro
jednu sérii méreni a 3 vrstvami HLB pro druhou polovinu vzorku. Pfi analyze bylo zjisténo, zZe
typy sorbentu byly vybrany jako vhodné, jelikoz stanovované analyty zUstaly na kolonce aZ do
kroku eluce. BEhem nandseciho a promyvaciho kroku sorbentem prochdzeli pouze latky
balastni. Vhodnéjsimi Spickami se jevi C18 kolonky, které maji u vSech analyt(i vytéZnost

v rozmezi 70 az 110 % (Obr. 12).
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HLB C18

Obr. 12: Srovnani vytéZnosti jednotlivych ochratoxin( pfi pouziti SPE Spicek na koncentracni

hladiné ochratoxinti v moci 1 ng/ml

V kroku nanaseni byla testovdna vytéznost pri okyseleni moci vodnym roztokem 1%,

2% a 3% FA v poméru 1:1 (Obr. 13).
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Obr. 13: Srovnani vlivu pouziti vodného roztoku FA v kroku nanaseni v poméru 1:1 (FA:moc)

na vytéznost pri obohaceni na koncentracni hladinu 0,5 ng/ml pfi pouZiti kolon C18

Pfi testovani vytéznosti jednotlivych frakci pfi eluci ACN bylo zjiSténo, Ze vice nez 98 %

celkového mnozstvi viech studovanych ochratoxin(i se eluuje hned v prvni frakci, a proto byl

upraven vicekrokovy postup na eluci pouze 1x ACN (Tab. 7).

Tab. 7: Srovnani vytéZnosti jednotlivych krokl eluce za pouziti ACN

eluce ¢. |vytéZinost OTA [%] |vytéZnost OTB [%] |vytéZinost OTa [%] |vytéZnost OTC [%]
1 99,39 99,36 98,61 98,95

2 0,53 0,51 1,19 0,74

3 0,07 0,13 0,20 0,31

V dalsim experimentu bylo provedeno okyseleni moci 100% FA na 2%, 3% a 4% FA

v moci a byla sledovana vytéznost po celém procesu (Obr. 14). Toto testovani bylo provedeno

hlavné z dlivodu zvyseni zakoncentrovaci faze, kdy ptiivodné doslo k zakoncentrovani 2x, nyni

by mohlo byt mozné zakoncentrovani 4x.
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Obr. 14: Srovnani vytéZznosti na koncentracni hladiné 0,5 ng/ml po pfimém okyseleni moci

v kroku nanaseni rliznymi koncentracemi FA za pouziti kolonky C18

Bylo také provedeno méfeni vlivu nandseného objemu, kdy bylo do Spic¢ek aplikovano
200 pl, 300 pl, 400 pl a 500 pl modi vidy v poméru 1:1s 2% a 3% FA, avsak vytéznost metody

u jednotlivych ochratoxini kromé OTA klesala, proto data nejsou prezentovana.

Pti testovani vlivu poCtu vrstev sorbentu bylo zjisténo, Ze aplikace vice vrstev sorbentu,
v nasem pfipadé 6 stejnych misto 3, zvysila vytéZznost hlavné u OTa a OTC. Pro nésledujici

méreni bylo tedy pouzito Spic¢ek s 6 sorbenty C18.

Pfi vyhodnoceni vytéZnosti v predchozich méreni byl problém s vysSimi pozadimi a
interferenci latek u OTB a OT-a,, proto bylo provedeno promyti kolonky i jinymi rozpoustédly,
nez vodnd 0,1% FA, kdy byla vybrdna: 5% MeOH, 10% MeOH, voda, 5% MeOH s 0,1% FA a 10%
MeOH s 0,1% FA. Diky mnohonasobnému promyti, které mlze odstranit mnoho interferenci
byla testovdna i kombinace téchto rozpoustédel a v kazdém kroku bylo aplikovdno jiné.
V pfipadé tohoto testovani bylo zjiSténo, Ze mezi promyvacimi roztoky neni vyrazny rozdil
v pozadi na chromatogramech. Jsou vSak rozdilné hlavné vytéznosti pfi pouZiti daného Cinidla.
NejvhodnéjSimi se jevi promyti 2x 0,1% FA, 2x 5% MeOH s 0,1% FA a kombinace 1x 0,1% FA
s 1x voda a jako posledni 1x voda a 1x 10%MeOH s 0,1% FA. Naopak u ostatnich rozpoustédel

a jejich kombinaci nebyla vytéznost u OT-o ani 50 % (Obr. 15).
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Obr. 15: VytéZnost analyzy pfi rdznych kombinacich promyvacich roztokd sepsanych v tabulce

pti pouZiti obohacené moci na 2 ng/ml, na 3% FA aplikované na 6 vrstev C18 sorbentu

1 0,1% FA 0,1% FA

2 voda voda

3 5% MeOH 5%MeOH

4 10% MeOH 10% MeOH

5 5% MeOH + 0,1% FA 5% MeOH + 0,1% FA
6 0,1% FA voda

7 5% MeOH voda

8 voda 10% MeOH + 0,1% FA

Obr. 16 zobrazuje chromatogramy precisténé moci a moci obohacené na 10 ng/ml.
V tomto porovnani je zobrazen i druhy prechod pro ochratoxin alfa (255>211), u kterého

v vev

nejsou vysledky uvadény z divodu vyssich matricovych efektl. Precisténi moci je v pripadé
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vSech analytd kormé OTa v pofddku. U OTa by mohl vzniknou u obohaceni na nizsi

koncentrace problém, jelikoz je stale v moci pfitomna interferujici latka.
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Obr. 16: Porovnani ¢isté moci po Upravé SPE (A) a moci obohacené na koncentraci 10 ng/ml

upravené stejnou metodou (B)

Z chromatogram(l Obr. 17 je ziejmé, Ze detekce vSech analytli je moZna jiz pfi

koncentraci ochratoxini v moc¢i 0,1 ng/ml.
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Obr. 17: Chromatogramy prechodd jednotlivych ochratoxinG pfi obohaceni moci na

koncentracni hladinu 0,1 ng/ml kdy retencni ¢asy analyt( jsou uvedeny v tabulce

OTA (min) OTB (min) OTa. (min) OTC (min)
Retencni cas 3,67 3,26 2,38 4,57
5.4. Porovnani médu ionizace

Z divodu nizsi odezvy u OTC byly pro ovéreni standardy méreny nejen v negativnim
maodu, ktery byl vybrdn v diplomové préci Kristidna Kretka, ale i pozitivnim mddu a stanoveny
limity LOD a LOQ. Vzhledem k vys$sim matricovym efektlim a horSim LOD a LOQ pfi testovani
standardd, nebyla jiz detekce pomoci ESI* vyuZita. Tabulku srovndni jednotlivych LOD a LOQ
pti davkovani standard( je uvedeno v Tab. 8. Porovnani chromatogram( vSech prechodu je
uvedeno na Obr. 18. Z obrazkl je zfejmé, Ze intenzita odezev je u vSech analytl vyssi u ESI*. U
ESI doslo k lepSimu rozliseni pikd a kvantifikaci na nizsich koncentracnich hladinach, proto byl
i pfes rozpor s dosud vybranymi publikacemi vybran jako vhodnéjsi. Dalsi vyhodou u ESI” bylo

také mensi chvostovani piku u vSech vybranych analyt(.
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Tab. 8: Srovnani LOD a LOQ jednotlivych ochratoxin( u standard(l za pouziti ioniza¢ni techniky

ESI
LOD (pg/ml) LOQ (pg/ml)
ESI* ESI- ESI* ESI-
OTA 20 20 100 50
OTB 10 20 50 50
OT-alfa 200 100 1000 500
OTC 500 200 2000 500
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o \
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Obr. 18: Porovnani prechodu viech ochratoxind pfi Upravé matrice metodou SPE obohacené

na 10 ng/ml, ESI* (A) a ESI"(B)
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5.5. Vliv stacionarni faze

V dusledku interference, kterym se nebylo i pres optimalizaci metody pro Upravu
vzorku vyhnout, bylo provedeno i testovani riznych chromatografickych kolon. Kolony
Atlantis Premier BEH C18, ACQUITY UPLC HSS T3, ACQUITY UPC CSH PFP a ACQUITY UPLC BEH
PHE nebyly pro analyzu vhodné. U kolony Atlantis Premier BEH C18 a ACQUITY UPC CSH PFP
nebyly i pres opakované analyzy detekovany zadné piky. U kolony UPLC HSS T3 doslo
k vyraznému chvostovani pik(. ACQUITY UPLC BEH PHE by byla vhodnou kolonou pfi detekci
ochratoxin( v Cisté vodé. Pfianalyze biologického materialu bylo pfitomno v moci stale vysoké
mnozstvi balastnich Iatek a byla zhorSena jak identifikace, tak kvantifikace stanovovanych
latek. Vhodnou se jevila byt kolona ACE Excel C18-PFP a ACE Excel C18-AR, kdy se podafilo
rozlisit OT-a od jiné latky nachazejici se blizko reten¢niho ¢asu analytu. Problém vsak byl u
ostatnich zkoumanych analytl, kdy doslo k chvostovani pikd (Obr. 19, Obr. 20). V obou
pripadé doslo potlaceni signdlu u moci i pres pritomnost zakoncentrovaci faze. Po testovani
kolony BEH-C18 o délce 100 mm, na rozdil od prvnich méreni, kdy byla délka pouze 50mm,
byly kolona vyhodnocena jako nejlepsi pro validaci této metody (Obr. 21). Pouze u této kolony

doslo diky zakoncentrovaci fazi pti Upravé moci ke zesileni signalt analyt(.
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Obr. 19: Porovnani pozadi matrice (A) a standardu obohacené na koncentracni hladinu 10

ng/ml (B) na koloné ACE C18-PFP
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Obr. 20: Porovnani pozadi matrice obohacené na koncentracni hladinu 10 ng/ml (A) a

standardu o stejné koncentraci (B) na koloné ACE C18-AR
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Obr. 21: Porovnani pozadi matrice obohacené na koncentracni hladiné 10 ng/ml (A) a

standardu o stejné koncentraci (B) na koloné BEH-C18
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5.6. Zhodnoceni metod pfipravy vzorku

Metoda DAS a SALLE se muZe jevit jako vhodné metody, avsak kvali chybéjici
zakoncentrovaci fazi, neni mozné detekovat nizsi koncentrace. Z tohoto divodu bylo od dalsi

optimalizace obou metod ustoupeno.

Na zakladé ziskanych vysledkd by metoda SLE nemohla byt pfi obohaceni na 1 ng/ml
z dvodu nereprodukovatelnosti pouZita (Obr. 8). Dalsi nevyhodou této metody je pfitomnost

balastnich latek u OTa i po ocisténi moci touto metodou.

S ohledem na vSechny tyto vysledky byla jako metoda pro validaci vybrana metoda p-
SPE-PT. Interference dalSich latek v blizkosti retenéniho ¢asu stanovovanych analytl je u této
metody ve srovnani s ostatnimi metodami nizsi, a diky zakoncentrovani analytl je docileno

detekce nizsich koncentraci stanovovanych analytu.

Pti porovnani nami ziskanych vysledk( a publikaci jiz vydanych lze fict, Ze data se pfilis
neshoduji. Hlavni rozdil je jiz v nastaveni parametrli hmotnostniho spektrometru. Zatimco
dfive publikované prace uvadéji vyuziti ESI*, v nasem pripadé bylo vyuZivana detekce pomoci
ESI". Pfi srovnani moznych limit( kvantifikace s dosud publikovanymi pracemi doslo v nasem
pripadé ke zhorseni, kdy nebylo mozné se dostat na tak nizké koncentracni hladiny i pfi pouziti
stejné metody z publikace. Oproti zatim publikovanym pracemi vsak byla poprvé vyvinuta
mozna metoda pro stanoveni OTC. Celkové tedy byla vytvorena metoda na komplexni analyzu

nékolika ochratoxinl zaroven.

5.7. Validace metody

V ramci validace metody byla nejdfive zmérena matricova kalibracni kfivka na vzorku
smésné moci. Méreni bylo provedeno v ESI. Pro jednotlivé analyty byl stanoven rozsah. Limit
kvantifikace je spolu s rovnici matricové kalibracni kfivky a linearitou uveden v Tab. 9. ULOQ
byl s ohledem na zachovani linearity rovnice matricové kalibrac¢ni kfivky stanoven pro vSechny

latky stejné, tedy 20 ng/ml.
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Tab. 9: Rovnice matricovych kalibracnich kFivek, linearita a LLOQ jednotlivych ochratoxin(

Rovnice matricové kalibraéni kfivky | Linearita (R?) LLOQ (ng/ml)
OTA 16923,7x-7,3338 0,998658 0,01
OTB 15457,9x+1015,37 0,999124 0,02
OTa 20019x+1548,34 0,99597 0,05
oTC 6670,93x-48,9581 0,996726 0,02

Spravnost a presnost byla hodnocena na 4 koncentracnich hladinach. Pfesnost metody
byla vyhodnocena pomoci % RSD a spravnost pomoci vytéznosti v %. Vytéznost se pohybovala
v rozmezi od 68 do 122 % pro vSechny analyty. RSD metody u viech analytl byla mensi nez 20
% (Tab. 10). V ramci validacnich parametri podle EMA spini hranici £ 15 % pro spravnost
metody uvedenou v procentech vsechny analyty, kromé OTo. Pfesnost metody byla splnéna

pro viechny koncentracni hladiny a stanovované analyty.

Tab. 10: Spravnost a pfesnost metody pro stanovované analyty na 4 koncentracnich hladinach

koncentrace OTA OTB OTa OTC
(ng/ml)
0,1 98,9 108,2 75,5 121,5
Spravnost 0,2 104,3 108,0 81,5 120,1
metody (%) | 5 99,8 89,2 67,7 88,3
20 105,0 96,4 72 99,1
0,1 6,5 10,0 17,4 11,1
Presnost
0,2 5,2 5,5 11,5 6,6
metody
5 10,8 13,3 13,7 13,5
(%)
20 5,2 5,7 12,6 6,3

cervené oznacena Cisla — nespliuji podminky validace

Pro hodnoceni matricovych efektl byla vyuZita metoda post extrakéniho pridavku.
Moc¢ byla upravena metodou p-SPE-PT a nasledné obohacena na koncentrace 5 ng/ml a 20

ng/ml. Moc¢ byla pfipravena ve 4 replikatech a plochy pikd byly porovnany s odezvami
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standardnich roztok(, kdy hodnoty musi byt + 15 % (Tab. 11). Matricové efekty byly spInény
pouze pro OTA na obou koncentracnich hladinach a u OTB pouze na koncentraci 5 ng/ml. Pro
OTa a OTC bude tfeba dale optimalizovat metodu, at uz v kroku pripravy vzorku, tak nastaveni
parametrd UHPLC-MS/MS. Z ddvodu nevyhovujicich vysledkll pro validaci u nékterych
ochratoxinll bylo méreni po pripravé novych matricovych vzorkd opakovano (Tab. 12). Jak je
chyby. OTA méla pfi obou vysledcich podobné hodnoty. OTB by pfi opakovaném mfteni splinil
valida¢ni parametry i na koncentraéni hladiné 20 ng/ml. Pfi opakovaném méreni byly vysledky
pro OTa a OTC vice v souladu s parametry validace, avsak stale ne vSechny k validaci vhodné.
U OTa doslo ke zvySeni matricovych efektli z50% na 70%. U byly pfi opakovaném méreni
matricové efekty okolo 400 %, kdezto pfi prvnim méreni byly na nizsi koncentracni hladiné

lehce pod 2000 % a na vyssi 460 %.

Tab. 11: Hodnoceni matricovych efektd na 2 koncentracnich hladinach

Koncentrace (ng/ml) OTA oTB OTo OTC
Matricové 5 101,7 84,6 55,3 1929,5
efekty (%) 20 88,2 75,9 51,6 466,6

cervené oznacena Cisla — nespliuji podminky validace

Tab. 12: Opakované hodnoceni matricovych efektl na 2 koncentracénich hladinach.

Koncentrace (ng/ml) | OTA oTB OTa OTC
Matricové 5 95,3 90,3 66,9 418,5
efekty (%) 20 96,9 92,3 71,8 356,5

¢ervené oznacena Cisla — nespliuji podminky validace

V ramci validace byla zmérena také jednou pripravenda matricova kalibracni krivka
v nékolika po sobé jdoucich dnech. Kalibracni pfimky pro jednotlivé ochratoxiny byly zaneseny
do grafu a zobrazeny na nasledujicich obrazcich, Obr. 22, Obr. 23, Obr. 24, Obr. 25. Rovnice
matricovych kalibraénich pfimek v nékolika po sobé jdoucich jsou zaneseny v Tab. 13.
Z predpisu kalibracnich krivek lze vycist, Ze pfi méreni vzorku po delSi dobé dochdazi ke zménam
v odezvach na detektoru, proto je vhodné pfipravené vzorky ihned zméfrit, aby nedochdzelo

k zaneseni chyby z dlivodu Spatné stability vzorku.
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Obr. 22: Porovnani matricovych kalibraénich kfivek OTA zmérenych ve tfech po sobé jdoucich

dnech
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Obr. 23: Porovnani matricovych kalibraénich kfivek OTB zmérenych ve tfech po sobé jdoucich

dnech
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Obr. 25: Porovnani matricovych kalibraénich kfivek OTC zmérenych ve tfech po sobé jdoucich

dnech

Tab. 13: Srovnani rovnic matricové kalibracni kfivky v nékolika po sobé jdoucich dnech

20.4. 21.4. 22.4.
OTA 16923,7x-7,3338 16438x-10,7181 27012,6x+50,8583
oTB 15457,9x+1015,37 17961,1x+1724,44 23328,8x+2452,71
OT-alfa 20019x+1548,34 32438,6x+1893,03 48319x+4550,17
oTC 6670,93-48,9581 12541,6x+165,775 18824,6x+191,064
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6. Zaveér

Byla vyvinuta metoda UHPLC-MS/MS pro stanoveni ochratoxinl A, B, C a oo v moci. Pro
Upravu vzorku byla validovana metoda p-SPE-PT s vyuZitim UHPLC-MS/MS na koloné ACQUITY
UPLC BEH C18 1,7 um, 2,1 x 100 mm od firmy Waters.

Metody DAS a SALLE nebyly vhodné z dlivodu chybéjici zakoncentrovaci faze n, i kdyz
vytéznost téchto metod je vice nez 80 %. DalSim problémem je i pfitomnost mnoha balastnich

latek, které pomoci téchto metod nelze odstranit.

Metoda SLE je vhodna pro stanoveni ochratoxint, ale pouze pfi zastoupeni ve vétsi
koncentraci ve vzorku, nad 10 ng/ml. S ohledem na pfitomnost vysokého mnoZstvi balastnich
latek i po precisténi moci je nami vyvinuta metoda pro OTa nevhodna. V pfipadé stanoveni
pouze OTA by byla metoda jisté vhodnou a pfi stanoveni OTB vzhledem k nizsi vytéZznosti spise

ne. Pro OTC nejsou dostupna data, z dlvodu pozdéjsiho dodani Cisté latky.

S ohledem na vSechny tyto vysledky byla jako metoda pro validaci vybrana metoda
U-SPE-PT. Interference dalSich latek v blizkosti reten¢niho ¢asu stanovovanych analytd je u
této metody ve srovnani s ostatnimi metodami nizsi, a diky 4ndsobnému zakoncentrovani

analytl je docileno detekce nizsich koncentraci stanovovanych analytu.

Pti srovnani dosaZzenych limitQ kvantifikace doslo ke zhorSeni. LLOQ pro OTA byl
stanoven na koncentraci 0,01 ng/ml, pro OTB a OTC byl 0,02 ng/ml a pro OTa 0,05 ng/ml.
ULOQ byl pro vSechny analyty stanoven na 20 ng/ml. Timto vyvinutym postupem Upravy
vzorku nebylo moiné se dostat na tak nizké koncentra¢ni hladiny, jako v zatim tfech
publikovanych pracich z celkovych dvandcti. Hodnoty vyjadfujici spravnost a pfesnost metody
byly spInény pro vSechny analyty kromé OTa, kdy nebyla splnéna spravnost metody. U OTA a
OTB byly hodnoty pro matricové efekty splnéné. U OTA byly matricové efekty 95 % na obou
koncentracnich hladindch a u OTB 90 % na obou koncentra¢nich hladinach. Pro dalsi vyzkum
by bylo nutné se zaméfit na matricové efekty u OTa a OTC, jelikoZ v ramci této prace se je
nepodafrilo validovat, z dGvodu pretrvavajicich interferenci i pfi nékolikanasobné optimalizaci
postupu extrakce. U OTa byly matricové efekty 70% a pro OTC okolo 400% pro obé

koncentracni hladiny.
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Celkové tedy byla vyvinuta metoda pro stanoveni OTA a OTB v moci. Metodou pfipravy
vzorku byla validovdna metoda u-SPE-PT, po které nasledovala analyza pomoci UHPLC-
MS/MS. | kdyZz parametry jako spravnost a presnost méreni byly pro OTa a OTC validovany, je
potieba se v dalSim vyzkumu zabyvat metodu pfipravy vzorku a nastaveni podminek UHPLC-
MS/MS pro splnéni parametru matricovych efektld. MoZnou zménou pfi Upravé vzorku by
mohla byt kombinace typl sorbentl HLB a C18 pfi aplikaci do SPE $picky, i eluce nizSim

mnozstvim ACN pro zajisténi zvySeni zakoncentrovaci faze.
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