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ODREDIVANJE T-2 TOKSINA INJEGOVIH HIDROLITI^KIH
METABOLITA U SERUMU METODOM GASNE

HROMATOGRAFUE - MASENE SPEKTROMETRUE

PREDRAG RAD0SEVI6, N. DOGOVI6

Vojnomedicinska kadcmija, Beograd
Vbjnotehnitki insdtut, Beograd

Apstrakt. T-2 toksin, HT-2 toksin i T-2 triol su ekstrahovani na Cvrstoj fazi C-18
iz razblazenog uzorlca seruma u visokom prinosu (preko 80%), za razliku od T-2 tetra-
ola (oko 10%). Derivatizacija je vrSena pomoCu anhidrida trifluorsirdetne Iriseline, a
derivatizovani toksini razdvojani na kapilarnoj koloni HP-1 i detektovani masenom
spektrometrijom uz pradenje IcarakteristiCnih jona. Detekcione granice metode su: T-2
toksin 15 ^ug/1, HT-2 toksin 5 /zg/i, T-2 triol 3 /zg/1 i T-2 tetraol 40 /xg/l. Preciznost
metode je zadovoljavajuda, sem za vrlo niske koncentracije T-2 toksina.

UVOD

T-2 toksin je, pored makrociklidnih trihotecena, svakako jedan od najtok-
sidnijih Fusarium toksina (Ueno, 1983). Mada se, na sredu, u prirodi retko srede
(Gilbert, 1989), mikotoksikoze izazvane ovim toksinom vrlo su teSke i sa oz-
biljnim posledicama. Simptomi trovanja su nespecifidni (Ueno i sar., 1984), a
jedina pouzdana dijagnoza trovanja je detekeija i identifikaeija toksina u bioloSkom
materijalu. Medutim, T-2 toksin podleze vrlo brzoj i kompleksnoj razgradnji (S i n -
t o v i sar., 1988), Sto ukazuje na znadaj odredivanja i metabolita pored neprome-
njenog toksina u bioloSkom materijalu. MetaboliCka razgradnja T-2 toksina u orga-
nizmu se odvija pod uticajem nekoliko enzimskih sistema, od kojih je najznaCajniji
hidrolitidki (Pfeiffer i sar., 1988; Corley i sar., 1986). Karboksilesteraze kao
nosioci hidrolitiCkog metabolidkog puta razgraduju ovaj toksin na vise metabolita
od kojih su najvaZniji HT-2 toksin i T-2 tetraol kao krajnji hidrolitidki metabolit

Koncentracije T-2 toksina i njegovih metabolita u bioloSkom materijalu, dak
i u uslovima teSkih akutnih trovanja, vrlo su male, tako da se za njihovo odredi- 
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vanje zahteva izuzetno osjetljiva metoda. Kapilarna gasna hromatografija, uz pret-
hodnu derivalizaciju ekstrakta uzorka sa fluoriranim acilirajudim agensima i detek-
ciju na elektronapsorpcionom detektoru (Black i sar., 1987), ili masenoselektiv-
nom detektoru (Begley i sar.; D’Agostino i sar., 1986), predstavlja metodu
izbora.

Cilj ovog rada je bio razvijanje brze i jednostavne, a u isto vreme dovoljno
osetljive metode za odredivanje T-2 i HT-2 toksina, T-2 tiola i T-2 tetraola u plazmi
u sluCaju akutnih trovanja T-2 toksinom.

MATERIAL I METODE

Hemikalije
PojedinaCni osnovni standardni rastvori T-2 toksina, HT-2 toksina i T-2 tri-

ola (SIGMA) napravljeni su rastvaranjem u etilacetatu, tako da je krajnja kon-
centracija bila 0,1 mg/ml. T-2 tetraol (SIGMA) rastvoren je pomodu metanola u
istoj koncentraciji. MeSoviti standardni rastvor mikotoksina za kontaminaciju se-
ruma napravljen je razblazivanjem slededih zapremina osnovnih rastvora: 50 /zl T-2
tetraola, 50 //I T-2 triola, 100 /zl HT-2 toksina i 200 /d T-2 toksina u normalnom
sudu od 10 ml sa etilacetatom.

Metoksihlor (PolyScience Corp.) je rastvoren pomodu benzola u koncen­
traciji od 1 mg/1 i predstavlja interni standard za hromatografska odredivanja.

Metanol, etilacetat, benzol i anhidrid trifluorsirdetne kiseline (TFAA) proiz-
vodnje Merck su p.a. hemikalije.

Aparatura

Odredivanja su vrSena na gasnohromatografskom-masenospektroskopskom
sistemu Hewlett Packard 5970 B uz injiciranje bez splitovanja, temperaturu injek-
tora od 250°C i temperaturu detektora 300°C. Za hromtografiranje je upotrebljena
kapilarna kolona HP-1 dimenzija 12 m/0,2 mm i temperaturski program zagrevanja
kolone od 150°C do 280°C uz brzinu zagrevanja od 10°C/min. Jonizacija TFA
derivata toksina postignuta je strujom elektrona od 70 eV na masenom spektro-
metru, a pradeni su samo karakteristiCni joni navedeni u tabeli br.l.

Tabcla 1. ODABRANI KARAKTERISTICNI JONI IZ MASENIH SPEKTARA ZA PRACENJE
POJEDINIH JEDINJENJA

Toksin m/e
T-2 tetraol
T-2 triol
HT-2 toksin
T-2 toksin
METOKSIHLOR

217,271,327,330,455,569
121,234,455,569
121,205,455,472,532
121,180,327,401,478
227
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Kontaminacija i obrada uzorka
Za ispitivanje prinosa ekstrakcije i konstrukciju baZdarnih dijagrama upo-

trebljen je "srcdnji uzorak" dobijen od velikog broja pojedinaCnih uzoraka seruma
zdravih ljudi. Uzorci seruma su kontaminirani sa razliditim zapreminama mjeSovi-
tog standardnog rastvora: 50,100,200 i 300/zl je pipetirano u suve epruvete, organ­
ski rastvaraC je uparen strujom vazduha, a na ostatak je dodato po 10 //I metanola
i po 2 ml seruma. Uzorci su razblazeni sa po 4 ml demineralizovane vode i dobro
izmeSani na "Vortex" meSalici. Toksini iz ovako pripremljenih uzoraka su ekstra-
hovani na dvrstoj fazi C-18 (SEP PAK-C18 minikolonice Waters) prethodno kondi-
cioniranoj metanolom i demineralizovanom vodom. Posle nanoSenj a uzorka, kolo-
na je isprana vodom, a toksini eluirani sa 2 ml metanola (brzina protoka je bila 3
ml/min.). Pre derivatizacije metanol je uparen strujom suvog vazduha. Derivatiza-
cija je vrSena sa po 100 pt\ TFAA, zagrevanjem 20 minuta na temperaturi od 60°C.
Nakon hladenja na sobnu temperaturu i uklanjanja viSka anhidrida uparavanjem,
derivatizovani ekstrakti su rastvoreni u 50 /d benzolskog rastvora internog stand-
arda i po 1 /d injiciran u gasni hromograf.

REZULTATII DISKUSLJA

T-2 toksin i njegovi metaboliti su slabo do umereno polarna organska jedi-
njenja, tako da se ne mogu direktno analizirati na uobidajenim hromatografskim
kolonama bez modifikacije strukture. Za derivatizaciju alkoholnih grupa obiCno se
koriste silirajudi ili fluorirani acilirajudi agensi. U literaturi se navodi da su TFA
stabilniji od trimetilsilil derivata trihotecena (Kienz i Verweij, 1986). U
preliminamim istrazivanjima to se i kod nas pokazalo, pa smo se u daljem radu
opredelili za TFAA kao derivatizacioni reagens.

Medutim, analizirajudi TFA derivate trihotecena masenom spektrometrijom
uz elektronsku jonizaciju, uoCljivo je da se ne dobijaju fragmenti jadeg intenziteta
na vedim masama (slika br.l). Pratedi jone na niskim masama, pogorSava se odnos
signal/Sum, Sto direktno utide na donju granicu odredivanja. ZnaCajno poboljSanje
osjetljivosti postiglo bi se primjenom blaze forme jonizacije kao Sto je na primjer
hemijska jonizacija, gdje se stimulate fragmentacija na visokim masama, a mole-
kulski jon je Cesto i osnovni jon u masenom spektru (D’Agostino i sar., 1986).

Na slici br.2 prikazani su hromatogrami seruma sa i bez dodatka toksina.
Prinos ekstrakcije na Cvrstoj fazi C-18 za T-2, HT-2 i T-2 triol vedi je od 80%, dok
je za T-2 tetraol ispod 10% 5to je i za odekivati s obzirom na veliku polarnost ovog
jedinjenja. Primjenom smole XAD-2 za ekstrakciju povedao bi se prinos za T-2
tetraol (Heyndrickx A i sar., 1984), ali bi se znadajno produZilo vrijeme eks­
trakcije i povedala potroSnja hemikalija.
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Baidarne krive za ispilivane toksine (osim za T-2 tetraol, gdje su dobijeni
niski prinosi ekstrakcija) su prikazane na slici br. 3. Svaka taCka predstavlja srednju
vrednost od 5 odredivanja. Preciznost jc najloSija za niske koncentracije T-2 tok-
sina i iznosi oko 30%, dok je za vcde koncentracije ispod 20%. Postignute su
slcdede dctekcione granice: T-2 toksin 15 /zg/l, HT-2 toksin 5 /^g/1, T-2 triol 3 /zg/1 i
T-2 tetraol 40 //g/1.

SI. 3. Baida mi dijagrami za odredivanjc T-2 lokaina, HT-2 toksina 1 T-2 triola u aerurnu. Rasponi
ozna&vaju utandardnu devijaciju. Koreladoni koeficijcnti: Or= 0,9880,  r= 0,9925/^ r= 0,9579

Snimajudi u masenoj spektrometriji samo pojedinc jone iz spektra postoji
opasnost gubitka specifidnosti analize. Da bi se ispitala "distoda0 pikova, uporedeni
su odnosi intenziteta pojedinih jona iz masenog spektra u smeSi standarda sa od-
nosom istih jona iz rcalnog uzorka. Razlike u odnosima ni u jednom sludaju nisu
vcde od 20%, 5to se smatra prihvatljivim i potvrdujc visoku specifidnost detek-
cionog sistema.
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DETERMINATION OF T-2 TOXIN AND ITS HYDROLITIC METABOLITES IN SERUM BY
GAS CHROMATOGRAPHY-MASS SPECTROMETRY

Summary

Simple and sensitive method for determination of T-2 toxin and its hydrolitic metabo­
lites (HT-2 toxin, T-2 triol and T-2 tetraol) in serum is developed. The method is based on
solid phase extraction by SEP PAK C-18 cartridges and derivatisation of extracts by trifluo­
roacetic anhydride. Derivatives are separated on HP-1 capillary column. Detection mode on
mass selective detector was select ion monitoring. Detection limits for T-2 toxin, HT-2 toxin,
T-2 triol and T-2 tetraol are 15, 5, 3, and 40 /zg/l respectivelly. Precission is acceptable
except for very small concentration of T-2 toxin.
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