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ABSTRACT

Introduction: Routine toxicological analysis is mostly focused
on the identification of non-organic and organic, chemically
different compounds, but generally with low mass, usually not
greater than 500-600 Da. Peptide compounds with atomic mass
higher than 900 Da are a specific analytical group. Several dozen
of them are highly-toxic substances well known in toxicologi-
cal practice, for example mushroom toxin and animal venoms.
In the paper the authors present an example of alpha-amanitin
to explain the analytical problems and different original solu-
tions in identifying peptides in urine samples with the use of
the universal LC MS/MS procedure.

Materials and methods: The analyzed material was urine
samples collected from patients with potential mushroom
intoxication, routinely diagnosed for amanitin determination.
Ultra filtration with centrifuge filter tubes (limited mass cut-
off 3 kDa) was used. Filtrate fluid was directly injected on the
chromatographic column and analyzed with a mass detector
(MS/MS).

ABSTRAKT

Wstep: Rutynowa analiza toksykologiczna materiatu biologicz-
nego obejmuje najczesciej badania w kierunku identyfikacji
zwigzkoéw o réznym charakterze, wtasciwosciach i budowie
organicznej lub nieorganicznej, jednak o masie nieprzekracza-
jacej 500-600 Da. Wiekszos¢ zwiazkow organicznych to czastki
o stosunkowo niewielkiej masie. Zupetnie odmienng grupg anali-
tyczna sg zwiazki o budowie peptydowej i masie przekraczajacej
900 Da, bedace sktadnikami wielu toksyn, szczegdlnie grzybow
kapeluszowych czy jadéw zwierzecych.

Celem pracy byto przedstawienie analitycznej specyfiki zwiaz-
kéw o strukturze peptydowej na przyktadzie alfa-amanityny,
oznaczanych w powszechnie stosowanych uktadach LC-MS/MS,
na podstawie badan wtasnych.

Materialy i metody: Materiat badawczy stanowit mocz pobie-
rany od pacjentéw w ramach rutynowej diagnostyki zatru¢ grzy-
bami, analizowany pod katem obecno$ci alfa-amanityny. Mocz
poddany zostat ultrafiltracji na filtrach wiréwkowych o odcie-
ciu masowym 3 kDa; przesacz poddano bezposredniej analizie
chromatograficznej z detekcjg mas.
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Results: The separation of peptides as organic, amphoteric com-
pounds from biological material with the use of the SPE tech-
nique is well known but requires dedicated, specific columns.
The presented paper proved that with the fast and simple ultra
filtration technique amanitin can be effectively isolated from
urine, and the procedure offers satisfactory sensitivity of detec-
tion and eliminates the influence of the biological matrix on ana-
lytical results. Another problem which had to be solved was
the non-characteristic fragmentation of peptides in the MS/MS
procedure providing non-selective chromatograms. It is possi-
ble to use higher collision energies in the analytical procedure,
which results in more characteristic mass spectres, although
it offers lower sensitivity.

Conclusions: The ultra filtration technique as a procedure of
sample preparation is effective for the isolation of amanitin
from the biological matrix. The monitoring of selected mass
corresponding to transition with the loss of water molecule
offers satisfactory sensitivity of determination.

Keywords: alpha-amanitin; peptides; LC-MS/MS.

Wyniki: Peptydy jako grupa zwigzkow organicznych wyka-
zujacych wiasciwosci amfoteryczne przy stosunkowo duzej
masie czasteczkowej moga by¢ ekstrahowane w uktadzie fazy
statej, jednak na dedykowanych kolumnach. W pracy wykazano,
iz zastosowanie ultrafiltracji na etapie przygotowania probek
do analizy pozwala na skuteczna izolacje alfa-amanityny, przy
zachowaniu wymaganej czutosci oznaczenia i ograniczeniu
wptywu matrycy na sprawnos¢ uktadu analitycznego. Specyfika
peptydow jest takze ich mato charakterystyczna fragmentacja,
skutkujaca jedynie intensywnym sygnatem o masie M-18. Wyko-
rzystanie tego przej$cia masowego w trybie pomiaru MS/MS nie
pozwala jednak na uzyskanie catkowicie selektywnego chroma-
togramu. Zastosowanie wyzszych energii kolizyjnych prowadzi
do uzyskania bardziej charakterystycznego widma masowego,
jednak skutkuje to jednoczesnym spadkiem czutosci oznaczenia.
Wnhioski: Ultrafiltracja jako etap przygotowania prébek w analizie
alfa-amanityny jest efektywna metoda izolacji peptydéw z matrycy.
Monitoring przejscia masowego w trybie MS/MS z utratg cza-
steczki wody pozwala na uzyskanie wysokiej czutosci oznaczenia.
Stowa kluczowe: alfa-amanityna; peptydy; LCMS.
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WSTEP

Wspoétczesnym problemem toksykologii klinicznej jest gwat-
townie wzrastajaca liczba zwigzkéw wykazujacych wysoka
aktywno$¢ biologiczng w bardzo niskich stezeniach. Wymusza
to ciggte poszukiwanie bardziej czutych i selektywnych metod
analitycznych oraz technik izolacji ksenobiotykdw. Obecnie juz
ponad 20 mln zwigzkéw chemicznych znajduje sie w oficjal-
nych §wiatowych wykazach. Ocenia sie, Ze ok. 200 tys. z nich
to praktycznie powszechnie dostepne substancje o réznym
charakterze kwasowo-zasadowym, budowie organicznej lub
nieorganicznej, stanowigce potencjalne zagrozenie toksyko-
logiczne [1]. Wiekszo$¢ zwiazkéw organicznych, takich jak:
alkohole, rozpuszczalniki, $rodki ochrony roslin, substancje
wykazujgce dziatanie narkotyczne i ich nowo projektowane
analogi funkcjonalne i strukturalne, to molekuty o stosun-
kowo niewielkiej masie, ktéra nie przekracza 500-600 Da (dal-
tonéw) [2].

Do odmiennej grupy analitycznej naleza ksenobiotyki
o budowie peptydowej i masie przekraczajgcej 9oo Da [3],
bedace sktadnikami wielu toksyn, szczegélnie grzybow kape-
luszowych oraz jadéw zwierzecych. Zatrucia grzybami kape-
luszowymi, jakkolwiek majg charakter sezonowy, stanowia
aktualny problem epidemiologiczny i toksykologiczny. Szcze-
golne zainteresowanie z uwagi na przebieg kliniczny zatrucia
i stosunkowo duzg $miertelno$¢ budza bicykliczne peptydowe
toksyny (amanityny, falo toksyny) grzybow z gatunku Ama-
nita phalloides i pokrewnych (A. verna, A. virosa) [4, 5]. W prak-
tyce podstawg rozpoznania zatrucia, obok obserwowanych
objawdw klinicznych, nadal jest identyfikacja mikroskopowa
zarodnikéw w tresci przewodu pokarmowego oraz coraz cze-
$ciej analityczne potwierdzenie obecno$ci w moczu gtéwnej
toksyny - alfa-amanityny [6, 7].

Tandemowa spektrometria mas sprzezona z chromato-
grafia cieczowa uwazana jest obecnie za metode z wyboru
w badaniach proteomicznych i analizie peptydéw [3, 6].
Specyfika peptydéw jest takze ich mato charakterystyczna
fragmentacja, skutkujaca jedynie intensywnym sygnatem
o masie M-18. Wykorzystanie tego przej$cia masowego w try-
bie pomiaru MS/MS nie pozwala jednak na uzyskanie catko-
wicie selektywnego chromatogramu, z uwagi na wspétobec-
nos$¢ wielu innych peptydéw o masie <3 kDa, interferujgcych
w pomiar. Zastosowanie wyzszych energii kolizyjnych pro-
wadzi do uzyskania bardziej charakterystycznego widma
masowego, jednak skutkuje to jednoczesnym spadkiem czu-
tosci oznaczenia [6].

MATERIALY | METODY

Materiat stanowity préobki moczu pobierane od pacjentéw
w ramach rutynowej diagnostyki zatru¢ grzybami (bada-
nie sporologiczne w poptuczynach zotadkowych i w kale).
Mocz wirowano (14 tys. obrotdw/min) przez 5 min, uzyskany
supernatant w ilo$ci 0,5 mL nanoszono na filtr wiréwkowy
o selektywnym odcieciu masowym 3kDa (Amicon Ultra - 0,5
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nr kat. UFC500396, Merck Millipore) i ponownie wirowano
przez 10 min (12 tys. obrotéw/min). Przesgcz po odwirowaniu
rozcienczono woda z dodatkiem 0,1% objeto$ciowego kwasu
mréwkowego (HCOOH) i poddawano bezposredniej analizie
chromatograficzne;j.

Rozdziat chromatograficzny prowadzono z wykorzystaniem
chromatografu cieczowego firmy Eksigent Ekspert UltraL.C
110XL, na kolumnie monolitycznej Chromolithic® Performance
RP-18e 100 - 2 mm (Merck), w trybie gradientowym, objetos$¢
nastrzyku 25 pL. Faza ruchoma (0,4 mL/min): woda (A) - ace-
tonitryl (B) z dodatkiem 0,1% HCOOH. Czas rozdziatu 10 min,
gradient 0-0,5 min 95% A, 6 min 5% A, 8 min 5% A, 8,2 min
95% A, 10 min 95% A.

Chromatograf sprzezono z wysokorozdzielczym spektro-
metrem mas typu QqTOF firmy AB Sciex model TripleTOF
5600+. Probki analizowano po kalibracji zewnetrznej i joni-
zacji w zrodle typu DuoSpray (ESI - prébka; APCI - roztwor
kalibracyjny), w trybie fragmentacji wybranych jonoéw pseu-
domolekularnych (MS/MSHR).

WYNIKI

Peptydy jako grupa zwigzkéw organicznych wykazujacych
wtasciwosci amfoteryczne przy stosunkowo duzej masie cza-
steczkowej moga by¢ ekstrahowane w uktadzie fazy statej,
jednak na dedykowanych kolumnach, o innych wtasciwos$ciach
niz stosowane powszechnie do ekstrakcji zwigzkéw nisko-
czasteczkowych. Ich bardzo dobra rozpuszczalno$¢ w wodzie,
bez wzgledu na zmiany pH, ogranicza zastosowanie ekstrakcji
ciecz-ciecz. W przeciwienistwie do biatek peptydy nie ulegaja
typowym przemianom, jak wytracanie z roztworu poprzez
wysalanie, dodatek rozpuszczalnika czy soli metali ciezkich.

Z uwagi na przedstawione problemy podjeto prébe zastoso-
wania wtasnej procedury z wykorzystaniem filtréw probow-
kowych o ustalonym punkcie odciecia masy. Przedstawione
w pracy wyniki badan wskazuja, iz zastosowanie ultrafiltracji
na etapie przygotowania prébek do analizy pozwala na sku-
teczng izolacje alfa-amanityny, przy zachowaniu wymaganej
czutosci oznaczenia, a co wazne - przy jednoczesnym ogra-
niczeniu wptywu matrycy na sprawnosc¢ uktadu analitycz-
nego (ryc.1i2).

Kolejnym problemem wymagajacym analitycznego roz-
wigzania byta przewidywana i typowa dla peptydéw mato
charakterystyczna fragmentacja oznaczanego ksenobiotyku,
skutkujaca jedynie intensywnym sygnatem o masie M-18. Juz
wcze$niej badacze zwracali uwage, ze w przypadku zwigzkéw
peptydowych wykorzystanie przejscia masowego w trybie
pomiaru MS/MS nie pozwala na uzyskanie catkowicie selek-
tywnego chromatogramu, z uwagi na wsp6tobecno$¢ w mate-
riale biologicznym wielu innych peptydéw o masie <3 kDa,
interferujacych w pomiar [6].

Jednoczes$nie, jak mozna byto przewidywac, zastosowanie
wyzszych energii kolizyjnych prowadzito do uzyskania bar-
dziej charakterystycznego widma masowego, co skutkowato
jednak jednoczesnym spadkiem czutosci oznaczenia (ryc. 3-7).
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RYCINA 1. Chromatogram wybranego pradu jonowego dla przejscia 919,3-901,35 £0,05; wzorzec alfa-amanityny w stezeniu 10 ng/mL
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RYCINA 2. Krzywa kalibracyjna dla alfa-amanityny
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RYCINA 3. Podejrzenia zatrucia muchomorem (wywiad - spozycie ptachetki kotpakowatej), analiza w kierunku alfa-amanityny: a) chromatogram probki
badanej MS/MS: 919,3-901,35 +0,05; b) mocz badany z dodatkiem alfa-amanityny 100 ng/mL (Delta RT - 0,4 min)

DYSKUSJA

Wybér i przygotowanie optymalnej metody izolacji kseno-
biotyku, zapewniajacej uzyskiwanie powtarzalnych i pew-
nych wynikéw, ktére nadaja sie do interpretacji i wniosko-
wania klinicznego, jest w analizie toksykologicznej istotnym
wyzwaniem. Najcze$ciej stosowana w praktyce toksykolo-
gicznej metoda izolacji ksenobiotykdw jest ekstrakcja typu
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ciecz-ciecz. W przypadku zwigzkéw peptydowych z uwagi
na ich bardzo dobra rozpuszczalno$¢ w wodzie (bez wzgledu
na zmiany pH) zastosowanie ekstrakcji ciecz-ciecz jest mocno
ograniczone. W przeciwienstwie do biatek, peptydy nie ule-
gaja takze typowym reakcjom stosowanym w analizie pre-
paratywnej, jak: wytrgcanie z roztworu poprzez wysalanie,
dodatek nadmiaru rozpuszczalnika czy soli metali ciezkich.
Wedtug wielu badaczy zwiazki peptydowe moga by¢ réwniez

ojs.pum.edu.pl/pomijlifesci
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RYCINA 5. Skan w trybie TOF - interferencja matrycy biologicznej (919,3898)

frakcjonowane elektroforetycznie na zelu lub ekstrahowane
w uktadzie fazy statej, co wymaga jednak zastosowania dedy-
kowanych kolumn separacyjnych o odmiennej charakterystyce
niz stosowane rutynowo do ekstrakcji zwigzkéw niskocza-
steczkowych [3, 8, 9, 10].

Przedstawione wynik badan wtasnych wskazujg na mozli-
wos¢ zastosowania dla izolacji peptydéw na etapie przygoto-
wania prébek do analizy metody ultrafiltracji. Jak sie okazato,
ta dotychczas rzadko stosowana technika pozwala na skuteczna
izolacje alfa-amanityny i zachowanie wymaganej czuto$ci ozna-
czenia, przy jednoczesnym ograniczeniu wptywu matrycy
na sprawno$¢ uktadu analitycznego. Podobne rozwiazania
w ostatnich latach prébowali zastosowa¢ Nomura i wsp. [10].
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Odrebny problem analityczny przedstawiony w pracy,
awynikajacy ze specyficznych cech grupy peptydow, stanowita
takze ich mato charakterystyczna fragmentacja masowa skut-
kujaca jedynie intensywnym sygnatem o masie M-18. Wykorzy-
stanie tego przej$cia masowego w trybie pomiaru MS/MS nie
pozwala jednak na uzyskanie catkowicie selektywnego chro-
matogramu z uwagi na wspétobecnos¢ wielu peptydéw endo-
gennych o masie <3 kDa, interferujgcych w przeprowadzany
pomiar. Ten problem poruszany jest przez wiekszo$¢ bada-
czy zajmujacych sie proteomiky [2, 6, 9]. Jednym z mozliwych
rozwigzan jest zastosowanie wyzszych energii kolizyjnych,
co pozwala na uzyskanie bardziej charakterystycznego widma
masowego. Zaznaczy¢ jednak nalezy, ze taka zmiana skutkuje
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I +TOF Product (919.4): 2.6334 min from Sample 1 (Sample) of 20150314tk2.wiff
a=7.03080062424605220e-004, 10=-2.86636872733401110e-001 (DuoSpray ())
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RYCINA 6. Skan alfa-amanityny oraz prébki badanej w trybie MS/MS: a) wzorzec amanityny; b) prébka badana

jednoczesnym spadkiem czutos$ci oznaczenia. Nalezy zwroci¢
uwage na mozliwo$¢ rejestracji, a zatem interferencje w wynik
pikow tta biologicznego [9]. Wymaga to doktadnej i krytycznej
oceny uzyskiwanych chromatogramoéw, jakkolwiek bowiem
réznice czaséw retencji moga by¢ niewielkie, to eluuja one
w innym czasie, dlatego istnieje mozliwo$¢ ich rozrdznienia.

Reasumujgc, przygotowanie procedury dla efektywnej, tok-
sykologicznej analizy peptydowych toksyn wymaga od anali-
tyka krytycznej oceny przyjetych warunkdéw, uwzgledniajacych
optymalng metode izolacji, a takze stosowanie selektywnych
detektoréw masowych i wysokorozdzielczych kolumn chro-
matograficznych.
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WNIOSKI

1. Ultrafiltracja jako etap przygotowania prébek w ana-
lizie alfa-amanityny jest prostg, szybka i efektywng metoda
izolacji peptydéw z matrycy.

2. Monitoring przej$cia masowego w trybie MS/MS z utratg
czasteczki wody pozwala na uzyskanie wysokiej czutosci ozna-
czenia.

3. Istotne znaczenie dla skutecznej analizy peptydéw moze
mie¢ uzywanie wysokorozdzielczych kolumn chromatogra-
ficznych, a nie tylko selektywnych detektoréw masowych.
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I +TOF Product (919.4): 26334 min from Sample 1 (Sample) of 20150314tk2.wiff
a=7.03080062424605220e-004, t0=-2.86636872738401110e-001 (DuoSpray ())
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RYCINA 7. Skan alfa-amanityny i probki badanej w trybie MS/MS ilustrujacy wzrost selektywnosci i jednoczesny spadek czutosci oznaczenia: a) wzorzec
amanityny; b) prébka badana
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KOMENTARZ

W artykule przedstawiono wyniki badan dotyczacych
wykonywania spektometrii mas do oznaczania alfa-ama-
nityny, zwigzku o strukturze peptydowej i masie przekra-
czajacej 900 Da. Zwiazki o takich wtasciwosciach sa sktad-
nikami wielu toksyn, zwtaszcza grzybéw kapeluszowych.

48

Zagadnienie to jest wiec niezwykle wazne i aktualne, tym
bardziej, ze w polskich warunkach, szczegélnie w sezonie
letnio-jesiennym, notuje sie czesto nawet masowe zatru-
cia grzybami. Z metodycznego punktu widzenia na uwage
zastuguje wprowadzenie na etapie przygotowywania prébek
moczu do analizy, ich ultrafiltracja, co pozwala na efektywna
izolacje peptydéw. To jest nowy element o duzym znaczeniu
utylitarnym. Artykut wnosi nowe, wazne w zakresie dia-
gnostyki toksykologicznej propozycje analityczne o duzym
znaczeniu praktycznym.

prof. dr hab. Maciej Rogalski

ojs.pum.edu.pl/pomijlifesci
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