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T-2 toxin: vyskyt a detekce
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SOUHRN

T-2 toxin: vyskyt a detekce

V této praci jsme se zaméfili na vyskyt a na metody detekce a stanoveni T-2 toxinu, ktery patii mezi
nejtoxictéjsi fusariové toxiny. Vzhledem ke svym fyzikalné-chemickym vlastnostem a vysoké toxi-
cité je T-2 toxin téZ klasifikovan jako potencidlné zneuZitelny pro vojenské operace a bioterorismus.
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SUMMARY

T-2 toxin: occurrence and detection

The paper is focused on the occurrence and methods for the detection of T-2 toxin, one of the most
toxic trichothecene Fusarium mycotoxin. Due to its physical-chemical properties and high toxicity,
T-2 toxin is classified as a potential biological warfare agent.
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Mykotoxiny jsou pfirodni nizkomolekuldrni toxické
latky, vznikajici jako sekundarni metabolity mikrosko-
pickych vlaknitych hub. Patfi mezi nejbézné;jsi kontami-
nanty potravinafskych surovin a hotovych vyrobkt. Do
potravniho fetézce pronikaji na vSech jeho drovnich,
pocinaje zkrmovanim pice a krmiv napadenych toxiko-
gennimi plisnémi aZ po nevhodné skladovaci podminky
potravin. Pfi konzumaci zpusobuji celou fadu onemoc-
néni, souborné€ nazyvanych mykotoxikdzy.

V této praci jsme se zaméfili na metody detekce a sta-
noveni T-2 toxinu, ktery patfi mezi nejtoxictéjsi fusario-
vé toxiny. Vzhledem ke svym fyzikdlné-chemickym
vlastnostem a vysoké toxicité je T-2 toxin téz klasifiko-
van jako potencidlné zneuZitelny pro bioterorismus 2.

1-2 toxin

T-2 toxin (téZ zvany Fusariotoxin T 2, Insariotoxin
¢i NSC 138780) patii do skupiny trichothecenovych
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Obr. 1. Chemicka struktura T-2 toxinu

mykotoxini. Obdobné jako jemu pfibuzné latky, ma
i on seskviterpenovou strukturu s epoxidovym kruhem
mezi uhliky v poloze 12 a 13, ktera je zodpovédna za
jeho toxické vlastnosti (obr. 1). Tyto toxiny jsou pro-
dukovéany zejména plisnémi rodu Fusarium. DéEli se
podle funkénich skupin do 4 zdkladnich skupin na tri-
chotheceny A — D. T-2 toxin patfi spolu s HT-2 ¢i dia-
cetoxyscirpenolem do skupiny A trichothecenovych
mykotoxind.
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Vyskyt T-2 toxinu

Ke kontaminaci obilovin ¢i krmiv dochazi na poli, ¢i
v pribéhu jejich nevhodného skladovéni. Na rast plisni
ma vliv zejména vlhkost substratu (asi 14 %), vodni akti-
vita (vice nez 0,65). Optimalni podminky jsou teplota
3-8 °C, aktivita vody 0,75. Néktera fusaria (F. sporotri-
chioides, F. poae, F. tricinctum) dokazi produkovat
mykotoxiny i pfi —4 °C.

Podle dat zvefejnénych v rdamci projektu SCOOP
(Scientific Co-operation on Questions relating to Food)
financovaného Evropskou komisi vyplyva, Ze z 3420
vzorkll potravin testovanych v obdobi biezen 2002 a7
leden 2003 bylo 20 % pozitivnich na obsah T-2 toxinu .
Nejcastéji byvaji napadeny obilniny, zejména proso i
oves.

Limity

Védecky vybor pro potraviny stanovil ve vyhlasce EC
856/2005 predbéZnou pripustnou kombinovanou denni
davku pro T-2 toxin a HT-2 toxin ve vysi 0,06 ug/kg
t€lesné hmotnosti ¥. Odhadovany denni piijem téchto
mykotoxinti vSak pfevySuje tuto normu. Proto je nyni
pozornost zaméfena na vyzkum jejich toxikologickych
vlastnosti a vyvoj citlivé metody jejich stanoveni.

Vliv na zdravi

Letalni davka T-2 toxinu se li$i podle zptisobu podani.
U mysi je pfi per os podani asi 0,5 mg/kg, intravenézné
3.8 mg/kg, 2,1 mg/kg, dermilné pres 10 mg/kg Zivé
vahy. Ziejmé nejvyznamnéj$im toxickym uéinkem T-2
toxinu je jeho ptisobeni na syntézu peptidd, a to at jiz pri
zahajeni syntézy, prodluZovani peptidového fetézce, tak
i pfi jeho terminaci. Ovliviiuje tak tvorbu peptidickych
vazeb skrze interferenci s peptidyltransferasou .

V buiikidch zvySuje peroxidaci lipidd v bunécnych
membranach, proto jsou jako profylaktika testovany
antioxidanty. Nékteré z nich vykazuji nadéjné vysledky
(vitamin E), u jinych jako napfiklad vitaminu C tento
ucinek pozorovan nebyl ©. Dal§im d¢inkem je potladeni
imunity, a tim i moZnost sekundérnich infekci. Je fazen
mezi radiomimetické latky, tj., zvySuje Ucinky radioak-
tivniho zafeni na organizmus.

Hlavnimi cestami biotransformace trichothecent jsou
oxidace, de-epoxidace a hydrolyza napriklad karboxyl-
esterasami. Vzniklé produkty jsou polarnéjsi a maji mno-
hem mensi toxicitu neZ ptivodni T-2 toxin. Z téla jsou tri-
chotheceny vylucovany hlavné jako glukuronové
konjugaty.

Ze zdravotniho hlediska je vyznamna chronicka otra-
va, zvana alimentarni toxicka aleukie (ATA), ktera se
projevuje pii dlouhodobé€jsim piijmu trichothecenovych
mykotoxinti v potravé. V roce 1913 byl zaznamenin
masivni vyskyt (ATA) na Sibifi. Za druhé svétové valky
zemielo v byvalém Sovétském svazu pres 17 000 lidi po
konzumaci prosa napadeného F. poae a F. sporotrichoi-
des. Onemocnéni probihd v nékolika fazich. V pribéhu
prvni faze se projevi gastroinerstinalnimi (GIT) sympto-
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ni zdravotniho stavu, ale zadind se projevovat anémie
a dochazi ke zménam v krevnim obrazu. Pokud nedojde
k pferuseni pfijmu kontaminované potravy, nastivd po
nékolika tydnech tieti faze, pti které se objevuji nekro-
tické 1éze v dychacich cestach a v GIT. Casté jsou i bak-
teridlni infekce a problémy s krvacivosti 7.

MozZné zneuZiti T-2 toxinu

Byly izolovany kmeny F. sporotrichoides, schopné
produkovat az 4,1 g T-2 toxinu/kg infikovaného prosa.
V dobé genetického inZenyrstvi miZe po zaclenéni
vhodného genu do DNA plisné vyrazné zvysit produkci
konkrétniho toxinu. Pfiprava mykotoxini je tedy financ-
né i technicky nendro¢nd, a proto je nutné ocekavat
i jejich mozné zneuziti k teroristickym utoktim vici
civilnimu obyvatelstvu. V pfipadé T-2 toxinu tomuto
nahravaji i jeho dalsi vlastnosti, jako je jeho netékavost,
tepelnd stabilita, Spatnd rozpustnost ve vodé i vysoka
Zivotaschopnost jeho producenta. Vzhledem k tomu, Ze
se jednd o netékavou latku, v dvahu pripada hlavné jeho
aplikace ve formé aerosolu, kterd je z technického hle-
diska velmi snadno proveditelna. Ve formé aerosolu jsou
trichotheceny podobné ucinné jako yperit. Poskozeni
kGzZe nastava jiz pfi 400x niz8ich koncentracich neZ
u yperitu. Aerosol také usnadiiuje vstiebavani trichothe-
centll, zejména je-li velikost jeho Castic v rozmezi 1 az
10 um, kdy dochézi k priniku téchto ¢astic az hluboko
do plic. Jeho inhalaéni toxicita je srovnatelna s yperitem
¢i lewisitem. Z dalSich forem moZného pouziti T-2 toxi-
nu je mozné jmenovat letecky postfik ve formé prachu,
kapicek ¢i koure. Z hlediska zneuZiti pro bioterorismus
je podstatnym faktem i to, Ze dosud neni znamo Zadné
antidotum.

Nejznaméjsim, i kdyZ dosud ne zcela potvrzenym pii-
padem pouziti trichothecent jako zbrané, je ptipad tzv.
,.Zlutého desté”. V 70. a na zac¢atku 80. let minulého sto-
leti se objevily domnénky, Ze zbrané s aerosolem obsa-
hujicim trichotheceny byly pouzity proti civilnimu oby-
vatelstvu v Laosu, KambodZi a Afganistanu. Jednotlivé
pripady intoxikaci mély spole¢né symptomy, jako je zvy-
Send krvacivost, nauzea, horecka, zévraté apod. V nedav-
né minulosti bylo podezieni, Ze na biologické zbrani
s naplni T-2 toxinu eventudlng aflatoxind pracoval i Irdk.

Kromé pfimého vyuZiti toxinu proti lidem je moZné
vyuzit i jeho producentti — plisni — k napadeni obili. Vét-
$i rozsah napadeni obilovin ma dopad jak na lidské zdra-
vi, tak i na ekonomiku daného statu.

Detekce a stanoveni T-2 toxinu

Vzhledem k dominantnimu zastoupeni trichothecend
skupin A a B jsou také metody stanoveni trichothecenti
zaméfeny prave na tyto dvé skupiny.

Pfiprava vzorki k vlastnimu stanoveni spociva
v odstranéni matrice, ve které ma byt T-2 toxin stanovo-
van. Nejcastéji jsou aplikovany rtizné extrakeni postupy.
Kapalinova extrakce je provadéna, vzhledem k jeho
nerozpustnosti ve vodé, niZS§imi alkoholy a polarnimi
organickymi rozpoustédly, jako jsou methanol, ethanol,
aceton, acetonitril apod., ¢i jejich smési s vodou 9. Dale
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jsou vyuZzivany extrakce na pevné fazi (solid phase
extraction, SPE) ¥, iontomé&ni¢e 2" & superkritickd
fluidni extrakce (supercritical fluid extraction, SFE) 22

Metody zjisfovani ptitomnosti T-2 toxinu lze rozdélit
do dvou skupin, na screeningové a analytické ®. Scree-
ningové metody, jako jsou tenkovrstvd chromatografie
(TLC) * nebo ELISA (enzyme-linked imunosorbent
assay) 2¥, jsou rychlé, nenaro¢né na laboratorni vybave-
ni a jsou i relativné presné.

Pfi TLC probihd stanoveni na tenké vrstvé sorbentu
zakotveného na vhodné podloZce; ke kvantifikaci slouZi
rizné fyzikalné-chemické metody, jako jsou napiiklad
intenzita fluorescence skvrny, jeji absorpce v ultrafialové
¢i viditelné oblasti. Cely proces je mozné automatizovat.
K vyhodnocovani chromatogramu pak slouzi pfistroje
podobné scannerim, tzv. denzitometry. Vyhodou TLC
metod pfi stanoveni stopovych mnozstvi latek je moz-
nost pouZiti velkého objemu vzorku. Negativem je jeji
mala separacni ucinnost, a tim i neschopnost oddélit od
sebe strukturné podobné latky.

Dalsi screeningovou metodou zavedenou pro stanove-
ni T-2 toxinu je ELISA. Podstatou metody je interakce
analytu a protilatky s vdzanym barvenym enzymem.
Ke kvantifikaci je opét vyuZivdna celd fada nejCastéji
optickych metod. Na rozdil od TLC je méné presna, je
v8ak rychlejsi a ma vétsi vytéZnost. Pro stanoveni jsou
vyuzivany jak monoklondlni, tak polyklondlni protilatky.
Citlivost ELISA lze zvyS§it znacenim protilatek naptiklad
fluorescenénimi ¢i chemiluminiscenénimi latkami .
I pres toto zlepseni citlivosti neni ELISA schopna dosah-
nout detek¢nich limitd srovnatelnych s chromatografic-
kymi metodami s hmotnostni detekci.

K analytickému stanoveni T-2 toxinu slouZi zejména
chromatografické metody — plynova a kapalinova chro-
matografie v kombinaci s detekci v ultrafialové oblasti,
fluorescencné (po derivatizaci) ¢i hmotnostnim detekto-
rem.

Plynova chromatografie vyZaduje vzhledem k nizké
tékavosti T-2 toxinu zpravidla derivatizaci jeho hydroxy-
lové skupiny a nasledné stanoveni ve form¢ trimethylsi-
lyl-heptafluorobutyryl-trifluoroacetyl ¢i jiného derivatu.
Limity detekce zavisi na pouZitém detektoru. U plame-
nové ioniza¢niho detektoru (FID) bylo dosaZeno u silyl-
derivatu limitu detekce 8 ug/l u piva 9, s detekci se
zachytem elektroni (ECD) 60 ug/kg v obilninach V.
Necitlivéj$im metodou je detekce hmotnostni (MS). Tou-
to detekcei 1ze dosdhnout droveri 0,1-0,5 ug/kg 2.

Ackoliv plynova chromatografie, zejména v kombina-
ci s hmotnostni detekci, poskytuje dostate¢né nizké
detek¢ni limity, nutnost derivatizace ji ¢ini mnohem
komplikovanéjsi neZ kapalinovou chromatografii
(HPLC). K HPLC separaci jsou v drtivé vétSin€ pouziva-
ny kolony s reverzni fazi. T-2 toxin je pak detekovan
mérenim refrakéniho indexu, dale v ultrafialové oblasti
zafeni, pres fluorescenci (po derivatizaci) azZ po hmot-
nostni detekci, ktera je opét nejcitlivéjsi.

Fluorescen¢ni detekce patii mezi velmi citlivé a selek-
tivni metody. Velmi mélo latek je schopno fluoreskovat.
Ani T-2 toxin neobsahuje Zadny fluorofor a neni tedy
schopen vyzatovat fluorescenci. Je proto nutné zavést do
jeho molekuly takovy fluorofor zavést. Byva proto deri-

vatizovan, napiiklad 1-antroylchloridem ' &i kumarin-3-
-karbonylchloridem '¥. Detekeni limity se pohybuji
kolem 5 ug/kg resp. 0,6 ug/kg pSenice.

Nejvice pouzivanou metodou pro stanoveni T-2 toxinu
v environmentalnich vzorcich je v§ak HPLC v kombina-
ci s MS detekci . Limity detekce se lisi od naro¢nosti
MS instrumentace a pouZité matrice, pocinaje 9 az
15 wg/kg v pSenici u jednoduchého kvadrupdlu 617
pies 3 ug/kg v pSenici u iontové pasti ' az po 0,3 ug/kg
u trojitého kvadrupdlu '

ZAVER

Detekce a stanoveni obsahu T-2 toxinu v potravinach,
krmivech ¢i jinych environmentdlnich vzorcich v posled-
nich letech nabyva na dileZitosti vzhledem k jeho negativ-
nimu pisobeni na lidsky organizmus a také z hlediska jeho
potencidlniho zneuZiti teroristy. Metodika detekce a stano-
veni T-2 toxinu sméfuje ke kapalinové chromatografii
s hmotnostni detekci s predchozim pfedCisténim vzorku
extrakci na pevné fazi. Tento postup je rychly, mé vysokou
citlivost a je mozné stanovit i stopova mnozstvi T-2 toxinu.
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Program: Pfiprava pracovisté, pracovnikli a materiald k fedéni
cytostatik. Vlastni pfiprava, kontrolni a dokumenta¢ni ¢innost.
Skolitel: PharmDr. P. Sedénkova

Misto kondni: Ostrava, 17. listopadu 1790, FNsP, 1ékarna
Predpoklddana cena: 600 K¢

9. 10. 2007

213014  Odborna staz — Priprava cytostatik

Urceno pro farmaceuty, ktefi se zabyvaji touto problematikou.
Program: Priprava pracovisté, pracovnikli a materidll pro praci

s cytostatickymi 1€Civy za aseptickych podminek. Néacvik piipravy,
kontrolni a dokumentacni ¢innost. Ucast pfi tvorbé chemoterapeutic-
kého rezimu.

Skolitel: Mgr. L. Dolezalova

Misto kondni: Brno, Zluty kopec 7, Masarykiv onkologicky ustav,
1ékarna

Predpoklddand cena: 1200 K¢

16.-17. 10. 2007 a 13.-14. 11. 2007

Dalsi terminy dle dohody.

213015  Odborna staz — Priprava a kontrola o¢nich pripravki
Urceno pro farmaceuty pripravujici v 1ékdrnach o¢ni pfipravky.
Program: Predpisy a vybaveni pracovisté pro pfipravu o¢nich
pfipravku. Pfiprava vybranych ocnich kapek a masti. Chemicka

a fyzikalné chemicka kontrola a kontrola sterility oc¢nich pfipravka
podle CL 2005.

Skolitel: Mgr. E. Kopecka

Misto kondni: Praha 4, Kréska 54, Lékarna Kréska

Predpokladand cena: 1200 K¢

23.-24. 10. 2007

213016  Odborna staz — Priprava cytostatik

Urceno pro farmaceuty a farmaceutické laborantky zabyvajici se
touto problematikou.

Program: Pfiprava pracovisté pro préci s cytostatickymi latkami za
aseptickych podminek. Vlastni pfiprava a kontrolni a dokumentacni
¢innost. PouZiti cytostatik v 1é¢bé détskych pacienti ve FN Motol.
Skolitel: PharmDr. P. Hordk

Misto kondni: Praha 5, V Uvalu 84, FN v Motole, 1ékédrna
Predpoklddana cena: 1200 K¢

24.-25. 10. 2007
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