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Abstract

Analysis of biological material collected during autopsies and even from living humans for the presence of amanitins and oth-
er fungal toxins remains a challenge in forensic toxicology. A qualitative method for the detection of a-amanitin, f-amanitin,
y-amanitin, muscarine, and psilocin in blood and urine has been developed. To achieve this goal, solid phase extraction HLB 3cc
60mg columns were used. Blood and urine samples were purified with water and aqueous methanol solution, and then extracted
with acetonitrile. An LC/QTOF system equipped with a C18 column was applied to identify the analytes. Acetonitrile and water
with formic acid were utilized as mobile phases. The developed method was validated. The detection limits for a-amanitin,
B-amanitin, y-amanitin, muscarine and psilocin are, respectively, 1.4 ng/ml, 0.3 ng/ml, 1.2 ng/ml, 1.8 ng/ml, and 0.3 ng/ml in
blood, and 1.5 ng/ml, 2.1 ng/ml, 1.5 ng/ml, 1.6 ng/ml, and 1.1 ng/ml in urine. The developed method allows for efficient, qual-

itative identification of all the above-mentioned compounds in a toxicological laboratory.
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1. Introduction

Over the last few decades, the variety of mush-
rooms (fungi) that you can buy in shops or eat in res-
taurants has increased dramatically. More frequent
consumption of mushrooms does not only concern
cultivated varieties, but also those which can be ob-
tained from the natural environment. In China, Japan
and Europe there is a deeply rooted tradition of in-
dependently picking and eating mushrooms. This is
supported by numerous illustrated publications con-
taining photographs and information on the subject
of mushroom toxicity (Hall, Stephenson, Buchanan,
Wang, Cole, 2003; Lampe, 2018; Walton, 2018).

Mushroom poisoning is mainly caused by inges-
tion of toxins contained in them. In Poland, despite
universal access to information concerning poisonous
mushroom species and the deeply rooted tradition of
mushroom picking, the number of poisonings is still
high (Fig. 1). They cause various symptoms, the most
frequent being intestinal disturbances, causing diar-
rhoea, nausea, gut ache and vomiting. We can divide
them into early, late and very late poisonings. They
sometimes differ in terms of time of onset of symp-
toms after the moment of consumption of poisonous
mushroom species. Symptoms of early poisonings ap-
pear after about 6 h, late poisonings after 624 h, very
late poisonings after more than 24 h.
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The most common cause of poisoning is acci-
dental consumption of poisonous mushrooms, which
may be due to lack of knowledge or a simple mistake.
The death cap (Amanita phalloides) can be mistaken
for the green-cracking russula (Russula virescens),
parasol mushroom or the common/field mushroom.
The deadly fibrecap (Inocybe erubescens) resembles
St George’s mushroom or some species of Agaricus.
The brain mushroom (Gyromitra esculenta) may be
mistaken for the common morel (Morchella esculen-
ta) (Marciniak, Ferenc, Kusowska, Cie¢wierz, Kowal-
czyk, 2010; Gonmori, Fujita, Yokoyama, Watanabe,
Suzuki, 2011; Pach, 2009). Almost all poisonous
mushrooms except a few poisonous species boleta-
ceae have lamellae (gills) under their caps, which
makes it easier to distinguish them (Marciniak et
al., 2010). Among the most dangerous mushrooms
are species from the genus Entoloma, Cortinarius,
Amanita, Gyromitra, Inocybe, Galerina, Tricholoma,
Clitocybe, Paxillus, and Macrolepiota (Burda, 1998;
Ciszowski, 2020). The substances contained in them
have very broad toxic effects. Their consumption may
result in liver or kidney damage, irreversible damage
to the central nervous system, and in milder cases, gas-
trointestinal disorders (Burda, 1998).

Because of their widespread availability, mush-
rooms can be used to cause intentional harm to health

or murder. The deliberate consumption of species
containing psychoactive compounds should not be
overlooked either. These types of mushrooms are also
present in Poland, are relatively easily available, and
their consumption has strong psychedelic effects —
they can lead to perception disorders, mood changes,
or hallucinations.

Amatoxins are the most strongly acting toxins
originating from mushrooms (Table 1). They exhibit
hepatotoxicity, causing fulminant liver failure, lead-
ing to death (Burda, 1998; Ciszowski, 2020). They
include a-amanitin, f-amanitin, y-amanitin, g-amani-
tin, proamanulin, amanulin, amanulic acid, amanine,
amaninamide; the most relevant to the present work
are included in Fig. 2. Among the listed amanitins,
a-amanitin shows the strongest toxicity. Its high de-
composition temperature of over 254°C means that no
form of culinary processing inactivates it. It is absorbed
into the human body from the gastrointestinal tract, is
detectable in blood 30 minutes after consumption, and
excreted in urine over the next 72 hours. Its concen-
tration in the blood declines rapidly over the next 36
hours, after which the chance of detecting this toxin
in the blood decreases rapidly. Amongst the amanitins
circulating in the blood, up to 57% of them can be cap-
tured by the liver (Faulstich, Talas, Wellhoner, 1985;
Filigenzi, Poppenga, Tiwary, 2007; Magdalan, 2010).
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Fig. 1. Total number of mushroom poisonings in Poland between 20102018 (Chief Sanitary Inspector, 2010-2018).
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Then, thanks to a polypeptide transporting organic an-
ions, they enter liver cells where they bind to RNA
polymerase II. This process results in inhibition of
transcription and subsequently (inhibition of) protein
synthesis, leading to liver cell death (Filigenzi et al.,
2007; Oslon, 2011;Walton, 2018).

The most common cause of muscarine poison-
ings is accidental ingestion of mushrooms containing
muscarine, which include mushroom species in the
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inocybaceae family. Symptoms of poisoning caused
by this toxin appear between 30—120 minutes after
consumption (Bresinsky, 1990). When it enters the
human body, muscarine (Fig. 3) binds to acetylcholine
receptors, causing a set of characteristic symptoms
such as salivation, pupil constriction, sweating, and
bradycardia (Malone, Brown, Stuntz, Tayler, 1962;
Burda, 1998; Catalfomo, Eugster, 1970).

OH HN

HO

Fig. 2. Structural formulas of a) a-amanitin, b) B-amanitin, c) y-amanitin, d) amaninamide. Differences between a-amanitin and

other compounds are indicated in red circles.
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Fig. 3. Structural formula of muscarine.

Psilocin and psilocybin are psychoactive sub-
stances that occur naturally in mushrooms from the
species Psilocybe semilanceata, Psilocybe mexica-
na, Psilocibe cubensis, Psilocibe azurescens (Dydak,
Sliwinska-Mosson, Milnerowicz, 2015; Geschwinde,
2003; Horita, Weber, 1961; Jasicka-Misiak, Mty-
narz, Kafarski, 2006; Martin, Schiirenkamp, Pfeiffer,
Kohler, 2011). The first symptoms appear between
10 and 30 minutes after consumption. These include
dizziness, impaired coordination and pupil dilatation.
The most characteristic symptoms occurring approxi-
mately 30 minutes after consumption include impaired
perception, disturbed sense of time flow, and distorted
perception of one’s own body. The effects last for 4 to
8 hours (Pach, 2009). Both psilocin and psilocybin

a) b)

HC

HO__ / “N—CHs3

have a chemical structure similar to serotonin (Fig. 4),
and their affinity for serotonin receptors is responsible

for their psychoactive effects (Bojko, 2014).

Ingested psilocybin is dephosphorylated to psi-
locin (Fig. 5), a pharmacologically active substance
(Horita, Weber, 1961).

Table 1 contains information on lethal doses of the
analysed substances; for psilocin, ibotenic acid and
muscimol there are no relevant data in the literature.

Table 1

Lethal levels and doses of the analyzed substances in
blood and urine

Compounds | Lethal levels | Lethal levels | Lethal dose
in blood [ng/ | in urine [ng/ | [mg/kg]
ml]. ml].
o-amanitin 8.0-190 53-4820 0.1-0.3
B-amanitin 15.9-162 75-4400 0.1-0.3
y-amanitin - - 0.1-0,3
muscarine - - 40495
—no data
<)
HaC NH,
“N—CHs

@Ec 0

Fig. 4. Structural formulas of: a) psilocybin, b) psilocin and ¢) serotonin.
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Fig. 5. Metabolic pathway of psilocybin.

/
OH
—
N
H

Psilocin

HsC

Ir=

H
N

L/

— HO
N"——CH3
OH HeC

Psilocin glucuronide

Problems of Forensic Sciences 2021, vol. 126, 127, 137-151



Screening method for the analysis of blood and urine for the presence of naturally occurring toxic compounds... 141

Many methods have been developed for the detec-
tion of amanitins in blood and urine. Older publica-
tions focus on the detection of a-amanitin and B-aman-
itin using high-performance liquid chromatography
(HPLC). The described methods use large amounts
of reagents and analysed biological material; their de-
tection limit is about 10 ng/ml (Belliardo, Massano,
1983; Jehl et al., 1985; Jaeger, Jehl, Flesch, Sauder,
Kopferschmitt, 1993). A paper published in 2000 by
Maurer et al. describes the detection of a-amanitin and
-amanitin in urine using liquid chromatography cou-
pled to mass spectrometry (LC-MS). This method has
a satisfactory detection limit of 5 ng/ml for both ana-
lysed compounds. However, the extraction procedure
is complicated, requires the use of immunoaffinity col-
umns, incubation, and also consumes large amounts of
analysed biological material (Maurer, Schmitt, Weber,
Kraemer, 2000). Subsequent publications, published
between 2010 and 2018, mention that much better
detection limits of 0.22—10 ng/ml for a-amanitin and
0.20-10 ng/ml for B-amanitin in blood and urine have
been achieved (Abbott et al., 2018; Tanahashi et al.,
2010; Azul, 2013; Feng et al., 2015). y-amanitin was
only included in the method described in 2018, where
the detection limit was set at 0.169 ng/ml in urine
(Abbott et al., 2018). Various coupled techniques
(LC-MS, capillary electrophoresis coupled to mass
spectrometry — CE-ESI-MS/MS) have been used
to detect muscarine, and their detection limit ranges
from 0.09 to 0.73 ng/ml. The analysed biological ma-
terial was urine (Ginterova et al., 2014; Merova et al.,
2011). Various chromatographic techniques (HPLC,
LC-MS, LC-MS/MS, gas chromatography coupled
with mass spectrometry — GC-MS) are used for the
detection of psilocin; these techniques achieve a de-
tection limit ranging from 0.5-52 ng/ml for blood and
0.5-18 ng/ml for urine (Hasler, Bourquin, Brenneis-
en, Bar, Vollenweider, 1996; Lindenblatt, Kramer,
Holzmann-Erens, Gouzoulis-Mayfrank, Kovar, 1998;
Kaferstein, Sticht, 2000; Kamata, Nishikawa, Katagi,
Tsuchihashi, 2003, 2006).

The above described methods focus on the analy-
sis of individual groups of substances, usually in one
type of biological material. The presented extraction
procedures are often labour-intensive, requiring large
amounts of reagents and test material. Therefore,
a need has arisen for developing a sufficiently sensi-
tive, one-step screening analysis method for all the
above-mentioned substances.

2. Methodology and reagents
2.1. Reagents

Muscarine, o-amanitin, and -amanitin were or-
dered from Sigma-Aldrich; psilocin and psilocin-D,
were ordered from Ceriliant; y-amanitin was pur-
chased from Symbios; acetonitrile (ACN), methanol,
and formic acid were purchased from Sigma-Aldrich.
Oasis Waters HLB 3cc 60 mg columns were purchased
from Waters. Blood was obtained from the Regional
Centre for Blood Donation and Haemotherapy (Re-
gionalne Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa)
in Krakéw and urine was collected from volunteers
(laboratory workers).

2.2. Preparation of samples

Blood and urine samples for analysis were brought
to room temperature. 0.5 ml of blood or urine, 2 ml of
distilled water in the case of blood samples, and 10 pl
of psilocin-D | internal standard at a concentration of
5 pg/ml were added to a 5 ml vial. The vial was then
sealed and the contents mixed on a vortex mixer, after
which they were allowed to stand for 30 minutes. The
thus prepared samples were extracted to solid phase
using Oasis HLB 3cc Vac Cartridges 60 mg. The car-
tridges were first conditioned with 1 ml ACN with for-
mic acid (0.1%) and 1 ml distilled water. The samples
were then added to the cartridges and washed with
1 ml of distilled water and 1 ml of methanol. The an-
alytes were eluted with 1 ml of ACN with formic acid
(0.1%). The eluate, collected in a 2 ml vial, was centri-
fuged and the supernatant was transferred to a 1.5 ml
glass vial. The samples were placed in a heating block
and evaporated in a stream of air at 25°C. Immediately
before analysis, 100 pl of mobile phase (v/v — 1/10)
was added to the dry residue in the vial and mixed on
a shaker (about 10 min). The solution was transferred
to a polypropylene insert placed in the vial. The above
sample preparation scheme was developed by im-
proving an already existing method (Tanahashi et al.,
2010).

2.3. LC-MS analysis

The analysis was carried out using Agilent 6546
LC/Q-TOF apparatus. A Kinetex 2.6 pm C18 100 A
LC Column 100 % 4.6 mm and a precolumn with the
same stationary phase were used to separate the an-
alysed substances. The chromatographic conditions
were as follows: flow rate 0.5 ml/min, column tem-
perature 25°C, dispensing volume 10 pl, mobile phase
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A — water with formic acid (0.1%), mobile phase B
— acetonitrile with formic acid (0.1%). The gradient
program used in the analysis is shown in Table 2. The
conditions of Q-TOF analysis were as follows: ion
source Dual AJS ESI, positive polarization, fragmen-
tor energy 150 V, Dual AJS EST 4000 V capillary volt-
age, capillary temperature 325°C, reference ion mass-
es — m/z 121.05087 and m/z 922.00979, mass range
—m/z 20-1000.

Table 2
Mobile phase gradient
Time [min]. A [%] B [%] Flow rate [ml/min]
0.0 80 20 0.50
1.0 70 30 0.50
5.0 50 50 0.50
10.0 30 70 0.50
15.0 20 80 0.50
16.0 50 50 0.50
20.0 80 20 0.50

2.4. Data analysis

The analysis of the obtained results was performed
with the use of the Agilent MassHunter Qualitative
Analysis 10 program. The compounds were identified
with the use of the authors’ mass spectrum library. The
m/z values of the searched ions were respectively:
918.35379 for a-amanitin, 919.33946 for f-amanitin,
902.35678 for y-amanitin, 174.14929 for muscarine,
204.12596 for psilocin and 214.18912 for psilocin-D,
(Table 3).

Table 3

Analytical database for the analytes
Name Formula Mass Retentiqn

[g/mol] time [min]

a-amanitin CyH N, ,0,,S | 918.35379 1.97
B-amanitin C,,H NyO .S | 919.33946 1.97
muscarine C,H,NO, 174.14929 1.59
psilocin C,H,N,O 204.12596 1.93
y-amanitin CyHy N, ,0,,S | 902.35678 1.97
psilocin-D,, | C,HDN,0 |214.18912 1.87

In order to increase selectivity and limit false posi-
tives, verification was implemented by comparing the
obtained analyte retention time with the retention time
found in the database. In addition, a mass tolerance

of +5 ppm and a retention time tolerance of +0.35
minutes were accepted. To obtain estimated m/z value
and retention time under real conditions, 10 samples
were prepared containing a mixture of the analytes
in a blood sample with concentrations of 1 ng/ml,
5 ng/ml, 10 ng/ml, and 20 ng/ml. Two samples were
prepared for each concentration. Averaging the ob-
tained results, values of m/z and retention time were
calculated for all analyzed substances (Table 3). Chro-
matograms of the analyzed substances at the concen-
tration of 5 ng/ml in blood and detailed data from the
chromatograms are included in a later part of the paper
(Fig. 16, Table 4).

3. Validation of the method

The validation of the method was carried out ac-
cording to the ANSI/ASB Standard 036 guidelines
(ANSI/ASB, 2019). For this purpose, a total of 12
samples were prepared. Blood containing no relevant
analytes and blood spiked with analytes at respective
concentrations of 1 ng/ml, 5 ng/ml and 10 ng/ml were
added to six vials; each sample was prepared twice.
Additionally, a solution of muscarine was prepared at
a concentration of 100 ng/ml in blood without the ad-
dition of other analytes. Urine samples were prepared
similarly. Each of the samples was then subjected to
LC-MS analysis three times. From the obtained re-
sults, the relationship between the peak heights of the
analysed substances and the peak height of the internal
standard psilocin-D,, was drawn up. From this rela-
tionship, the standard deviation of the mean was cal-
culated and curves were drawn for blood samples as
shown in Figs. 6-10, and for urine samples as shown
in Figs. 11-15. The standard deviation of the mean
(for N = 6) is indicated on the curves.

3.1. Detection limit

Based on the value of the standard deviation of
the set of signals and the angle of inclination of the
calibration curve, detection limits (LOD) were de-
termined using the relationship LOD = (3.3 x s)/b,
where s is the value of standard deviation, and b is the
slope of the line. The LODs for a-amanitin, 3-amani-
tin, y-amanitin, muscarine and psilocin were, respec-
tively: 1.4 ng/ml, 0.3 ng/ml, 1.2 ng/ml, 1.8 ng/ml,
and 0.3 ng/ml in blood, and 1.5 ng/ml, 2.1 ng/ml,
1.5 ng/ml, 1.6 ng/ml, and 1.1 ng/ml in urine.
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3.2. Transfer of sample

Four samples were prepared: two (one blood and
one urine sample) contained a mixture of the analysed
compounds at a concentration of 200 ng/ml, one was
a blank blood sample and one a blank urine sample.
The samples were analysed instrumentally, first ana-
lysing the sample containing the mixture of standards
and then the blank sample. Measurements were re-
peated three times for the blood and urine samples.
No transfer exceeding the LOD value was observed
in any sample.

3.3. Interferences

In order to verify the presence of potential matrix
interferents, the selectivity of the method was deter-
mined by analysing 10 blood and urine samples with-
out an internal standard. The presence of interferents
with masses similar to those of the analytes was not
demonstrated. Instrumental analysis of two blank
blood and urine samples containing psilocin-D, in-
ternal standard was also prepared and performed.

No interference between the internal standard and the
analytes included in the method was demonstrated.

To check for potential interferences originating
from other common analytes, the For Tox PCDL
B.07.01 library of 9200 compounds was searched for
compounds with masses close to the exact mass of the
analytes with a mass tolerance of £5 ppm. No other
compounds were found that could interfere with the
analytes.

To determine the matrix effect, a sample containing
standards of all the analysed substances was prepared
in 100 ul of mobile phase (v/v — 1/10) at a concen-
tration of 5 ng/ml; furthermore, 10 each of blood and
urine samples without internal standard were prepared
and subjected to extraction, and then the standards of
the analyzed substances were added to them so that
their concentration was 5 ng/ml. Using the relation-
ship Y(%) = (X,/X,) x 100%, where Y — ionization
enhancement or suppression, X, — average value of
the surface area of the analysed substance in the blood
sample with addition of the standard, X, — average
value of the surface area of the analysed substance in
the mobile phase sample with addition of the standard.

x10 2 [+ES1 EIC(919.3614, 920 3643, 936.3880, $37.3908 ..) Scan Frag=150.0V Krew_Sng_a3d Smooth
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Fig. 16. The chromatograms of the extracted blood sample with 5 ng/ml of a-amanitin, f-amanitin, muscarine, psilocin, y-aman-

itin, and psilocin-D10.
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The matrix effect was determined for o-amanitin,
B-amanitin, y-amanitin, muscarine, psilocin and psi-
locin-D,,, which was 34%, 45%, 38%, 20%, 8%, and
55% in blood, respectively, and 40%, 38%, 34%, 30%,
70%, and 80% in urine, respectively. The reason for
such a high matrix effect is the presence of polar com-
pounds, naturally occurring in blood and urine, having
retention times similar to those of the analytes. Due to
the high suppression of ionization, the actual detection
limit was assumed to be about 5 ng/ml.

Table 4
Chromagraphic data for the analytes obtained from
Fig. 16

Compound Retention time [min] Peak area
o-amanitin 1.93 19040
B-amanitin 1.93 18656
muscarine 1.61 99104
psilocin 1.98 175137
y-amanitin 1.95 19690
psilocin-D 1.89 57158

4. Conclusions

The aim of this study was to develop a simple and
sufficiently sensitive screening method for the analy-
sis of a-amanitin, B-amanitin, y-amanitin, muscarine
and psilocin in blood and urine samples. Although
many methods exist for the analysis of these com-
pounds individually using the LC-MS technique in
biological material, the developed method is the first
to encompass such a broad spectrum of fungal poi-
sons. In the case of the available methods for the anal-
ysis of amanitins, most of them focus on the analysis
of o-amanitin and B-amanitin, omitting y-amanitin.
The method presented here allows a simple, simulta-
neous qualitative analysis of a-amanitin, f-amanitin,
y-amanitin, muscarine and psilocin in blood and urine,
and the detection limits achieved are competitive in re-
lation to the already existing more complex methods.
However, special attention should be paid to the high
suppression of ionization, which may negatively affect
the detectability of substances. Regardless of this, we
can conclude that the developed method has a suffi-
ciently low detection limit to be used for blood and
urine screening analyses for the presence of naturally
occurring compounds in fungi.
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PRZESIEWOWA METODA BADANIA KRWI ORAZ MOCZU
NA OBECNOSC ZWIAZKOW TOKSYCZNYCH NATURALNIE
WYSTEPUJACYCH W GRZYBACH METODA LC-MS

1. Wstep

W ciagu ostatnich kilkudziesieciu lat r6znorodnosé
grzybow, ktore mozna kupi¢ w sklepach czy zjes¢ w re-
stauracjach, diametralnie si¢ zwigkszyta. Czgstsze ich
spozycie nie dotyczy tylko odmian uprawnych, ale row-
niez tych, ktore mozna uzyska¢ w $rodowisku natural-
nym. W Chinach, Japonii oraz Europie istnieje mocno
zakorzeniona tradycja samodzielnego zbierania i spozy-
wania grzybow. Jest ona wspierana licznymi ilustrowa-
nymi publikacjami zawierajacymi zdjecia i informacje
na temat toksycznosci grzybow (Hall, Stephenson, Bu-
chanan, Wang, Cole, 2003; Lampe, 2018; Walton, 2018).

Zatrucia grzybami wynikaja glownie z przyjecia za-
wartych w nich toksyn. W Polsce mimo powszechnego
dostepu do informacji dotyczacych trujacych gatunkow
grzyboéw 1 glgboko zakorzenionej tradycji grzybobra-
nia liczba zatru¢ wciaz pozostaje na wysokim poziomie
(Ryc. 1). Powoduja one rézne objawy, jednak do naj-
czestszych zalicza si¢ zaburzenia zotadkowo-jelitowe
powodujace biegunke, nudnosci, bole brzucha i wymioty.
Mozemy je podzieli¢ na wczesne, pozne i1 bardzo pdzne.
R&znig si¢ one czasem wystapienia objawow od momen-
tu spozycia trujacych gatunkéw grzybow. Symptomy za-
trué¢ wezesnych pojawiaja si¢ po ok. 6 h, péznych migedzy
6-24 h, bardzo pdznych po czasie przekraczajacym 24 h.

Najczestszym powodem zatrué jest przypadkowe
spozycie trujacych grzybow, co moze by¢ skutkiem bra-
ku wiedzy lub zwyktej pomytki. Muchomor sromotniko-
wy moze zosta¢ pomylony z gotabkiem zielonym, kanig
czy pieczarka. Strzgpiak ceglasty przypomina gaske wio-
senng lub niektore gatunki pieczarek. Piestrzenice kasz-
tanowatg mozna pomyli¢ ze smardzem jadalnym (Marci-
niak, Ferenc, Kusowska, Cieéwierz, Kowalczyk, 2010;
Gonmori, Fujita, Yokoyama, Watanabe, Suzuki, 2011;
Pach, 2009). Prawie wszystkie trujace grzyby z wyla-
czeniem borowikow maja blaszki pod kapeluszem, co
ulatwia ich rozroznianie (Marciniak i in., 2010). Do naj-
bardziej niebezpieczynych grzybow zalicza si¢ gatunki
z rodzaju wieruszki, zastoniaka, muchomora, piestrze-
nicy, strzgpiaka, hetmowki, gaski, lejkowki, krowiaka
i czubajki (Burda, 1998; Ciszowski, 2020). Substancje
w nich zawarte maja bardzo szerokie dziatanie toksycz-
ne. Po ich spozyciu moze dojs¢ do uszkodzen watroby
lub nerek, nieodwracalnych uszkodzen os$rodkowego
uktadu nerwowego, a w 1zejszych przypadkach zaburzen
uktadu pokarmowego (Burda, 1998).

Ze wzgledu na swa ogdlnodostepnosé grzyby moga
zosta¢ wykorzystane do spowodowania celowego
uszczerbku na zdrowiu lub zabdjstwa. Nie mozna row-
niez poming¢ $wiadomego spozywania gatunkoéw zawie-
rajacych zwiazki psychoaktywne. Grzyby tego typu wy-
stepuja réwniez w Polsce, sg stosunkowo tatwo dostepne,
a efekty spowodowane ich spozyciem silnie zaznaczaja
si¢ w strefie psychicznej — moga prowadzi¢ do zaburzen
percepcji, zmian nastroju czy halucynacji.

Amatoksyny sa najsilniej dziatajacymi toksynami
pochodzacymi od grzybow (Tabela 1). Wykazuja hepa-
toksyczno$é wywotujaca prowadzaca do $mierci pioru-
nujaca niewydolnos$¢ watroby (Burda, 1998; Ciszowski,
2020). Zaliczamy do nich a-amanityneg, P-amanityne,
y-amanityng, €-amanityng¢, proamanuling, amanuling,
kwas amanulinowy, amaning, amaninamid, najbardziej
istotne wzgledem niniejszej pracy zostaly ujete na ryci-
nie 2. Wséréd wymienionych amanityn najsilniejsze wta-
Sciwos$ci toksyczne wykazuje o-amanityna. Jej wysoka
temperatura rozktadu wynoszaca ponad 254°C sprawia,
ze zadna forma obrobki kulinarnej nie powoduje jej inak-
tywacji. Do organizmu ludzkiego wchlania si¢ z przewo-
du pokarmowego, jest wykrywalna we krwi po 30 minu-
tach od spozycia, a wydalana jest wraz z moczem przez
kolejne 72 godziny. Jej stezenie we krwi gwattownie spa-
da przez kolejne 36 godzin, po ktorych szansa na wykry-
cie tej toksyny we krwi gwaltownie maleje. Sposrdd kra-
zacych we krwi amanityn az do 57% z nich moze zosta¢
wychwycone przez watrobg (Faulstich, Talas, Wellhoner,
1985; Filigenzi, Poppenga, Tiwary, 2007; Magdalan,
2010). Nastepnie dzigki polipeptydowi transportujace-
mu aniony organiczne przedostaja si¢ one do komorek
watroby, gdzie taczg si¢ z polimerazg 11 RNA. Skutkiem
tego procesu jest zahamowanie transkrypcji, a nastgpnie
syntezy biatek, co prowadzi do $mierci komorek watroby
(Filigenzi i in., 2007; Oslon, 2011; Walton, 2018).

Najczestszym powodem zatru¢ muskarynowych jest
przypadkowe spozycie grzybow zawierajacych muska-
ryne, do ktorych naleza grzyby z gatunku strzgpiakowa-
tych. Objawy zatrucia wywolanego ta toksyng pojawiaja
si¢ w przedziale 30—-120 minut od spozycia (Bresinsky,
1990). Przyjeta do organizmu ludzkiego muskaryna
(Ryc. 3) wigze si¢ z receptorami acetylocholiny, powo-
dujac pojawienie si¢ zespotu charakterystycznych obja-
wow, takich jak $linotok, zwezenie Zrenic, pocenie si¢
oraz bradykardia (Malone, Brown, Stuntz, Tayler, 1962;
Burda, 1998; Catalfomo, Eugster, 1970).
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Psylocyna i psylocybina sa substancjami psychoak-
tywnymi, naturalnie wyst¢pujacymi w grzybach z gatun-
kéw Psilocybe semilanceata, Psilocybe mexicana, Psilo-
cibe cubensis, Psilocibe azurescens (Dydak, Sliwinska
-Mosson, Milnerowicz, 2015; Geschwinde, 2003; Horita,
Weber, 1961; Jasicka-Misiak, Mtynarz, Kafarski, 2006;
Martin, Schiirenkamp, Pfeiffer, Kohler, 2011). Pierwsze
objawy pojawiaja si¢ miedzy 10 a 30 minutg po spozyciu.
Naleza do nich zawroty glowy, zaburzenie koordynacji
oraz poszerzenie zrenic. Do najbardziej charakterystycz-
nych objawow wystepujacych po okoto 30 minutach od
spozycia zaliczamy zaburzenia postrzegania, zaburzone
poczucie uptywu czasu, wypaczone odczucie wlasnego
ciala. Efekt dziatania trwa przez 4 do 8 godzin (Pach,
2009). Zarowno psylocyna, jak i psylocybina maja bu-
dowe chemiczng podobng do serotoniny (Ryc. 4), a za
dziatanie psychoaktywne odpowiedzialne jest ich powi-
nowactwo do receptorow serotoninowych (Bojko, 2014).

Spozyta psylocybina ulega defosforylacji do psylocy-
ny (Ryc. 5) bedacej substancja farmakologicznie czynna
(Horita, Weber, 1961).

W tabeli 1 umieszczono informacje na temat da-
wek $miertelnych analizowanych substancji, w przy-
padku psylocyny, kwasu ibotenowego i muscymolu
brak jest odpowiednich danych w pismiennictwie.

Opracowano wiele metod wykrywania amanityn
we krwi oraz moczu. Starsze publikacje skupiajg si¢ na
wykrywaniu o-amanityny oraz B-amanityny z wyko-
rzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC). Opisane metody zuzywaja duze ilosci odczyn-
nikéw 1 analizowanego materiatu biologicznego, ich li-
mit detekcji wynosi okoto 10 ng/ml (Belliardo, Massa-
no, 1983; Jehl i in., 1985; Jaeger, Jehl, Flesch, Sauder,
Kopferschmitt, 1993). Praca wydana w 2000 roku przez
Maurera i in. opisuje wykrywanie a-amanityny oraz -a-
manityny w moczu z wykorzystaniem chromatografii
cieczowe] sprzezonej ze spektrometria mas (LC-MS).
Metoda ta posiada zadowalajacy limit detekcji wynosza-
cy 5 ng/ml dla obu analizowanych zwigzkow. Procedura
ekstrakcji jest jednak skomplikowana, wymaga wyko-
rzystania kolumn powinowactwa immunologicznego,
inkubacji, zuzywa takze duze ilosci analizowanego ma-
teriatu biologicznego (Maurer, Schmitt, Weber, Kraemer,
2000). W kolejnych publikacjach, ukazujacych si¢ w la-
tach 2010-2018, mowa jest o tym, Ze osiagni¢to o wie-
le lepsze limity detekcji, wynoszace 0,22—-10 ng/ml dla
a-amanityny i 0,20-10 ng/ml dla B-amanityny we krwi
i moczu (Abbott i in., 2018; Tanahashi i in., 2010; Azul,
2013; Feng i in., 2015). y-amanityna zostala uwzgled-
niona tylko w metodzie opisanej w 2018 roku, w ktorej
limit detekcji zostal wyznaczony na 0,169 ng/ml w mo-
czu (Abbott i in., 2018). Do wykrywania muskaryny
wykorzystywane sg rozne techniki sprzezone (LC-MS,
elektroforeza kapilarna sprz¢zona ze spektrometrig
mas — CE-ESI-MS/MS), a ich limit detekcji waha si¢

w przedziale od 0,09 do 0,73 ng/ml. Badanym mate-
rialem biologicznym byt mocz (Ginterova i in., 2014;
Merova i in., 2011). Do wykrywania psylocyny wyko-
rzystywane sg rézne techniki chromatograficzne (HPLC,
LC-MS, LC-MS/MS, chromatografia gazowa sprze¢zona
ze spektrometrig mas — GC-MS), ktore osiagaja limit de-
tekcji wahajacy si¢ w przedziale 0,5-52 ng/ml dla krwi
oraz 0,5-18 ng/ml dla moczu (Hasler, Bourquin, Bren-
neisen, Bar, Vollenweider, 1996; Lindenblatt, Kramer,
Holzmann-Erens, Gouzoulis-Mayfrank, Kovar, 1998;
Kaferstein, Sticht, 2000; Kamata, Nishikawa, Katagi,
Tsuchihashi, 2003, 20006).

Wyzej opisane metody skupiajg si¢ na analizie po-
jedynczych grup substancji, zwykle w jednym rodzaju
materiatu biologicznego. Przedstawione procedury eks-
trakcji sa czgsto pracochtonne, wymagaja duzych ilosci
odczynnikow i materiatu badanego. Dlatego zaistniata
potrzeba stworzenia dostatecznie czulej, jednoetapowe;j
metody analizy przesiewowej dla wszystkich powyzej
wymienionych substancji.

2. Metodyka i odczynniki
2.1. Odczynniki

Muskaryna, a-amanityna i -amanityna zostaly za-
mowione w Sigma-Aldrich, psylocyng i psylocyg-D,
zamowiono z firmy Ceriliant, y-amanityn¢ kupiono
w Symbios, acetonitryl (ACN), metanol, kwas mréwko-
wy w Sigma-Aldrich. Kolumny Oasis Waters HLB 3cc
60 mg nabyto w firmie Waters. Krew pozyskano z Re-
gionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa
w Krakowie, a mocz pobrano od ochotnikow (pracowni-
koéw laboratorium).

2.2. Przygotowanie probek

Probki krwi i moczu przeznaczone do badan zosta-
ly doprowadzone do temperatury pokojowej. Do fiolki
o pojemnosci 5 ml dodano 0,5 ml krwi lub moczu, 2 ml
wody destylowanej w przypadku probek krwi, 10 pl
wzorca wewngtrznego psylocyny-D, o stgzeniu 5 pg/ml.
Fiolke nastgpnie zamykano, a jej zawarto$¢ zmieszano
na worteksie, po czym pozostawiono na 30 minut. Tak
przygotowane probki zostaty poddane ekstrakcji do fazy
statej z wykorzystaniem kolumienek Oasis HLB 3cc
Vac Cartridge 60 mg. Kolumienki najpierw kondycjo-
nowano za pomoca 1 ml ACN z kwasem mrowkowym
(0,1%) i 1 ml wody destylowanej. Nastepnie dozowano
badane probki. Ztoze przemywano 1 ml wody desty-
lowanej i 1 ml metanolu. Anality eluowano 1 ml ACN
z kwasem mrowkowym (0,1%). Zebrany do fiolki o po-
jemnosci 2 ml eluat odwirowano, a supernatant przeno-
szono do szklanej fiolki na 1,5 ml. Prébki umieszczono
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w bloku grzewczym i odparowano w strumieniu powie-
trza w temp. 25°C. Bezposrednio przed analizg do suche;j
pozostatosci w fiolce dodano 100 pl fazy ruchome;j (v/v —
1/10) i zmieszano na wytrzasarce (ok. 10 min). Roztwor
przeniesiono do polipropylenowej wkiadki umieszczo-
nej w fiolce. Powyzszy schemat przygotowania probek
zostal opracowany poprzez usprawnianie juz istniejacej
metody (Tanahashi i in., 2010).

2.3. Analiza LC-MS

Analiza zostata przeprowadzona przy uzyciu aparatu
Agilent 6546 LC/Q-TOF. Do rozdzielania analizowa-
nych substancji uzyto kolumny Kinetex 2,6 um C18 100
A LC Column 100 x 4,6 mm oraz prekolumny o takim
samym wypetieniu. Warunki chromatograficzne byly
nastepujace: nat¢zenie przeplywu 0,5 ml/min, tempera-
tura kolumny 25°C, objetos¢ dozowania 10 pl, faza ru-
choma A — woda z kwasem mréwkowym (0,1%), faza
ruchoma B — acetonitryl z kwasem mrowkowym (0,1%).
Program gradientowy wykorzystany w analizie zostat
przedstawiony w tabeli 2. Warunki analizy Q-TOF to:
zrddto jonéw Dual AJS ESI, polaryzacja dodatnia, ener-
gia fragmentora 150 V, napigcie kapilary Dual AJS ESI
4000 V, temperatura kapilary 325°C, masy jonoéw refe-
rencyjnych m/z 121,05087 oraz m/z 922,00979, zakres
mas m/z 20—-1000.

2.4. Analiza danych

Analiza uzyskanych wynikéw przeprowadzona zo-
stala z zastosowaniem programu Agilent MassHunter
Qualitative Analysis 10. Zwigzki identyfikowane byty
za pomoca autorskiej biblioteki. Warto$ci m/z poszuki-
wanych jonow wynosily odpowiednio: 918,35379 dla
a-amanityny, 919,33946 dla -amanityny, 902,35678 dla
y-amanityny, 174,14929 dla muskaryny, 204,12596 dla
psylocyny i214,18912 dla psylocyny-D, (Tabela 3).

Aby zwickszy¢ selektywnos¢ i ograniczy¢ liczbe fat-
szywie pozytywnych wynikow, wprowadzono weryfika-
cj¢ przez poréwnanie uzyskanego czasu retencji analitu
z czasem retencji znajdujacym si¢ w bazie danych. Do-
datkowo przyjeto tolerancj¢ masy na poziomie £5 ppm
i czasu retencji na poziomie +£0,35 minuty. W celu uzy-
skania szacowanej wartosci m/z i czasu retencji w wa-
runkach rzeczywistych przygotowano 10 probek zawie-
rajacych mieszaning analizowanych zwiazkow w probce
krwi o stezeniach 1 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 20 ng/ml.
Dla kazdego stezenia zostaty przygotowane dwie probki.
Usredniajac uzyskane wyniki, obliczono warto$ci m/z
i czasu retencji dla wszystkich analizowanych substan-
cji (Tabela 3). Chromatogramy analizowanych substan-
cji w stezeniu 5 ng/ml we krwi oraz szczegdtowe dane
z chromatogramow zostaty umieszczone w dalszej czgsci
pracy (Ryc. 16, Tabela 4).

3. Walidacja metody

Walidacja metody zostata przeprowadzona zgodnie
z wytycznymi ANSI/ASB Standard 036 (ANSI/ASB,
2019). W tym celu przygotowano tacznie 12 probek. Do
szesciu fiolek dodano krew niezawierajaca przedmioto-
wych analitow i w odpowiednich stezeniach analizowa-
nych substancji wynoszacych 1 ng/ml, 5 ng/mli 10 ng/ml;
kazda probka zostata sporzadzona dwa razy. Dodatkowo
przygotowano roztwér muskaryny o stezeniu 100 ng/ml
we krwi bez dodatku innych analitéw. Analogicznie przy-
gotowane zostaty probki moczu. Kazda z probek podda-
no nastgpnie trzykrotnej analizie LC-MS. Z uzyskanych
wynikow sporzadzono zalezno$¢ stosunkéw wysokosci
pikow analizowanych substancji do wysokosci piku stan-
dardu wewngtrznego psylocyny-D, . Z zaleznosci tej ob-
liczono odchylenie standardowe $redniej i sporzadzono
krzywe dla probek krwi, co przedstawiono na rycinach
6-10, a dla moczu — na rycinach 11-15. Na krzywych
zaznaczono odchylenie standardowe $redniej (dla N = 6).

3.1. Limit detekcji

Na podstawie wartosci odchylenia standardowego
zbioru sygnalow i kata nachylenia krzywej kalibracyjne;j
wyznaczono limity detekcji (LOD), korzystajac z zalez-
nosci LOD = (3,3 x s)/b, gdzie s to warto$¢ odchylenia
standardowego, b jest wspolczynnikiem kierunkowym
prostej kalibracyjnej. LOD dla a-amanityny, f-amanity-
ny, y-amanityny, muskaryny i psylocyny, wynosity od-
powiednio: 1,4 ng/ml, 0,3 ng/ml, 1,2 ng/ml, 1,8 ng/ml,
0,3 ng/ml we krwi i 1,5 ng/ml, 2,1 ng/ml, 1,5 ng/ml,
1,6 ng/ml, 1,1 ng/ml w moczu.

3.2. Przeniesienie probki

Przygotowano 4 probki, dwie zawierajace mieszani-
n¢ analizowanych zwigzkéw o stezeniu 200 ng/ml, jedna
probke slepa krwi i jedng probke $lepa moczu. Probki
poddano analizie instrumentalnej, najpierw analizujac
probke zawierajaca mieszaning wzorcoOw, a nastepnie
probke slepa. Pomiary powtorzono trzykrotnie dla pro-
bek krwi i moczu. W Zadnej probcee nie stwierdzono prze-
niesienia przekraczajacego wartos¢ LOD.

3.3. Interferencje

W celu weryfikacji obecno$ci potencjalnych interfe-
rencji matrycowych wyznaczono selektywno$¢ metody,
poddajac analizie 10 probek krwi i moczu bez wzorca
wewnetrznego. Nie wykazano obecno$ci interferentow
o masach zblizonych do mas analitow. Przygotowano
i wykonano analiz¢ instrumentalng dwoch probek $le-
pych krwi i moczu, zawierajacych wzorzec wewngtrzny
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psylocyny-D .. Nie wykazano interferencji migdzy
wzorcem wewnetrznym a analitami objetymi metoda.

W celu sprawdzenia mozliwo$ci wystapienia poten-
cjalnych interferencji pochodzacych od innych czgsto
spotykanych analitéw przeszukano zawierajaca 9200
zwiagzkow biblioteke For Tox PCDL B.07.01 pod katem
wystgpienia w niej zwigzkéw o masach zblizonych do
doktadnej masy analitow przy tolerancji na poziomie
masy £5 ppm. Nie znaleziono zadnych innych zwiazkow
mogacych interferowac¢ z analizowanymi substancjami.

W celu wyznaczenia efektu matrycy przygotowano
probke zawierajaca wzorce wszystkich analizowanych
substancji w 100 pl fazy ruchomej (v/v — 1/10) o steze-
niu 5 ng/ml oraz po 10 probek krwi i moczu bez wzorca
wewnetrznego, ktore zostaty poddane ekstrakcji, nastgp-
nie dodano do nich wzorce analizowanych substancji
tak, by ich st¢zenie wynosito 5 ng/ml. Korzystajac z za-
leznosci Y(%) = (X,/X,) x 100%, gdzie Y — wzmocnie-
nie lub supresja jonizacji, X, — usredniona warto$¢ pola
powierzchni analizowanej substancji w probce krwi
z dodatkiem wzorca, X, — usredniona warto$¢ pola po-
wierzchni analizowanej substancji w probce fazy rucho-
mej z dodatkiem wzorca, wyznaczono efekt matrycy dla
a-amanityny, [(-amanityny, y-amanityny, muskaryny,
psylocyny i psylocyny-D,,, ktéry wynidst odpowiednio
34%, 45%, 38%, 20%, 8%, 55% we krwi oraz 40%, 38%,
34%, 30%, 70%, 80% w moczu. Przyczyng tak wyso-
kiego efektu matrycy jest obecnos¢ zwiazkow polarnych
naturalnie wystepujacych we krwi i moczu, ulegajacych
retencji w czasie zblizonym do czasu retencji substancji
analizowanych. Ze wzgledu na wysoka supresj¢ jonizacji
przyjeto, ze rzeczywista granica wykrywalnosci wynosi
okoto 5 ng/ml.

4. Whioski

Celem badan bylo opracowanie prostej oraz wystar-
czajaco czulej metody przesiewowej, stuzacej do anali-
zy o-amanityny, -amanityny, y-amanityny, muskaryny
i psylocyny w prébkach krwi oraz moczu. Mimo ze ist-
nieje wiele metod analizy tych zwiagzkow z wykorzysta-
niem techniki LC-MS w materiale biologicznym, opra-
cowana metoda jako pierwsza uwzglednia tak szerokie
spektrum trucizn grzybowych. W przypadku dostgpnych
metod analizy amanityn wigkszos$¢ skupia si¢ na analizie
a-amanityny i f-amanityny z pomini¢ciem y-amanityny.
Przedstawiona w niniejszej publikacji metoda pozwala
na prosta, jednoczesng analiz¢ jako$ciowa o-amanityny,
B-amanityny, y-amanityny, muskaryny i psylocyny we
krwi oraz moczu, a osiagnicte limity detekcji sa konku-
rencyjne w stosunku do juz istniejacych bardziej ztozo-
nych metod. Nalezy jednak zwroci¢ szczegolng uwage
na wysoka supresj¢ jonizacji, ktéra moze negatywnie
wplywac¢ na wykrywalno$¢ substancji. Niezaleznie od

tego mozemy stwierdzié, ze opracowana metoda posiada
wystarczajgco niskg granice wykrywalnosci, by mozna
ja bylo stosowaé do analiz przesiewowych krwi i mo-
czu na obecno$¢ zwigzkéw naturalnie wystepujacych
w grzybach.
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