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UvoD

V dnesSni dobé je riziko biologického terorismu vyssi nez v dobach minulych. Jednim
z faktori miiZe byt jejich nizkd cena a také relativné snadnd dostupnost biologickych
latek, které mohou byt zneuzity jako zbrané. Moznd i proto se témto latkam casto tika
zbrané chudych. Dohled nad témito biologickymi a dal$imi chemickymi latkami zajistuje
Organizace pro zakaz chemickych zbrani (OPCW, z angl. Organization for the Prohibition
of Chemical Weapons). Cilem OPCW je piedeviim kontrola dodrZovani Umluvy
o chemickych zbranich, jeZ zakazuje pouZivani chemickych zbrani, vcetné zbrani
biologickych. JiZ patym rokem tak OPCW potada cviceni BioToxin, do kterého se ¢lenské
staty OPCW mohou zapojit. Cilem téchto cviCeni je moZnost ziskat odborné znalosti
v oblasti analyzy vzorkil obsahujici biologicky odvozené toxiny a porovnat tyto znalosti
a poznatky s dal$imi ucastniky testovani. Cvieni BioToxin 2020 se ucastnilo celkem
30 laboratori, vCetné laboratori Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany
na pracovisti v Hradci Kralové, kde byla vykonavana prevazna vétSina praktické casti této

prace.

11



1. TEORETICKA CAST PRACE

1.1. Biologické zbrané

Biologickd zbran byva definovana jako zbran hromadného niceni, ktera je schopna
poskodit ¢i zabit lidi, zvirata, ale i zlikvidovat zemédélské plodiny protivnika.
Za biologickou zbrai se da povaZovat zatizeni, sestavajici se z B-agens (biologicka agens)
a technického prostredku, jez zajiStuje jeho doruceni. V soucasné dobé se za hrozbu
potenciondlni biologické zbrané nepovaZuji jen diimyslné rakety a bomby, ale i velmi
jednoducha zarizeni jako jsou praskovaci nebo rozstrikovaci pristroje
(Pohanka et al, 2010). B-agens mohou byt Zivé choroboplodné mikroorganismy
(napt. bakterie, viry, houby) ¢i jimi produkované toxiny a metabolity, které mohou

vyvolat infek¢ni onemocnéni a otravy lidi, zvirat ¢i rostlin (Hartmanova, 2001).

Mezi rizika pouZiti biologickych zbrani patii schopnost vyvolat onemocnéni se znacnym
Casovym odstupem od jejich pouziti, nebot nékteré nemoci maji pomérné dlouhou
inkubacni dobu, ve které miize dochazet k prenosu mezi dal$imi lidmi. Prvotni priznaky
onemocnéni nemuseji byt vzdy typické a pri zdmérném pouZiti vice plivodci nemoci

miZe dojit k vyvolani naprosto atypickych projevii onemocnéni (Holy et Chmelar, 2015).

1.1.1. Historie

Koncept pouziti biologickych zbrani je velmi stary. Prvni zneuZiti biologickych latek bylo
zaloZeno predevsim na kontaminaci zdroji vody nebo potravin s planovanym naslednym
rozsifenim epidemie. Prikladem nam miiZe byt cisat Barbarossa v bitvé o italské mésto
Tortona vroce 1155. O néco pozdéji vroce 1347 tatarska vojska pri dobyvani pristavu
v mésté Kaffa na uzemi dne$ni Ukrajiny, vhazovala na ulice mrtva téla lidi, jeZ zemreli
na mor. Blechy opoustéjici mrtva téla pak predstavovaly vektory nemoci a dale pomoci
prchajicich obchodnikd doslo k rozsifeni dyméjového moru do Evropy. Tuto metodu
vhazovani infekénich mrtvych tél pouzili ndsledné i rusti vojaci roku 1710 béhem valky
se Svédskem. Britska armada provadéla systematické $ifeni nemoci ve druhé poloviné
18. stoleti pti snaze potlacit odbojné indidnské kmeny. Pti propuknuti epidemie neStovic

o

doslo kjejich védomému rozsifovani pomoci kontaminovanych Satkii a prikryvek.

Nasledna epidemie nestovic mezi Indiany byla umocnéna i diky jejich vyssi citlivosti vici

této nemoci, neZ bylo napriklad bézné u evropské populace.
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Dal$i rozvoj, narust nebezpecnosti a také potencidlu zneuziti biologickych zbrani
byl podminén rozvojem védeckych a technickych oborili, samoziejmé také objevy
léCebnych postupli a latek, které minimalizuji ztraty dto¢nikd (Novotny et al., 2011;

Pohanka et al,, 2010).

Pii pohledu do novodobé historie mlizeme nalézt dalsi pripady zneuziti biologickych
agens. NejvyraznéjSim se zda byt utok provedeny kratce po teroristickém utoku na World
Trade Center (Svétové obchodni centrum) v roce 2001. Celkem 5 dopisii obsahujicich zivé
spory Bacillus anthracis bylo tehdy anonymné rozeslano v pribéhu roku
2001 do televiznich a novinaiskych spole¢nosti. Pozdéji toho roku byly odeslany dalsi
2 dopisy, avSak tentokrat na adresu senatori ve Washingtonu. Predpokladany dtvod
utokl byla nejspiSe msta za nedostatek podpory v oblasti vyzkumu vakcinace proti
antraxu a pravy odesilatel nebyl doposud vypatran (Novotny et al, 2011;
Pohanka et al,, 2010).

1.2. Vstupni cesta do organismu

P pouziti biologické zbrané je velmi dilezity i zplisob vniknuti B-agens do organismu.
Priznaky stejnych agens se mohou diametralné liSit v zavislosti na cesté vstupu

do organismu - od Zadnych ptiznaki, pres nevolnost az ke smrti exponovaného jedince.

1.2.1. Inhalace

Vdechnuti byva nejvice rizikové, nebot zptiisob distribuce agens miiZe byt velmi snadny,
rychly a téZko kontrolovatelny. Aerosolovy mrak se tak dovede $itit samovolné s vétrem
nebo za pouziti rozprasovace. Navic zde nastava riziko opétovného rozvireni, jak k tomu

vvvvvv

kontaminovanych ploch proudem vody (Pohanka et al., 2010).

Velikost c¢astic obsazenych v aerosolu se pohybuje vrozmezi mikrometr(i. Pravé tato
velikost je idedlni pro interakci s povrchem alveol a pronikani do dolnich cest dychacich.
Castice o velikosti do 1 um mohou pronikat az na konec dychacich cest do plicnich vacki,
alveold nebo do koncovych priidusinek, které do nich usti. Castice o velikosti nékolika
desetin mikrometru byvaji z alveoli a celého dychaciho traktu proudem vzduchu opét
vyneseny ven. Ale oproti tomu jesSté mensi ¢astice s velikosti pod ¢tvrt mikrometru maji

schopnost se v alveolech zachycovat snadnéji, a to diky mechanismu zvaném Brownlv
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pohyb (Danes, 2003). Brownovym pohybem (Obr. 1) se nazyva nahodny pohyb
mikroskopickych castic v kapalném nebo plynném médiu, které se vlivem tepelného

pohybu neustdle sraZeji. Sila a smér téchto srazek jsou zcela nahodné.

Obr. 1: Browniiv pohyb

1.2.2. Alimentarni cesta

Alimentarni cesta miiZe byt pro nékterd B-agens dominantni cesta vstupu do organismu.
Pfi této vstupni cesté miliZe dojit k ndkaze pozienim kontaminovanych potravin nebo
vody, pricemz velmi duleZitou roli zde hraje zkonzumované mnoZstvi nakaZenych
potravin a také obsah toxinu v nich. Jak je uvedeno dale v kapitole vénujici se ricinu,
v nékterych ptripadech nemusi k nakaze dojit viibec - a to, pokud je jedovaty toxin obsazen

napr. v plodu s tvrdymi plodovymi obaly a pti konzumaci nedojde k jejich porusSeni.

Pro predstavu uUmyslnda kontaminace vodarenské nadrZze jako vodniho zdroje
pro obyvatelstvo se zda jako snadny zplsob Sifeni nakazy, ale je nutno vzit v potaz,
Ze je zapotrebi pouzit veliké mnozstvi agens, aby nedoSlo knatedéni

(Prymula et al., 2002).

1.2.3. Transdermalni cesta

Tento zplsob vniknuti toxinu do téla neni Casty, nebot neporusena kiize predstavuje
vcelku dobrou ochrannou bariéru proti vniknuti B-agens do organismu. Mnohem castéji
nez otravy, B-agens pii styku s kiizi vyvolavaji spiSe alergické projevy, jako je vyrazka

Ci zanéty. (Prymula et al,, 2002).
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1.2.4. Pomoci vektoru

Dalsi moZnost rozsifeni B-agens do populace miize byt provedena za vyuziti infikovanych
vektord. Mohou byt pouzity napriklad komari, blechy ¢i kliStata, kdy pti sani krve dojde
k pfenosu a nasledné nakaze (Gopfertova et Pazdiora, 2003). Jako uskali pri pouziti
infikovanych vektort mize byt velmi vysoka moZnost ndkazy téch lidi, ktef'{ se na vyrobé

biologické zbrané podileji.

1.2.5. Dalsi moZné vstupy: intraven6zné, intramuskularné

Intravendzni ¢i intramuskularni vstupni cesta je také jedna z moznosti, jak dostat B-agens
do organismu. Tyto vstupni cesty nebyvaji vyuZivany casto, avsak pti pohledu do historie
miiZeme nalézt utoky, které tyto vstupni cesty zahrnuji. Skvélym piikladem poslouZi atok
na bulharského spisovatele a komunistu Georgi Ivanova Markova. Vroce 1978 byl
napaden nejspiSe upravenym destnikem, ktery ve své Spicce obsahoval jehlu sjedem
ricinem, ktery mu byl vpraven do lytka. Jesté ten samy vecer byl prevezen do nemocnice,
kde po 3 dnech od napadeni zemrel. Nasledna pitva prokazala, Ze se jednalo o Uumrti

na nasledky otravy ricinem (Papaloucas et al., 2008).

1.3. Regulace biologickych zbrani

Umluvy a dal$i zakazy biologickych zbrani nemohou jejich pouZivani Gplné zabranit,
ale mohou jejich pouziti omezit i odradit utofnika od jejich pouZiti. Pro oblast
biologickych zbrani jsou vsoucasné dobé platné dva dokumenty. Prvni dokument
zroku 1925 je Zenevsky protokol zakazujici jejich pouziti. Druhy dokument je Umluva
o zakazu vyvoje, vyroby a hromadéni téchto zbrani a o jejich zniCeni, zakazuje také
materialni pripravy kjejich pouziti. Tyto dokumenty maji koreny v dohodach,
jeZ vychazely z humanitarnich pohnutek a pozdéji se tykaly vyslovné zakazu chemickych
zbrani.

Je nutno dodat, Ze v celém historickém vyvoji vSak neexistovala presna hranice mezi
biologickymi a chemickymi zbranémi. Toxiny odpovidaji definici jak otravnych latek,
tak i B-agens a vytvareji Sedou zénu na pomezi biologickych a chemickych zbrani.
Proto se Usili o zdkaz chemickych a biologickych zbrani mnohokrat v historii prolinalo

Ci bylo zcela spolecné.
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Neméné dileZitym historickym milnikem byla Bruselskd mirova konference uskute¢néna
roku 1874. Zde nejspiSe doslo k prvnimu zminéni problematiky jedovatych a otravenych
zbrani, jeZ byly pouzity v boji. Zde podepsana deklarace nikdy nevstoupila v platnost,
ale otevrela cestu k dalsSim jednanim. O 25 let pozdéji, tedy roku 1899 se konala Haagska
mirova konference a doslo k vytvoreni Haagské deklarace, jezZ se krom jiného zminuje

o zakazu dusivych a ni¢ivych plynii (Matousek et al., 2007).

1.3.1. ZenevsKky protokol

Zenevsky protokol z roku 1925 je nejstar$i a dosud trvale platny mezinarodni pravni
dokument o regulaci zbrojeni, véetné pouziti chemickych a biologickych zbrani. Tento
dokument s presnym nazvem Protokol o zakazu vale¢ného pouziti dusivych, jedovatych
a jinych plynd a bakteriologickych metod vedeni valky, zkracen& Zenevsky protokol
podepsala tehdy jesté Ceskoslovenska republika v roce 1949. Pozdéji vydany Dodatek
o ochrané obéti mezinarodnich ozbrojenych konfliktd zroku 1977 piijala CSSR

roku 1978 (McElroy, 1991).

1.3.2. Umluva o chemickych zbranich

Umluva o zakazu vyvoje, vyroby a hromadéni biologickych, chemickych a toxinovych
zbrani a o jejich zniceni, nazyvana kratce Umluva o zakazu chemickych zbrani pochazi
z roku 1972. Byvalé Ceskoslovensko podepsalo tuto Umluvu v roce 1972 a o rok pozdéji,
tedy vroce 1973, ji ratifikovalo. Ceska republika k Umluvé pristoupila roku 1993.
Kazda Smluvni strana se svym podpisem zavazuje, Ze nebude za Zadnych okolnosti
vyvijet, vyrabét, hromadit ¢i ziskavat mikrobiologicka i jina biologicka agens a toxiny,
ato bez ohledu na jejich ptivod, pokud to neni nezbytné a opodstatnéné pro profylaktické,
ochranné nebo jiné mirové ucely. Cilem je zastavit vyrobu a vyvoj jakychkoliv
mikrobiologickych, biologickych a toxinovych zbrani, vcetné jejich prevozu

¢i uskladnovani, k cemuz se kazda Smluvni strana svym podpisem zavazuje.

Tato Umluva byla vysledkem snahy o doplnéni Zenevského protokolu

(Matousek et al., 2007).
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1.4. Organizace pro zakaz chemickych zbrani (OPCW)

Organizace pro zakaz chemickych zbrani (Obr. 2) je mezinarodni organizace vznikla roku
1997 sidlici v Nizozemském Haagu. Jejim hlavnim cilem je prosazovani a kontrola
dodrzovani Umluvy o chemickych zbranich. OPCW kaZdoro¢né pro své ¢lenské staty
porada konferenci, na které jsou probirana témata tykajici se financi, vzajemné pomoci
mezi Clenskymi staty, dodrzeni terminii likvidace chemickych latek jednotlivych

Clenskych zemi ¢i napriklad rozsifeni seznamu kontrolovanych latek.

V soucasné dobé ma OPCW 193 ¢lenskych statt, které jsou povinny si v pripadé ohroZeni
nebo napadeni chemickymi zbranémi navzajem pomoci. Tyto staty také prispivaji

na spolecny rozpocet, ktery v roce 2020 piesahl 70 milioni EUR.

OPCW nespada pod spravu Organizace Spojenych Naroda (OSN, z angl. United Nations
Organization), avSak obé organizace spolu velmi Uzce spolupracuji. OPCW, stejné jako
OSN, pouzZiva 6 oficialnich jednacich jazykii, a to: anglitinu, arabsStinu, ¢instinu,

francouzstinu, rustinu a SpanélStinu.

OPCW vede vySe zminény seznam kontrolovanych latek, jezZ se déli do tri kategorii
snadno Siritelnd a interhumanné prenosnd agens, které vyvolavaji téZka a obtiZné
l1éc¢itelnd onemocnéni s vysokou mortalitou. Do druhé kategorie spadaji méné nebezpecna
agens, jeZ obvykle nejsou interhumanné prenosné a existuje moZnost jejich 1écby.
Do posledni treti kategorie se radi méné béZnd agens, jejich pouZiti je malo
pravdépodobné, nicméné jejich mortalita je taktéZ vysoka. Kazda kategorie obsahuje
nejen seznam toxickych latek, ale obsahuje také jejich prekurzory a jejich povolené
nakladani s nimi. Pro tuto diplomovou praci vyznamny ricin a saxitoxin (STX) jsou

uvedeny v kategorii 1 (OPCW, 2021).

Spolupraci Ceské republiky s OPCW zastit'uje SUJB (Statni Gifad pro jadernou bezpeénost),
konkrétné Oddéleni pro kontrolu zdkazu chemickych zbrani spadajici pod Odbor

pro Kontrolu nesiteni zbrani hromadného niéeni (SUJB, 2021).

V roce 2013 byla OPCW udélena Nobelova cena za mir za intenzivni snahu o omezovani

chemickych latek.
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Obr. 2: Logo OPCW

1.4.1. 5. cviceni BioToxin

OPCW jiZ pét let viadé porada pro své cClenské staty cviceni BioToxin. Tato cviceni
jsou zaméFena na analyzu vzorki biologicky odvozenych toxind. Ué¢elem tohoto cvi¢eni
je ziskat odborné znalosti v oblasti analyzy vzorki toxini ricinu a saxitoxinu, které jsou
uvedeny v Umluvé o chemickych zbranich, a dale také o toxinech, jako je abrin, ktery

je rovnéZ relevantni pro pouZiti v chemickych zbranich.

Kazda ucastnici se laborator je poZadana o identifikaci a pripadné také stanoveni priblizné
hodnoty koncentrace obsazeného toxinu v zaslanych vzorcich. U¢ast na testovani je &isté
dobrovolna a vysledky tohoto cviceni neovlivni statut Zadné aktualné urcené OPCW
laboratore, Ci laboratore, ktera se o toto prirazeni snaZzi. Zavér testovani predstavuje
Report, ktery odeSle kazda ucastnici se laborator. Tento Report by mél obsahovat
vysledky testovani jednotlivych vzorkd, véetné pouzitych metod. Report podléha prisnym
pravidlim pro odevzdani, jinak nemohou byt vysledky testovani uznany, byt by bylo vse

ostatni spravné.

Letosni cviCeni je stejné jako v minulém roce zaméreno na detekci ricinu, abrinu a STX
v zaslanych vzorcich. Velikou vyhodou oproti lofiskému roku bylo zverejnéni matrice

vzorku, ve kterém maji byt toxiny detekovany (OPCW, 2020).

1.4.1.1. Scénar testovani

Soucasti kazdého zadani cvicenti je i scénar, ve kterém je popsana fiktivni historie vzorkd.
LetoSni scénar predstavuje nasledujici scénu: smluvni stat pozadal o pomoc OPCW
pri vySetiovani otravy nékterych svych obcant, nebot tento stdit nema moZnost pokrocilé

analyzy pri zjiStovani plivodce otravy. Existuji dvé odliSné skupiny obéti, které

18



se vyznacuji rozdilnymi priznaky. Jedna skupina obéti vykazuje priznaky, jeZ jsou shodné
sotravou po poziti jistych meékkysi. Pri vySetfovani pacientli bylo zjiSténo,
Ze se pred nékolika dny vSichni spoletné nachazeli na schiizce, kde byli mékkysi
servirovani. Od jednoho pacienta byl odebrdn krevni vzorek. Dalsi krevni vzorek
byl odebran pacientovi, ktery zemiel. Jako negativni kontrola slouzi vzorek, ktery byl
odebran zdravému dobrovolnikovi. Z odebrané krve byla oddélena krevni plazma,
jeZz bude zaslana testovacim laboratofim. Vzorek s pozitivni kontrolou byl pripraven
v laboratofi OPCW a taktéz je zahrnut v sadé rozeslanych vzorki. Tato testovaci sada
obsahuje tedy 4 vzorky plazmy, jeZ jsou oznaceny BT20/PL05/16, BT20/PL06/16,
BT20/PL07/16 a BT20/PL08/16.

Druhd skupina vzorki pochazi od pacientd, ktefi se dc¢astnili stejného setkani jako vyse
zminéni pacienti, avSsak neonemocnéli hned. Zpocatku méli piiznaky nachlazeni nebo
chripky. Pacienti byly testovani na COVID-19, avsak vysledky byly negativni. Pfiznaky
se postupné zhorsovaly, azZ néktefi pacienti nakonec podlehli a zemieli. Z odebrané krve
byla oddélena plazma, ktera bude také zaslana laboratorim k analyze. PoCatecni testy
pri pouziti imunodetekce v lateralnim toku na membrané (LFIA zangl. Lateral Flow
Immunoassay) ukazaly, Ze jeden vzorek je pozitivni na ricin. Jako negativni kontrola slouzi
vzorek plazmy, ktery byla ziskdn od zdravého dobrovolnika. Pozitivni kontrolu
predstavuje vzorek pripraveny vlaboratori OPCW. Tato sada obsahuje, stejné jako
predesla sada, 4 vzorky plazmy, které jsou oznaceny BT20/PL01/16, BT20/PL02/16,
BT20/PL03/16 a BT20/PL04/16 (OPCW, 2020).

1.5. Lektiny

Lektiny, mezi které se radi ricin a abrin, jsou velika skupina proteinti a glykoproteint
se silnou biologickou aktivitou, jeZ s vysokou mirou specifity dovedou rozpoznavat cukry
na bunécénych membranach a vazat je. Nachazime je témér ve vSech organismech
obratlovci i bezobratlych, ve spousté bakterii a vir(i, pfedevSim ale v rostlinach, kde byly
poprvé nalezeny. Tyto rostlinné lektiny byly na zakladé své schopnosti aglutinovat
erytrocyty skrz glykoproteinové receptory pojmenovany aglutininy. Postupem casu,
kdy byla pritomnost lektint zjiSténa i v jinych organismech nezjen v rostlinach, zacaly byt
oznacovany jako hemaglutiny (De Mejia et Prisecaru, 2005). Mezi jejich vlastnosti patri

schopnost vazat se na ribozomy a inhibovat syntézu proteind, dale i sniZovat aktivitu
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telomerazy a inhibovat angiogenezi. Samotna struktura ricinu, tak i struktura abrinu

se sklada ze dvou polypeptidovych retézctli A a B, jeZ jsou spojeny disulfidovou vazbou.

1.5.1. Ricin
1.5.1.1. Vyskyt

Ricin je glykoprotein, ktery byva razen mezi béZné dostupné rostlinné jedy, jeZ se nachazi
v semenech skocce obecného (Ricinus communis), které jsou pri zralosti plodu uvolnény,
a radi se mezi nejprudsi znamé rostlinné jedy. Udava se, Ze ricin tvori 1-5 % hmotnosti

samotného plodu (Simon et al,, 2015).

SkocCec obecny je okrasnd rostlina spadajici do celedi pryScovitych (Euphorbiaceae)
a svym pivodem pochdazi ze severovychodni Afriky a jihozapadni Asie. Dnes je skocec
obecny velmi rozsirenou rostlinou v subtropické oblasti a u nas byva péstovan jako
jednoleta okrasna rostlina. (Spivak et Hendrickson, 2005). Fazole plodu obsahuji kromé
jedu ricinu i alkaloid ricinin, ktery stimulacné plisobi na centralni nervovou soustavu

(Ferraz et al., 1999).

1.5.1.2. Dostupnost ricinu

Z fazoli skoCce obecného lze lisovanim za studena ziskat ricinovy olej, ktery byval
po staleti pouZivan jako projimadlo. Dalsi vyuZiti nachazi jako prisada do paliv
dvoutaktnich motori ¢i jako prisada do barev a lakii, naptiklad na dpravu koZenych
vyrobkil. Od prvni svétové valky aZ do zhruba 60. let 20. stoleti se olej ziskadvany z fazoli
skocce obecného pouzival i jako mazivo pro letadla. Olej ziskany lisovanim za studena
neobsahuje ricin a je tedy netoxicky. VeSkery jed zlstava po lisovani v odpadnim
produktu, ktery je po tepelné upravé mozné pouZit jako krmivo (Doan, 2004). Toxicita
mizi pri zahrivani na 80 °C po dobu 10 minut, nebo zahtivani na 50 °C po dobu 60 minut

(Burrows et Renner, 1999).

Watson et al., (2003) ve své studii tvrdi, Ze neporusena fazole sko¢ce obecného miize
projit travicim traktem Cclovéka smalymi nebo i Zadnymi toxickymi ucCinky.

Uvadi se, Ze z 1 g semen skocce miiZe byt izolovan 1 mg ricinu
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1.5.1.3. Otravaricinem a jeji symptomy

Pti otravé ricinem velmi zalezi na zptisobu vniknuti jedu do organismu. Poziti ricinu oralni
cestou zpusobuje nevolnost, zvraceni, prijem a pozdéji i krvaceni do zaludku, pricemz
k umrti miiZe dojit béhem 3-5 dnti. Pii podani ricinu intraven6zné nebo intramuskularné
dochazi kvnitinimu krvaceni, které muze vyustit az vodumieni tkdné a nasledné

ke kolapsu hlavnich organovych systémi, coZ ve vétSiné pripadii vyusti ve smrt jedince.

Inhalace ricinu zpiisobuje podrazdéni dychacich cest, coz vede ke slabosti organismu
a horecce. Vdalsi fazi prichdzi na tadu plicni léze zplsobujici otoky

(Shea et Gottron, 2004).

LD50 neboli davka, ktera zabije 50 % organismi, jimZ byl jed aplikovan, se opét lisi

vV

nebo injekénim podanim. Shea et Gottron (2004) a Moshiri et al. (2016) uvadéji, Ze LD50
pro clovéka je 3-5 pg/kg, avsak Bradberry et al. (2003) uvadi az 5-10 pg/kg.

LD50 pri oralnim poZiti ricinu se pohybuje kolem 20 mg/kg (Moshiri et al., 2016). Pro mys$
je tato davka uvadéna jako 12 pg/kg (Hrdina et al.,, 2004).

1.5.2. Abrin

1.5.2.1. Vyskyt

Abrin je toxalbumin, ktery se stejné jako ricin fadi mezi béZné dostupné rostlinné jedy,
ale oproti ricinu je mnohem vice toxicky. Zdrojem byvaji semena soterku (Abrus

precatorius; Abrus pulchellus), jez fadime do Celedi bobovitych (Fabaceae).

Soterky plivodné pochazeji z tropti Asie a Afriky a byvaji ve spousté zemi péstovany jako
okrasné rostliny. Jsou to tenké lidny se sloZenymi listy a kvéty v podobé motylich kiidel.
Jsou to velmi béZzné rostliny, kdy jejich semena byla diky svému vzhledu vyuZivana
na vyrobu ozdobnych Sperki, a to predevSim nahrdelniki a privéski

(Dickers et al., 2003).

1.5.2.2. Dostupnost abrinu

Abrin je rozpustny ve vodé a lze jej extrahovat namocenim vyloupanych a rozemletych

semen soterku. Tento surovy extrakt obsahuje kromé abrinu i nékolik bilkovin, avSak
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laboratorni extrakci lze ziskat Cisty abrin bez primési, které milzou tvorit

az 0,075 % hmotnosti semene (Dickers et al., 2003).

1.5.2.3. Otrava abrinem a jeji symptomy

Prvotni symptomy akutni intoxikace souviseji s intenzivnim podrazdénim
gastrointestinalniho systému, mezi které se radi zvraceni a krvavé priijmy. Tyto pocatecni
symptomy se vétSinou projevi od 1 do 3 dnti po poziti semen soterku, avsak jsou popsany
i pripady nastupu symptomt aZ po 5 dnech od poziti (Fernando, 2001). Dale v organismu
dochazi k elektrolytové nerovnovaze, jez se projevuje srdecni arytmii a mozkovym
edémem doprovazenym ospalosti, kifeCemi, komatem az kardiovaskularnim kolapsem.
Pfi otravé se mohou dostavit i dalS$i symptomy, napt. difuzni hemoragie, hemolyticka
anemie, oligurie ¢i urémie, pricemZ otrava muize skoncit srdecnim selhanim a nasledné
smrti jedince. Stejné jako ricin i abrin miiZe byt piicinou kontaktni dermatitidy
(Hrdina et al.,, 2004). Velkou roli pii otravé hraje také zralost semene a jeho celkova

integrita.

U mladSich semen se vyskytuje mék¢i a slabsi obal, a proto byvaji po poziti vice toxicka
nez zralejsi semena, jeZ mivaji tvrdsi obal, a kterd v pripadé jeho neporuseni mohou projit
gastrointestinalnim traktem bez otravy jedince. RozZvykani semen pred poZitim znac¢né

zvySuje moznost pripadné otravy (Johnson et al., 2009).

LD50 pro abrin pfi ordlnim poZiti je stanovena na 20 pg/kg pro mys a pro koryse
zabronozku solnou je LD50 stanovena na 3,5 pg/kg (Hrdina et al., 2004). Pro krysy byla
LD50 inhala¢ni cestou stanovena na 3,3 pg/kg (Dickers et al., 2003).

Pro c¢lovéka je LD50 odhadovana na 0,1-1 pg/kg, coZ je mnohem méné neZ u ricinu

(Wang et al., 2015).

1.5.3. Mechanismus vstupu ricinu a abrinu do bunky

Ribozomy, na které ricin a abrin plisobi, se skladaji z proteinti a rRNA (ribozomalni RNA).
Stavebné se déli na velké podjednotky (60S), které jsou zodpovédné za syntézu proteind,
a malé podjednotky (28S). Rozdily mezi ribozomy a jejich podjednotkami jsou c¢asto
udavany pomoci sedimentacniho koeficientu, coz je veli¢ina udavajici ¢as, za ktery dojde
k sedimentaci ribozomu v centrifuze. Jednotkou je Svedberg, oznacen jako ,S“ pri¢emZ

sedimentacni Cas 1S je 10-13 sekundy.
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Kazdy z obou retézcli téchto proteinii ma presné danou funkci. B-fetézec ma na obou
svych koncich vazebna mista pro galaktézu, jeZ usnadiiuje vodikovou vazbu
s glykoproteiny a glykolipidy na povrchu bunék. A-retézec nevratné inaktivuje adenin
z 28S podjednotky rRNA. Tim dojde k zastaveni vazby elongacnich faktort, coz ma za
nasledek selhdni syntézy proteint. Pfi priniku do buniky je toxinovy retézec A nejdrive
transportovan do Golgiho aparatu, poté do endoplazmatického retikula a nakonec
je translokovdn do cytosolu (Obr. 3) (Spivak et Hendrickson, 2005). Ve skupiné
tzv. proteinli inaktivujici ribozomy ma A-tfetézec inhibi¢ni funkci na ribozomalni
proteinovou syntézu, kdeZto B-Fetézec ma schopnost navazat se na membranu bunék

a umoznuje tak vstup A-retézce do cytoplazmy.

Ze semen skocce obecného mize byt izolovani mnoho sloZek. Ricin je zde zastoupen
nékolika izoformami (A, B, C, D a E), jejichZ vyskyt a mnoZstvi se odviji napt. na stari,
velikosti ¢i tvaru semen (Franke et al., 2019). Hmotnost A-Fetézce nejvice toxického ricinu

D byva udavana jako 32 kDA, zatimco hmotnost B-retézce je 34 kDa (Doan, 2004).

Abrin je smési chemicky velmi blizkych lektinli. Hmotnost samotného A-retézce byva

udavana jako 30 kDa a B-retézce 33 kDa (Hrdina et al., 2004; Tam et al., 2017).
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Obr. 3: Mechanismus vstupu ricinu a abrinu do burky
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1.6. Saxitoxin

1.6.1. Vyskyt

Saxitoxin je druh nervové paralytického jedu patrici do skupiny toxinli pojmenované
jako Paralytické toxiny mékkyst (PST, z angl. Paralytic Shellfish Toxin). Tyto toxiny
jsou rozpustné ve vodé a schopnost jejich produkce je dana pritomnosti stx genu uvnitr

bunék.

PST byvaji produkovany dvéma rlznymi skupinami Zivocichli, a to konkrétné
prokaryotickymi sinicemi, mezi néz se radi naptiklad Anabaena, Aphanizomenon,
Lyngbya, Scytonema a Cylindrospermopsis, a eukaryotickymi dinoflagelaty, kam patri
napriklad Alexandrium, Gymnodium a Pyrodinium. Toxiny se dale akumuluji v télech
moiskych mékkysl, koryst a sladkovodnich plzii, kde se vramci potravniho retézce
obsazené jedovaté latky mohou dostat i kvySSim obratlovcim, vcéetné Cclovéka

(Casero et al.,, 2014).

STX byl vcisté formé poprvé izolovan z aljaSské maslové Skeble zvané Saxidomus
giganteus v roce 1957, odkud také pochazi jeho nazev. STX je alkaloid s molekulovym
vzorcem C10H17N704 a molekulovou hmotnosti 299,29 g/mol. Od prvniho objeveni STX
bylo doposud identifikovano 57 analogli, jez maji sice spole¢nou strukturu, ale lisi
se funkcni skupinou na pozicich R1-R4. Dle téchto strukturalnich variaci délime PST
na non-sulfatové, mono-sulfatové, di-sulfatové, dekarbamylované STX nebo na
deoxy-dekarbamylované STX. Pravé tyto strukturalni variace urcuji celkovou toxicitu PST

(Wang et al,, 2016).

STX je mezi PST nejvice toxicky a pri urovani opét zaleZi na vstupni cesté a daném druhu
organismu. Pro mys je pri oralnim poziti LD50 stanovena na 263 pg/kg, inhala¢ni cestou
300 pg/kg, intraperitonealni cestou 8 ug/kg a intravenézné 8,5 pg/kg. Oralni cestou LD50
odpovida 181 pg/kg pro psa, pro kocku je to pak 254 pg/kg a pro holuba 91 ug/kg
(PubChem, 2021).

LD50 pro clovéka byva udavana mnozstvim 5,7 pg/kg pri vstupu do organismu oralni
cestou. Saxitoxin milZe do lidského téla vstoupit i pres poranénou Kkiizi,
kdy je predpokladana smrtelna davka 50 pg (Patocka et al., 2011). V literatute je dale
mozné dohledat pripady, kdy byl ¢lovék vystaveny PST ve vodé. Rapala et al.(2005) uvadi

pripad dvouletého chlapce, ktery po koupani v kontaminované vodé trpél na podrazdéni
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oc¢i a u sedmiletého chlapce se vyskytla vyrazka celého téla. Gad (2014) tvrdi, Ze imrtnost
lidi u hlaSenych pripadi je 5,9 %, ale domniva se, Ze spousta piipadi nemusi byt hlasena,

tim padem konecné ¢islo miiZe byt jeSté mnohem vyssi.
1.6.2. Otrava saxitoxinem a jeji symptomy

Otrava u lidi zplisobena jedem STX a celou skupinou PST zavisi na zkonzumovaném

mnozstvi mékkys, ve kterych doslo k akumulaci téchto otravnych latek.

Obecné se mezi piiznaky otravy lidi radi znecitlivéni rtii a tst, které postupuji do obliceje,
krku a koncetin. Pozdéji se dostavi ospalost, docasna slepota, nesouvisla rec¢, nevolnost
a zvraceni, ¢i naopak ztratu davivého reflexu. VySe zminéné priznaky asto doprovazi také
bolest hlavy. Pfi akutni otravé miiZe dojit k selhani dychani s naslednou smrti, k cemuz
miiZe dojit v Casovém rozmezi 2-12 hodin po poziti. Mezi priznaky otravy moiskych
ZivoCicht, napft. velryb a delfin(i, byva razena Casta paralyza s naslednou smrti opét
na respiracni selhani (Solter et Beasley, 2013; Gad, 2014). Doposud neexistuje Zadné

antidotum (Gad, 2014).

1.6.3. Mechanismus toxicity

Molekula STX na své 2. a 8. pozici purinového kruhu obsahuje aminoskupiny. Presnéji
amin s purinem vytvari quanidinovou skupinu, jez hraje dilezitou roli, a ktera pii vazbé
s karbamyolem umoZnuje navazani STX na iontové kandly (Nagarajan et al, 2012).
PST funguji jako blokatory, které inhibuji dofasnou permeabilitu sodikovych kanali
(Obr. 4) tim, Ze obsadi mista pobliZ vnéjsiho otvoru a diky tomu dojde k jeho zablokovani
(Wang et al,, 2016). Napétové tizeny sodikovy kanadl je diilezity pro normalni bunéc¢nou
funkci a Na* je nezbytny pro vznik a Sifeni ak¢éniho potencialu v nervovych a svalovych

vldknech (Thottumkara et al., 2014).
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NORMALNI STAV UCINEK SAXITOXINU

Na* ® Ca? Na* ® Ca%*
e ® e
® Kanal je o0

Sodikovy ®  Vapnikovy | Sodikovy blokovan,_ &  vapnikovy
toxinem

Siteni impulsu Axon Impuls se nemize iFit Axon

Obr. 4: Mechanismus inhibice sodikovych kanala

1.7. Charakteristika analytickych nastrojii pro identifikaci

toxinu

1.7.1. Kapalinova chromatografie (LC)

Kapalinova chromatografie (LC zangl. Liquid Chromatography) je separacni proces
uzivany kizolaci jednotlivych sloZek ze smési. Pri tomto procesu dochazi k oddélovani
smési latek vzorku na jejich slozky, a to na zakladé jejich struktury

a dalsich charakteristik.

Cely tento proces LC zahrnuje transport vzorku neseného mobilni fazi pres fazi
stacionarni. Stacionarni faze je umisténa v koloné, ktera je naplnéna pevnou latkou nebo
kapalinou nanesenou na pevné latce. Mobilni faze je tvorena kapalinou (v pripadé plynové
chromatografie plynem; GC z angl. Gas Chromatography) a predstavuje rozpoustédlo.
Mobilni faze je vstfikovana pres stacionarni fazi a nese s sebou i slozZky smési vzorku.
Smeés, ktera vykazuje silnéjsi interakce se stacionarni fazi, se bude kolonou pohybovat
pomaleji nez smés se slab$imi interakcemi. Cast smési s nejvétsi afinitou ke stacionarni
fazi se oddéli jako posledni, nebot je potreba vice ¢asu na priichod kolonou. Tento rozdil
v rychlostech pohybu je zplisoben separaci rliznych sloZzek smési. Na separaci a eluci
jednotlivych slozek smési ma vliv také povaha mobilni a stacionarni faze. V ramci
kapalinové chromatografie nejcastéji rozliSujeme dva systémy, a to normalni systém,
kdy je stacionarni faze polarnéjsi nez mobilni faze nebo reverzni systém, kdy je
stacionarni faze nepolarni a mobilni fazi predstavuje polarni rozpoustédlo. V normalnim

systému jsou polarni slouceniny eluovany pozdéji nez nepolarni slouceniny. V reverznim
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systému je to naopak a nepolarni slou€eniny jsou eluovany pozdéji nez polarni slouc¢eniny

(Chemyx, 2021; Hashim, 2018).

1.7.2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinna kapalinovd chromatografie (HPLC, zangl. High Performance Liquid
Chromatography) je pokrocilejsi typ LC (Obr. 5). Rozdil mezi LC a HPLC spociva v tom,
Ze rozpoustédlo v LC je pohanéno pouze gravitacni silou, kdeZto v HPLC se rozpoustédlo
pohybuje pod vysokym tlakem vytvorenym pomoci Cerpadla. Dojde tak k nartstu tlaku
v naplnéné koloné, coZ mnohonasobné sniZzuje dobu oddélovani jednotlivych sloZek
smési. Dale je zndm napriklad systém UHLPC (ultra-vysokoucinna kapalinova
chromatografie, zangl. Ultra-High Performance Liquid Chromatography), ktery
se od HPLC li3i ve velikosti ¢astic stacionarn{ faze. Castice stacionarni faze v HPLC koloné
nejcastéji mivaji velikost 3-5 pm, kdeZto UHLPC obsahuje castice, jeZ jsou mensi

nez 2 um (Knauer, 2020).

Slouceniny se stanovuji na zakladé jejich retencni doby neboli ¢asu, ktery jednotliva
slozka smési potrebuje k priichodu kolonou. Vystupem byva chromatogram ve formé
tzv. chromatografickych pik{, kde na ose x je zndzornén retencni ¢as a na ose y nalezneme
intenzitu absorbance, ktera vSak zavisi na pouZité metodé detekce. NejCastéjsi detek¢ni
metodou v proteomice je UV-VIS detekce (ultrafialova-viditelna spektroskopie,
z angl. Ultraviolet-Visible Spectroscopy). UV-VIS méri intenzitu svétla prochdazejiciho
vzorkem ve srovnani sreferencnim meérenim zdroje dopadajiciho svétla v rozsahu
180-780 nm. 180-380 nm slouZzi pro ultrafialovou oblast, kdeZto 380-780 nm vymezuje
viditelnou oblast svétla, kdy mnoZstvi absorbovaného svétla je primo imérné koncentraci
daného vzorku a také vzdalenosti jeZ svétlo urazi (DeNovix, 2021). Dale byvaji také Casto
vyuzivany fluorescentni detektory, jeZ jsou pridavany do sestavy Kkapalinové
chromatografie s fluorescentnim detektorem (LC-FLD zangl. Liquid Chromatography
with Fluorescence Detection). Sestava funguje na principu fluorescence neboli schopnosti
latek absorbovat UV zareni a nasledné vysilat zareni o vyssi vinové délce. K méreni zareni

je pouzit fotondsobic, jeZ je umistén kolmo na smér vstupujiciho zareni (Klouda, 2003).

Eluce neboli vymyvani miiZe byt provadéno bud ptes konstantni sloZeni mobilni faze,

nebo pies mobilni fazi o rtizné eluc¢ni sile, kdy je sloZeni programové ménéno.
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Celd sestava HPLC se sklada ze zasobnikii na mobilni fazi, vysokotlakého cerpadla,
odplynovaciho zarizeni, davkovaciho zarizeni, kolony, detektoru a pocitace se softwarem

pro vyhodnoceni (Chemyx, 2021; Hashim, 2018).

_ podavat

vzorky

_ jehla pro nabirani vzorku
davkovaci ventil

—=  smér toku

mobilni faze

detektor

iloB
Cerpadio A i

separacni kolona

E )
O I=
sbérac frakei
odpad . T
i oddélené frakce
smésovac
ventil
odvzdusnéni
vysokotlaké éerpadlo  — oplachové Cerpadlo

Obr. 5: Schéma HPLC

1.7.2.1. Kolony

Velmi diilezitou ¢ast HPLC i LC ptredstavuji kolony (Obr. 6), v nichZz dochazi ke kontaktu
stacionarni faze s mobilni fazi a nasledné je tedy umoZnéna samotna separace. Kolony
byvaji nejCastéji tvoreny nerezovou oceli, plastem ¢i sklem a maji tvar trubice. Vnitrek
kolony je uzavien porézni fritou, kterd zabranuje uvoliiovani stacionarni faze z kolony
a soucasné také umoznuje plynuly priitok mobilni faze. Klasické kolony maji délku
50-300 mm a vnitini primér 2-5 mm. Je dileZité védét, Ze rozdilné stacionarni faze
poskytuji rozdilné interakce se vzorkem, a proto je velmi dileZité vybrat vhodnou kolonu
pro dany experiment (HPLC, 2021; Hashim, 2018). Pri analyzach miizeme pouZit i kolony
s oznacenim HILIC (chromatografie hydrofilnich interakci, z angl. Hydrophilic Interaction
Liquid Chromatography,). Tyto kolony jsou typické pro systémy, které vyuzZivaji
vodné-organické mobilni faze. Slovo "hydrofilni" charakterizuje afinitu k vodé, ktera se
pridava do mobilnich fazi pri HILIC separacich na polarnich kolonach. Vyznamnou
vyhodou HILIC separaci je zvySena citlivost naslednych LC-MS analyz, a to diky vylepSené
ionizaci elektrosprejem v mobilnich fazich s vysokym obsahem ACN (acetonitril)

(Jandera, 2011).
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Obr. 6: Schéma kolony

1.7.2.2. Predkolony

Predkolony jsou urceny k ochrané analytickych kolon a dochazi na nich k zachycovani
mechanickych necistot ¢i silné zadrZovanych latek. Jak jejich nazev napovida,
jsou umistény pred analytickou kolonou. Pred predkolonu lze jesSté predradit filtr
(mechanicky, ptipadné kombinovany se sorbentem). Pouziti predkolony miize zvysit
Zivotnost samotné analytické kolony. Jejich délka je ptiblizné 10-20 mm. Vnitfni primér

a napln predkolony by se mély shodovat s analytickou kolonou (HPST, 2021).

1.7.2.3. Automatické davkovace

Automatické davkovace neboli autosamplery jsou spojeny se zasobnikem vzorkd,
ve kterém jsou umistény vialky uzavirené pryZovym septem c¢i plastovou zatkou s pryzi

uprostied. Existuje nékolik druhii konstrukcéniho spojenti strikacky davkovace:

a) strikacka davkovale je fixni a pohybuje se pouze zasobnik vzorku pod
zvednutou jehlou strikacky davkovace

b) zasobnik vzorkii je fixni a pohybuje se raménko stiikacky davkovace

c) zasobnik i strikacka jsou fixni, vialka je roboticky dopravena pod zvednutou

jehlu strikacky davkovace.

Pfi davkovani by nemél byt prerusen tok mobilni faze kolonou, proto je soucasti
autosampleru piepinaci ventil. K zamezeni kontaminace vzorki dochazi k oplachu jehly,
a to jak zvnitini, tak i zvnéjSi strany. Prostor pro vzorky miiZze byt temperovan

a byva chranén pred pristupem svétla (HPLC, 2021).
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1.7.3. Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie (MS, zangl. Mass Spectrometry) je vykonna analyticka
technika pouzivana ke kvantifikaci znamych materialli, kidentifikaci nezndmych
sloucenin ve vzorku nebo také k objasnéni struktury a chemickych vlastnosti rtiznych
molekul. Tato metoda je velice citliva, rychld a zaroven specificka, a to vSe pri malé
spotrebé vzorku. Nutno vSak dodat, Ze metoda je destruktivni. Hmotnosti spektrometrie
je zaloZena separaci rtizné tézkych a také elektricky nabitych iontd v magnetickém
Ci elektrickém poli nebo v jejich kombinaci. MS funguje na principu, Ze pohybujici se ionty
mohou byt rlzné vychyleny elektrickym a magnetickym polem v zavislosti
na své velikosti a naboji. AvSak molekuly nejdrive na tyto ionty musi byt preménény,
a to pomoci ionizace. Zakladnim principem hmotnostni spektrometrie je tedy ionizace
neutralnich molekul, po které nasleduje separace elektricky nabitych iontd dle poméru
jejich hmotnosti a ndboje (m/z) pfijejich priichodu magnetickym nebo elektrickym polem
a nasledna detekce riznymi typy detektori. Vystupem MS byva hmotnostni spektrum,
dle kterého lIze urcit fyzikalni, chemické nebo biologické vlastnosti chemickych sloucenin

napfr. jako urceni izotopového slozeni prvkii v molekule.

MS se sklada z automatického davkovace, systému pro vytvoreni vakua, zdroje iontd,
ze kterého lze produkovat paprsek nabitych ¢astic, analyzatoru, ve kterém lze paprsek
rozdélit na ¢asti a z detektoru, pomoci kterého lze pozorovat oddélené ionty (Obr. 8)

(Holcapek et al.,, 2012).

1.7.3.1. lontovy zdroj a ioniza¢ni techniky

Iontovy zdroj je vyuzivan pro prevedeni molekul vzorku na ionty. Dle typu vzorku je nutné
nejprve urcit vhodnou ionizacni techniku. Ioniza¢ni techniky délime v zdkladu
na tzv. ,mékké“ a ,tvrdé“, jez se lisSi mnozstvim dodané energie pfi ionizaci. Pri tvrdé
ioniza¢ni technice dochazi u ionizované molekuly k ziskani nadbytku energie, ktera
se projevi fragmentaci molekuly na mensi casti, jeZ pozdéji slouzi kidentifikaci
analyzovaného vzorku. Tvrdymi ionizacnimi technikami vznikaji tzv. fragmentové ionty

v

a radi se sem napft. elektronova ionizace. V proteomice jsou vsak nejcastéji vyuzivané
mékké ionizacni techniky, kdy pri ionizaci molekula ziskd mnohem niZ$i mnoZstvi
energie, a proto jsou ve spektrech nejCastéji pozorovany zejména deprotonované

a protonované molekuly pfi sou¢asném minimu fragmentovych iontd.
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Mezi tyto mékké techniky radime napt. ionizaci elektrosprejem (ESI), MALDI (laserova
desorpce/ionizace za ucasti matrice, zangl. Matrix Assisted Laser Desorption/
Ionization), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) Ci fotoionizace za

atmosférického tlaku (APPI).

Dale je nutné pri vybéru vhodné metody zohlednit i tékavost, molekulovou hmotnost

a tepelnou stabilitu vzorku (Britannica, 2020; Premierbiosoft, 2021).

1.7.3.2. Analyzator

Hmotnostni analyzator slouzi krozdéleni iontl vplynné fazi ve vysokém vakuu
dle poméru jejich hmotnosti a ndboje (m/z). Analyzator je v MS umistén za iontovym
zdrojem, kde molekuly jsou jiZ prevedeny na ionty, a pred detektorem, kde ionty museji
byt nejprve rozdéleny dle m/z. Pro rozdéleni iontli v analyzatoru lze vyuZzit nékolik
fyzikalnich metod, napt. zakriveni drahy letu ionti v elektrickém nebo magnetickém poli
(Obr. 7) vyuZitim rtzné doby rychlosti letu iontl ¢i vyuZiti rizné stability oscilaci ionti
v dvojrozmérné nebo trojrozmérné kombinaci pri stejnosmérném vysokofrekvencnim

stridavém napéti (Premierbiosoft, 2021).

lonizace Akcelerace

Elektromagnet

Do vakuové
pumpy

Odparieny
vzorek
Vychyleni

Detekce /

zaznam

Obr. 7: Schéma analyzatoru v magnetické poli

Analyzatory od sebe odliSujeme piedevsim podle odliSného principu separace iontl
na zakladé poméru jejich hmotnosti a naboje. Mezi nejvice vyuZivané analyzatory
v proteomice se tadi kvadrupdl, iontova past a analyzator doby letu
(TOF, z angl. Time-of-flight). Kvadrupél umoznuje separaci ionti pri priichodu mezi

Ctyfmi kovovymi tycemi, jeZ jsou umistény do Ctverce rovnomérné kolem stredové osy.
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Na tyto tyce plisobi stejnosmérné a vysokofrekvencni napéti a to tak, Ze protilehlé pary

ty¢i maji stejnou polaritu (Lane, 2005).

Iontova past funguje na principu zadrZeni iont v trojrozmérném elektrickém poli
a jejich nasledném selektivnim vypousSténi. lonty jsou v pasti zadrzovany pomoci
oscilujiciho elektrického pole. Ionty jsou postupné vychylovany ze svych stabilnich drah

na detekrot v zavislosti jejich poméru m/z (Lane, 2005).

TOF je tvoren letovou trubici a byva povazovan za jednoduchy analyzator. Jednotlivé ionty
jsou zde rozdélovany na zakladé doby letu trubici. lontlim je na zac¢atku udélena stejna
kinetickd energie a teprve v pribéhu letu se od sebe jednotlivé ioty zacinaji délit
na zakladé jejich rychlosti letu. lonty s mensSi hmotnosti prekonaji drahu rychleji
a dosahnou detektoru drive nez ionty o hmotnosti vétsi. K analyzatorim doby letu lze
jesté pridat reflektrony, neboli iontova zrcadla, ktera odrazeji letici ionty po mirné
odklonéné ose smeérem kdetektoru. Jednotlivé ionty svyS$si rychlosti dosahnou
reflektronu drive a proniknou hloubéji, ¢imZ se vyrovna Cas potiebny pro dosazeni

detektoru (Domon et Aebersold, 2006).

1.7.3.3. Detektor

Detektor je posledni ¢asti MS. lonty po rozdéleni dopadaji na detektor, jeZ z dopadajicich
iontli generuje signal. Opét je znamo nékolik typl detektorl, a to napr. fotonasobic

Ci elektronovy nasobic¢ (Premierbiosoft, 2021).

lontyvplynné ~ ~ ~ Tridéni = =~ = ~ Defekce™ ~ Himsthostni
fazi iontl jontd
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Vstu lontovy ’ lontovy Zpracovani
= W Analyzator ¥ P

vzorku zdroj detektor dat :
L.l

Vakuum Datovy

v e e e s L e Lo s vystup

Obr. 8: Poradi jednotlivych soucasti v MS

1.7.4. Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
(LCMS)

LCMS (z angl. Liquid Chromatography Mass Spectrometry) je spojeni vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC) s hmotnostni spektrometrii (Obr. 9) a v soucasnosti
je Siroce vyuzivanou technikou pii analyze vzorkl. Diky kapalinovému chromatografu
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dochazi k oddélovani jednotlivych slozek smési, zatimco hmotnostni spektrometr
umoznuje analyzovat jejich strukturu, a to vSe s vysokou specifitou a citlivosti. Dilezitou
casti LCMS je zarizeni, jez preménuje latky oddélené pomoci LC na zdroje iontd,
které budou pouzity v MS. Toto zarizeni umozZnuje sloZkdm analyzovaného vzorku prejit
z mobilni faze do hmotnostniho spektrometru. Pfi tomto prechodu musi byt prenesena
co nejvyssi ¢ast analytu soucasné za preneseni co nejmensiho mnoZstvi mobilni faze.
Z tohoto diivodu nedochdazi kuziti klasickych mobilnich fazi pro HLPC, ale vétSinou
se pristupuje k pouZziti mobilnich fazi zaloZenych na tékavych rozpoustédlech. Soucasné
je nutné dbat také na to, aby nedoSlo ke zméné chemickych vlastnosti analytu
¢i kovlivnéni ionizatoru uvniti MS. Nejcastéji pouzivané rozhrani pro LCMS byva

zaloZeno na elektrosprejové ionizaci (LCMS-ESI) (Agilent, 1998; Pitt, 2009).
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Obr. 9: Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii

1.7.5. Kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LCMS/MS)

Pfi metodé LCMS/MS (z angl. Liquid Chromatography Mass Spectrometry/Mass
Spectrometry) jak jiZ jeji nazev napovida, dochazi ke dvojimu zapojeni analyzatort
kdy k ionizaci molekul dochazi oddélené bud’ v ¢ase, anebo v prostoru, pricemzZ za sebou
zapojené analyzatory nemuseji byt totozZné. Metoda je zaloZena na piredpokladu,
Ze v prvnim analyzatoru se materska molekula fragmentuje predvidatelnym zptisobem.
Pokud maji dvé rozdilné materské molekuly stejny pomér hmotnosti k naboji,
lze je pri rozpadu na dceriné ionty odliSit od sebe. V. druhém MS dochazi k fragmentaci
dcefinych iontli, kdy kazdy ma opét svilij vlastni pomér hmotnosti kndaboji,
a tedy muiZe dojit k presnéjsi identifikaci. Tato metoda LCMS/MS byva uzivana v pripadé,

Ze jedna ionizace neni dostatetna kdosaZeni pozadované citlivosti. NejcastéjSim

33



rozhranim mezi LC a MS byva opét zaloZeno na principu elektrosprejové ionizace
a tato sestava byva oznacena jako LCMS/MS-ESI (z angl. Liquid Chromatography Mass
Spectrometry/Mass Spectrometry with Electrospray lonisation) (Certara, 2020).

1.7.6. Kit pro zjiSténi pritomnosti ricinu

Pro relativné snadnou a rychlou detekci ricinu ve vzorku lze vyuZit komercni
kit MiPROTECT Ricin od spole¢nosti Miprolab. Princip tohoto testu je zaloZen
na imunochemické reakci antigenu a specifickych protilatek (Obr. 10-11).
Kit se sklada ze samotné kazety obsahujici protilatky ukotvené na membrané a dale
z tyCinky na odbér vzorku. Na jedné strané obsahuje tycCinka houbicCku, ktera je urCena
k naneseni vzorku, kdeZto na druhé strané této tycinky je pufr, ktery je mozno nalomenim

ty¢inky dopravit na houbicku se vzorkem (Miprolab, 2021).
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Obr. 10: Reakce antigenu a protilatek

Odecitani vysledki testu je velmi snadné. Pokud je na kazeté viditelny cerveny prouzek
v misté oznaceném C (kontrola), test probéhl spravné. Pokud prouZek na misté
s oznacenim C chybi, test je vyhodnocen jako neplatny. Stejné tak je test vyhodnocen
jako neplatny, pokud se c¢erveny prouZek nachazi pouze na misté oznaceném T (test),
nebo cerveny prouzek uplné chybi. V pripadé pozitivniho vzorku dojde na kazeté
k objeveni ¢erveného prouzku v misté C a T. Pfi negativnim testu je na kazeté zobrazen

Cerveny prouzek pouze na misté C (Obr. 12).
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2. PRAKTICKA CAST PRACE

VesSkerda praktickd cast prace probihala vlaboratofich Univerzity Hradec Kralové
a vlaboratorich Katedry molekuldrni patologie a biologie Univerzity Obrany Hradec

Kralové.

2.1. Metodika

Metodika pro analyzu STX byla prevzata od Tumové (Timova, 2016). Metodika
pro analyzu ricinu a abrinu byla vyvinuta na pracovisti Katedry molekuldrni patologie

a biologie, Univerzity Obrany v ramci grantd.

Pfi praci s pristroji a vybavenim bylo vychazeno z doporucenych postupli a metodik

jednotlivych vyrobci.

Béhem zpracovani celé této diplomové prace bylo dbano na dodrZeni Metodickych
pokynli pro vypracovani a obhajoby vysokoskolskych kvalifika¢nich praci PfF UHK
a citace jsou v souladu s narizenim pro vypracovani dle Ecotoxicology and Environmental
Safety. Prace je také psana sohledem na CSN 01 6910 (2014), jez se tyka upravy

dokumentti zpracovanych textovymi procesory.
2.2. Vybaveni a chemikalie

2.2.1. Pristrojové vybaveni

- Analytické vahy (Mettler Toledo, USA)

- Analytické vahy Sartorius CPA225D-0CE (Sartorius Weighting Technology GmbH,
Némecko)

- Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

- Beckman Coulter PARADIGM (Fullerton, USA)

- Centrifuga Hettich 1406 (Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Némecko)

- Centrifuga MiniSpin Plus (Eppendorf, Némecko)

- Elektroforeticka vana s prisluSenstvim, XCell Sure-Lock (Life Technologies, USA)

- FlowBox (BioAir, Italie)

- Lab dancer S040 (IKA Works, USA)
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LC Agilent 1260 (Agilent Technologies, USA)

LC Thermo Finnigan Surveyor plus (Thermo Fischer Scientific, USA))
LC Ultimate 3000 RSLCnano systém (Dionex, USA)

MS Q-Exactive (Thermo Fischer Scientific, USA)

MS Thermo LTQ XL (Thermo Fischer Scientific, USA)

pH metr JENWAY 3510 (Jenway, Velka Britanie)

Thermomixer C (Eppendorf, Némecko)

Vakuova odparka Eppendorf 5301 (Eppendorf, Némecko)

Vortex Mixer ZX4 IR (Velp Scientifica, Italie)

Zdroj PowerPac 200V (Bio-Rad, Ceska republika)

2.2.2. Kolony

Acclain PePMap RSLC, C18 15cm x 75um x 2pum, 100 A (Dionex, USA)
CN kolona Luna C18, 150 x 3 mm x 3um, 100 A (Phenomenex, USA)
Kinetex C18, 150 x 3 mm x 3um, 100 A (Phenomenex, USA)

2.2.3. Chemikalie

Acetonitril pro LC/MS - ACN (Sigma Aldrich, Némecko)
Brilliant Blue G CBB-G250 (Sigma Aldrich, Némecko)
Deionizovana voda

Hydrogenuhli¢itan amonny (Sigma Aldrich, Némecko)
Hydroxid sodny (Merck, USA)

lodoacetamid - IAA (Sigma Aldrich, Némecko)

Kyselina chlorovodikova - HCl (Sigma Aldrich, Némecko)
Kyselina mravenc¢i - FA (Sigma Aldrich, Némecko)
Kyselina octova (Sigma Aldrich, Némecko)

Kyselina trifluoroctova - TFA (Sigma Aldrich, Némecko)
Kyselina trichloroctova - TCA (Sigma Aldrich, Némecko)
Methanol pro LC/MS - MetOH (Merck, USA)

Mili-Q voda (Merck, USA)

Mocovina (Sigma Aldrich, Némecko)

Mravencan amonny pro LC/MS - AF (Sigma Aldrich, Némecko)
NuPage 4-12% Bis-Tris Gel (Invitrogene, USA)
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NuPage Antioxidant (Invitrogene, USA)

NuPage LDS Buffer (Invitrogene, USA)

NuPage MOPS SDS Running Buffer (Invitrogene, USA)

Peroxid vodiku (Sigma Aldrich, Némecko)

Precisioin Plus Protein Standard Kaleidoscope (Bio-Rad, Ceska republika)
Tris - tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma Aldrich, Némecko)
Tris(2-carboxyethyl)phosphine — TCEP (Sigma Aldrich, Némecko)
Trypsin (Promega, USA)

2.2.4. Laboratorni material

Bézné laboratorni sklo (lahve pro uchovavani roztokd, kadinky)
Centrifuga¢ni zkumavky, riizné objemy (Eppendorf, Némecko)

Centrifugal Filter Units 0,22 um Ultrafree-MC (Amicon, Milipore Corporation,
USA)

Empore extrakéni cartridge C18-SD 4mm/1ml (Sigma Aldrich, USA)
Indikatorové pH papirky (Sigma Aldrich, Némecko)

Koncentrac¢ni a odsolovaci filtry Amicon, riizné velikosti (Amicon, Milipore
Corporation, USA)

Mikropipety, riizné objemy (Eppendorf, Némecko)

Mikrozkumavky, riizné objemy (Eppendorf, Némecko)

MiPROTECT Ricin kit (Miprolab, Némecko)

Skalpel

Sklenéné inserty (]J.G. Finneran, USA)

Spicky pro mikropipety, riizné objemy (Eppendorf, Némecko)

Vialky (Waters, USA)

2.2.5. Programové vybaveni

Beckman Coulter 3.2.0.6.v (Fullerton, USA)

GraphPad Prism 8.4.0. (GraphPad Software, USA)
ChemStation B.04.03. (Agilent Technologies, USA)
Proteome Discoverer 2.4 (Thermo Fischer Scientific, USA)

Xcalibur 2.5.0. (Thermo Fischer Scientific, USA)
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2.3. Material

2.3.1. Vzorky

Pro detekci jednotlivych toxinti bylo pouzito 8 vzorkd, jez byly ptipraveny v laboratori
OPCW (Rijswijk, Nizozemi) a nasledné zaslany na Fakultu vojenského zdravotnictvi
Univerzity obrany na pracovisti v Hradci Kralové. Seznam jednotlivych vzorki je popsan

v nasledujici tabulce (Tab. 1).

Kazdy vzorek predstavoval lidskou plazmu o objemu 10 ml. Vzorky byly jiZ u dodavatele
(BiolVT, Spojené Kralovstvi) prefiltrovany pres 0,2 pum filtr a byl knim pridan
antikoagulant K2EDTA. Darci vzorkil byly negativni pri testech na pritomnost HIV, syfilis,
hepatitidy typu B, Zapadonilské horecky a také na viru Zika.

Cislo Oznaceni  Ocekavané
vzorku vzorku toxiny
1 BT20/PL01/16 ricin, abrin
BT20/PL02/16 ricin, abrin
BT20/PL03/16 ricin, abrin
BT20/PL04/16 ricin, abrin
BT20/PL05/16  saxitoxin
BT20/PL06/16  saxitoxin
BT20/PL07/16  saxitoxin

R N O U1 W N

BT20/PL08/16  saxitoxin

Tab. 1: Seznam vzorkil s o¢ekdvanymi toxiny

Byly také obdrZeny standardy abrinu a ricinu, viz Tab. 2. Toxiny byly rozpustény
ve fosfatovém pufru (PBS, zangl. phosphate buffer saline), kde kaZzdy dosahoval

koncentrace toxinu 100 pg/ml a které slouZily pro pozitivni porovnani.

toxin Oznaceni toxin
stadardu

ricin BT20/AS01/16 ricin

abrin BT20/AS02/16 abrin

Tab.2: Seznam standardu
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2.4. Detekce ricinu a abrinu

Detekce ricinu a abrinu byla provadéna na vzorcich BT20/PL01/16, BT20/PL02/16,
BT20/PL03/16 a BT20/PL04/16, ve kterych byl predpoklddan obsah téchto toxint.
Pro potvrzeni byly vyuzity obdrZené standardy BT20/AS01/16 a BT20/AS02/16.

2.4.1. Gelova elektroforéza, vyrezavani z gelu

Vzorky BT20/PL01/16, BT20/PL02/16, BT20/PL03/16 a BT20/PL04/16 spoletné
se standardy BT20/AS01/16 a BT20/AS02/16 byly pouZity na gelovou elektroforézu.

Z kazdého ze 4 vzorkd bylo odebrano 0,17 pl alikvotu, ke kterému bylo piidano
2,5 ul LDS NuPage pufru a 7,35 pl deionizované vody. Z kazdého standardu bylo odebrano
20 ul alikvotu a bylo pridano 6,6 ul NuPage LDS pufru. Do komeréniho gelu
NuPAGE 4-12% Bis-Tris bylo napipetovano pokazdé 10 pl ze 4 alikvotdi vzorki
a 2 alikvotli standardl. Na gel byl také pridan proteinovy standard Kaleidoscope.
Dle pokynii vyrobce byl ptipraven MOPS SDS pufr, kterym byl zalit gel a cel4 elektroforéza
probihala v neredukujicich podminkach, kdy dochazi k zachovani disulfidickych mustki.
Kompletni sestava byla pripojena ke zdroji s nastavenim 200 V stalého proudu po dobu

50 minut.

Po elektroforéze byl gel vyjmut a obarven v barvicim roztoku Jungblut (50% MetOH,
10% CH3COOH, 39,95% H20, 0,05% CBB G-250). Po obarveni byl tento roztok odsat
a ke gelu byl nalit odbarvovaci roztok Jungblut (5% MetOH, 12,5% CH3COOH, 82,5% H20).
Po odbarveni bylo ke gelu pridano 5 ml 7% CH3COOH, vSe bylo zataveno do plastové folie

a oskenovano (Obr. 13).
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Obr. 13: Gel po elektroforéze Obr. 14: Gel po elektroforéze - znaceni

Po oskenovani gelu byly vybrané (Obr. 14) barevné prouzky obsahujici proteiny oznaceny
(S1, S2, V1, V2, V3, V4, V5 a V6), vyriznuty skalpelem a preneseny do zkumavky.
K vytriznutym prouzkiim bylo pridano 200 pl promyvaciho pufru (100 mM Tris-HCI
v 50% ACN, pH = 8,5) a zkumavky byly ponechany v termomixeru pfi mirném michani
po dobu 30 minut pii pokojové teploté. Supernatant byl odstranén a do zkumavek bylo
pridano 200 pl ekvilibra¢niho/Stépiciho pufru (50 mM NH4HCOs v 5% ACN, pH = 7,8).
Zkumavky byly ponechany vtermomixeru pfi mirném michani po dobu 10 minut
priteploté 30 °C. Supernatant byl odstranén a cely krok byl jesté jednou zopakovan véetné
odstranéni nového supernatantu. Do zkumavek bylo pridano 5 pl 100 mM TCEP
(Tris(2-carboxyethyl)phosphine), diky ¢emuz doSlo kredukci disulfidovych mistki
a vSe bylo ponechdno v termomixeru za mirného michani po dobu 30 minut pti pokojové
teploté. V dalsim kroku bylo do zkumavek ptidano 5 pl 300 mM IAA (iodoacetamid),
jeZ zabrani opétovnému vytvoreni disulfidovych mistki, a vSe bylo ponechano
v termomixeru pii mirném michani a pokojové teploté po dobu 30 minut. Bylo dbano
na to, aby zkumavka byla ihned po ptidani IAA ve tmé. Doslo k odstranéni supernatantu.
Nasledujici kroky jiZz slouZily pro odstranéni zbytku IAA. Do zkumavek bylo pridano
400 pl ekvilibra¢niho/stépiciho pufru a ponechano v termomixeru ptri mirném michani

po dobu 10 minut za pokojové teploty. Ze zkumavek byl odstranén supernatant
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a bylo pridano 400 pl ACN. Cely obsah zkumavek byl opét ponecham v termomixeru
pri mirném michani po dobu 10 minut pri pokojové teploté. Supernatant byl odstranén,
oteviené zkumavky byly vloZeny do vakuové odparky a cely obsah zkumavek byl
ponechdan k vysuseni. Dale byl namicham zasobni roztok, ktery se skladal z 0,2 pg trypsinu
(pro kazdy vzorek), a ktery byl rozmichan v 10 pl ekvilibra¢niho/Stépiciho pufru. Do
kazdé zkumavky bylo ptfidano 10 pl tohoto zasobniho roztoku trypsinu, jeZ Stépi proteiny
v misté lysinu a argininu, a vSe bylo ponechano 10 minut pti 4 °C. Nabobtnalé kousky gelu
byly prevrstveny ekvilibra¢nim/Stépicim pufrem, aby doslo k jejich iplnému namoceni.
Zkumavky byly inkubovany pies noc v termomixerupii mirném michani a teploté 37 °C.
V dal$im kroku doslo k odebrani supernatantu do nové oznacené zkumavky. Ke kouskim
gelu bylo pridano 20 pl 2% TFA (kyselina trifluoroctova) a cely obsah byl trepan
pri 1500 RPM a 30 °C. Dale bylo pridano 20 pul 60% ACN. Kousky gelu ve zkumavkach byly
stoteny a supernatant byl prenesen k predchozimu supernatantu v oznacenych
zkumavkach. Tyto oznacené zkumavky se supernatantem byly dany do vakuové odparky
a obsah byl vysusen. Takto zpracované vzorky byly pripraveny na analyzu na LC-MS/MS,

kdy ptred samotnou analyzou byly odpatené vzorky resuspendovany v mobilni fazi A.

2.4.2. Mobilni faze pro LC-MS/MS

Mobilni faze sestavala z ¢asti A, kde byla obsaZena voda Mili-Q s 0,1 % FA (kyselina
mravenci) a z ¢asti B, jeZ se skladalaz 80% ACN s 0,1 % FA. Gradient, jeZ byl pouZit béhem

separace je uveden v nasledujici tabulce (Tab. 3).

Cas Pumpa Pumpa

[min] A[%] B[%]

0 96 4
51 96 4
41 66 34
52 45 55
53 10 90
61 10 90
62 96 4
74 96 4

Tab. 3: Pouzity gradient - LC-MS/MS
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2.4.3. Priprava vzorkii a jejich zpracovani pro LC-MS/MS

Analyza probéhla na LC Ultimate 3000 RSLCNano a MS Q-Exactive. Jako kolona
pro LC byla pouZita Acclaim PepMap RSLC C18, 15 cm x 75 pm x 2 um, 100 A. Nastiik
kazdého vzorku byl nastaven na 1 pl, pritok kolonou na 0,300 pl/min s teplotou kolony
40 °C.V MS byl jako zdroj ionizace pouZzit nanoESI+ a jako plyn, ve kterém probihala kolize
byl pouZit dusik. Ziskana data byla nasledné vyhodnocena pomoci bioinformatickych

nastroju.
2.4.4. Kit pro zjisténi piritomnosti ricinu

Pfitomnost ricinu ve vzorcich byla krom analyzy pomoci LC-MS/MS zjiStovana také

za vyuziti komercniho kitu MiPROTECT Ricin.

Timto testem byly otestovany vzorky BT20/PL01/16, BT20/PL02/16, BT20/PL03/16,
BT20/PL04/16 a také standard BT20/AS01/16, jez slouZil jako pozitivni kontrola a také
standard BT20/AS02/16, jez slouZil jako negativni kontrola.

Plastova kazeta spolecné s odbérovou tyCinkou byly vynaty z ochranného obalu. V dalSim
kroku byl z houbicky na odbérové tyCince sejmut plastovy kryt a houbicka byla ponorena
do 100 p vzorku, aby doslo k absorbovani vzorku na houbicku. Poté byl opét nasazen
plastovy kryt na tyCinku s houbickou. Na opacné strané tycinky byla nalomena cast
oddélujici pufr od zbytku tyc¢inky a pufr tak mohl stéct do plastového krytu na houbicku
se vzorkem. Houbicka byla 10x dikladné ponofena do pufru pohybem tam a zpét.
V dal$im kroku byly na membranu kazety kdpnuty 4 kapky pufru se vzorkem a bylo
vyckano presné 20 minut. Po této dobé byly z kazety odecteny vysledky.

2.5. Detekce saxitoxinu

Detekce STX byla provadéna na vzorcich BT20/PL05/16, BT20/PL06/16, BT20/PL07/16
a BT20/PL08/16, ve kterych byl predpokladan obsah STX. Pro potvrzeni byl vyuzit
standard STX, jez byl ziskan v prechozich roc¢nicich OPCW testovani. Pro zjiSténi, ve
kterych vzorcich se STX nachazi bylo nejprve vyuZito stanoveni pomoci LC-FLD. Tyto
vysledky byly poté potvrzeny pomoci LC-MS/MS. Toto potvrzeni bylo provedeno
z divodu, Ze OPCW uznava jako hlavni metodu LC-MS/MS, kdeZto metodu LC-FLD

akceptuje jako dopliitkovou.
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2.5.1. Mobilni faze pro LC-FLD a podminky analyzy

Mobilni faze sestavala z c¢asti A, tedy roztoku 0,1M FA a ACN, kdy pH bylo upraveno
pomoci FA na potifebnou hodnotu pH 6, a dale casti B, kterd predstavovala vodu

Mili-Q. Gradient, jeZ byl pouzit béhem separace, je uveden v nasledujici tabulce (Tab. 4).

Cas Pumpa Pumpa

[min] A[%] B[%]

0 100 0

3 95 5
5,5 30 70
10,5 5 95
12,5 5 95
13 100 0
20 100 0

Tab. 4: Pouzity gradient - LC-FLD

Ze zasobniho roztoku plazmy obsahujici STX byla vytvorena sada kalibrac¢nich roztokii
a sestavena kalibra¢ni rada STX v koncentracich, jeZ jsou uvedeny v nasledujici tabulce

(Tab. 5).

Vysledna  Plocha
Oznaceni Kkoncentrace pod

[nmol/ml] pikem

C1 0,125 0,69
C2 0,25 1,4
C3 0,33 1,7
C4 0,5 2,8
C5 1 6,4

Tab. 5: Kalibrac¢ni rada
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Graf 1: Kalibrac¢ni rada

Vytvoteni kalibra¢ni kiivky (Graf 1) a zjiSténi plochy pod pikem bylo diileZité pro zjiSténti,
v jakém cCase dochazi k analyze pritomného STX ve vzorku a jaka je jeho koncentrace.
Pri koncentraciSTX 1 nmol/ml plazmy bylo zjiSténo, Ze analyza STX probiha

v Case 6,4 sekundy, jak je moZno vidét v tabulce (Tab. 5) a grafu (Graf 2).

FLDT A, Ex=330, Em=390 (OPCW STX\OPCW_STX2021-01-21\STX BLANK D)

PCW_STX2021-01-21\STX C4.D)
PCW_STX2021-01-21 \STX C2,5.0)

0.8

0.6

04+

0.24

Graf 2: Chromatogram kalibra¢ni rady

2.5.2. Priprava vzorkii a jejich zpracovani na LC-FLD

Z kazdého ze 4 vzorkll bylo odebrano 150 pl alikvotu, ke kterym bylo pridano
125 pl NaOH a 12,5 pl 3% H202. Cely obsah byl promichan na vortexu a nechan reagovat

po dobu 2 minut pri pokojové teploté. Dale bylo ke kaZzdému vzorku pridano
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300 pl 10% TCA (kyselina trichloroctova), kdy doslo kzastaveni oxidace a zaroven
ke sraZeni proteinii v roztoku. VSechny vzorky byly centrifugovany pti 25910x g po dobu

10 minut a teploté 4 °C.

Po centrifugaci byl z kazdého vzorku odstranén supernatant a prenesen do sklenéné
vialky. Takto upraveny vzorek byl pripraven na analyzu v LC-FLD. Analyza probéhla
konkrétné na LC Agilent 1260 Infinity. Jako kolona zde byla pouzita Kinetex C18,
150 x 3 mm x 3 pm, 100 A. Nastiik kazdého vzorku byl nastaven na 25 pl a priitok kolonou
nastaven na 500 pl/min steplotou kolony 30 °C. Jako detektor zde byl pouZit
fluorescencni detektor s excitacni vinovou délkou 330 nm a emisni vlnovou délkou

390 nm.

Jako kontrola byl vzorek plazmy obsahujici 0,5 pg/ml STX. Pro jistotu, Ze pri analyze
nedoslo k zachyceni zbytkl predchoziho vzorku v kolonég, byl pred kazdym vzorkem

otestovan i blank (Cista plazma bez STX).

2.5.3. Mobilni faze pro LC-MS/MS

Mobilni faze sestdvala z Casti A, kde byla obsaZena voda Mili-Q a z ¢asti B, jeZ se skladala
z roztoku 5 mM AF (mravencan amonny), 0,1 % FA a 95 % MetOH. Gradient, jeZ byl pouZit

béhem separace je uveden v nasledujici tabulce (Tab. 6).

Cas Pumpa Pumpa

[min] A[%] B[%]

0 95 5
8 10 90
10 10 90
10,5 95 5
15 95 5

Tab. 6: Pouzity gradient - LC-MS/MS

2.5.4. Priprava vzorkii a jejich zpracovani pro LC-MS/MS

Z kazdého ze 4 vzorkd bylo odebrano 150 pl alikvotu, ke kterym bylo pridano
50 pl 10 % TCA. Cely obsah byl promichan na vortexu a centrifugovan pri 15000 RPM
po dobu 10 minut a teploté 4 °C.
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Po centrifugaci byl z kazdého vzorku odstranén supernatant a prenesen do sklenéné
vialky. Takto upraveny vzorek byl pripraven na analyzu pomoci LC-MS/MS. Analyza
probéhla na LC Thermo Finnigan Surveyor plus a MS Thermo LTQ XL. Jako kolona
pro LC byla pouZita CN kolona Luna €18, 150 x 3 mm x 3 pum, 100 A. Nastfik kazdého
vzorku byl nastaven na 20 pl a pritok kolonou na 500 pl/min s teplotou kolony 25 °C.
V MS byl jako zdroj ionizace pouzit ESI+ a jako plyn, ve kterém probihala kolize bylo

pouzito helium.
Jako kontrola byl pouZit vzorek plazmy s 0,5 pg/ml STX. Pro jistotu, Ze pri analyze

nedoslo k zachyceni zbytki predchoziho vzorku v koloné, byl pied kazdym vzorkem

otestovan i blank (Cista plazma bez STX).
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3. VYSLEDKY A DISKUSE

3.1. Ricin a abrin

3.1.1. LC-MS/MS

Bylo provedeno zpracovani vyriznutych vzorka z gelu, a to konkrétné vzorek V1, V2 a V3
ze vzorku BT20/PL01/16 a vzorek V4, V5 a V6 ze vzorku BT20/PL04/16, ve kterych
byl predpokladan obsah ricinu a abrinu. Spole¢né se vzorky vyriznutymi zgelu
byl otestovan i vzorek S2 predstavujici standard ricinu (kousek gelu obsahujici ricin)
avzorek S1 predstavujici standard abrinu (kousek gelu obsahujici abrin). Pti analyze byla

sledovana pouze piitomnost ¢i neptritomnost toxinti ve vzorcich, nikoli jeho mnoZzstvi.

Pro jistotu, Ze pri analyze nedoSlo k zachyceni zbytkli predchoziho vzorku v koloné,

byl pred kazdym vzorkem otestovan i blank (pufr A).

Pokud pri analyze doslo k zaznamendani iontii o urcité predem vybrané m/z (pro kazdy
peptid a kazdy toxin jiné hodnoty), byla provedena jejich fragmentace v iontové pasti a
zaznamendani vzniklych fragmentl pro potvrzeni, Ze se jedna o nami hledany toxin ricin

nebo abrin, resp. jejich peptidy.

Pfi analyze vzorkl na LC-MS/MS byla ve vzorcich V1 a V2 ze vzorku BT20/PL01/16
a vzorku V5 ze vzorku BT20/PL04/16 zjiSténa pritomnost ricinu. Abrin nebyl zjiStén
ani vjednom ze vSech 4 testovanych vzorki. Kazdy toxin, jak jiZ bylo receno, obsahuje
fetézce A a B. Bylo dodrZeno pokynti OPCW a pokud byl pfi analyze vzorku pritomen
toxin, z kazdého retézce byly identifikovany 2 peptidy. Ve vyriznutém vzorku z gelu,
oznaceném jako V5, byly nalezeny 2 peptidy z kazdého retézce. Ve vyriznutém vzorku
z gelu, oznaceném jako V1, byl nalezen pouze 1 peptid z kazZdého retézce. Aby bylo
dodrZeno pravidel OPCW, byla provedena dalsi analyza a ve vytiznutém vzorku z gelu,
oznaceném jako V2, doslo k nalezeni dalSich peptidii. Celkové tedy 2 peptidy z kazZdého

retézce.
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3.1.1.1.

BT20/PL01/16
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Graf 3: LC-MS/MS chromatogram pro vzorek BT20/PL01/16;

retézec A
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V1 - fragment T11,

NL: 1.52E4
02152021_49_jk_vz5b_gel_opew_2
021_03#4617 RT: 17.83 AV: 1 T:
FTMS + ¢ NSI d Full ms2
507.2121@hcd27.00
[140.0000-1055.0000]

NL: 8.09E4
02152021_60_jk_vz10b_gel_opcw_
2021_03#4265 RT: 17.84 AV: 1
T: FTMS + ¢ NSI d Full ms2
507.2884@hcd27.00
[140.0000-1055.0000]

pro vzorek BT20/PL01/16;



Oznaceni Sekvence AK (M+H)+ (M+2H)2+
T11 LEQLAGNLR 1013.5738 507.2905

Tab. 7: Proteospecificka sekvence peptidu po Stépeni trypsinem pro fragment T11,

fetézec A, vzorek BT20/PL01/16; V1

Fragment Matches [Fragment Matches
Velue Type: |DeltaMass[ppm] v | Value Type: | Theo. Mass [Da] -|
lon Senies | Neutral Losses | Pracutsor lons | Internal Fragments | lon Saries 'Nawm_ossegj Precursor lons | InhﬂmalFragmﬂnl&g

1 b b Seq. y' ¥ =2 A b* b Seq. ¥ ¥ 52
i L 9 1 114 09134 5754831 L :
2 +3 E +10.99 L 2 24313393 12207061 E 500 48976  450.74852 8
a +3.08 Q «5.72 7 3 371.19251 18609589 Q@ 77144716 |G 22722 7
4 = +2.53 L 4 48427657 24264193 L 543.28858 32219793 B
5 A +3.49 5 5 55531368  278.16048 A 53030452 26565550 B
6 G +2.35 4 ] 612 33515 30667121 G 458 26741 2301374 4
7 N 3 7 72637808 36369268 N 402 24594 20162661 3
8 L +151 2 8 539.46214 4202471 L 288 20302 144.60515 2
9 R =207 1 9 R 17511885 88.06311 1

Tab. 8: Tabulka teoretickych fragmenti peptidu LEQLAGNLR (T11) s vyznacenim

fragmenttl realné detekovanych béhem analyzy

RT: 15.60 - 19.60
NL: 7.88E3

miz= 448 7602-448.7782 F:
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Graf 5: LC-MS/MS chromatogram pro vzorek BT20/PL01/16; V1 - fragment T7,

retézec A
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627.3550 NL: 4.51E5

100 02152021_49_jk_vz5b_gel_opow_
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Graf 6: FragmentaCni spektrum viontové pasti pro vzorek BT20/PL01/16;

V1 - fragment T7, fretézec A

Oznaceni Sekvence AK (M+H)+ (M+2H)2+

T7 VGLPINQR 896.5312 448.7692

Tab. 9: Proteospecifickd sekvence peptidu po Stépeni trypsinem pro fragment T7,

retézec A, vzorek BT20/PL01/16; V1

|Fragment Matches |Frogment Matches

VelueType: [DehiaMass fppm] v | ValveType [Theo MassiDal v |

[ ton Series Neutral Losses | Precursar lons ' Internal Fragments lon Series | Neutral Losses i Precursor lons | Intemal Fragments
1 b* b3 Seq. v b 52 3 | b* b2 Seq. ¥ ¥ a2
1 v 8 1 100.07569 5054148 W 8
2 G 7 2 157.09715 702z G 797 46281 39923504 7
3 L +1.56 +497 6 3 270 18122 13659425 L 74044135 37072431 6
4 P +3.67 +436' B 4 367 23358 18412063 P 627 35728 348228 5
5 I +3.82 4 5 480 31805 24066266 | 530 30452 26565550 4
B N +5.05 3 6 59436097 29768412 N 41722046 20911387 3
7 Q 0.26 2 7 722 41985 6171341 Q 0317753 15209240 2
8 R +2.75 1 8 R 175.11895 8806311 1

Tab. 10: Tabulka teoretickych fragmenti peptidu VGLPINQR (T7) svyznacenim

fragmenti redlné detekovanych béhem analyzy
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RT: 19.70- 2370

NL: 8.85E3
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Graf 7: LC-MS/MS chromatogram pro vzorek BT20/PL01/16; V1 - fragment Téb,

retézec B
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Graf 8: FragmentaCni spektrum viontové pasti pro vzorek BT20/PL01/16;
V1 - fragment Téb, fetézec B
Oznaceni Sekvence AK (M+H)+ (M+2H)2+ (M+3H)3+ (M4+H)
Téb SNTDANQLWTLK 1390.6961 695.8517 464.2369 348.4295

Tab. 11: Proteospecificka sekvence peptidu po Stépeni trypsinem pro fragment Téb,

Fetézec B, vzorek BT20/PL01/16;

V1
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Value Type: | Delta Mass [ppm] -

Pl R RN - R B R CHES A

lon Senes | Neual Losses | Precursorions | Intemal Fragments|

Value Type. |Theo.Mass [Da]

=]

b i

+3.62
«7.03

lon Series | NeutralLosses | Precursor ions | intemal Fragments |

Seq. ¥ ¥E : P | b* b Seq. ¥ ¥ 12
s N Y 1]
N 1 2 20208223 10154475 N 1303 66409 65233568 11
T 10 a 20312991 15206859 T 118962116 59531422 10
o #1233 9 4 41815685 20958207 D 108857348 54479038 8§
A -7.08 B 5 48919397  245.10062 A 97354654  487.27631 8
N +568 T 3 B03.23683 30212209 N 00250043 45175835 7
Q ~0.78 B 7 731.29547 36615137 Q 78346650 30473589 6
L +4.38 5 8 844.37954 42269341 L 66040732 33070760 5
W ~4.37 4 8 103045885 51573306 W 547.32336 27416557 4
T -158 3 10 113150653  G5EE25630 T 36124485 18112511 3
L 49 2 11 124459089 62279893 L 26019687 13060207 2
K +3.50 1 12 K 147 11280 7406004 1

Tab. 12: Tabulka teoretickych fragmentt peptidu SNTDANQLWTLK (T6b) s vyznacenim

fragmentt redlné detekovanych béhem analyzy
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Graf 9: LC-MS/MS chromatogram pro vzorek BT20/PL01/16; V1 - fragment T14b-CAM,

retézec B
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Graf 10: FragmentaCni spektrum viontové pasti

V1 - fragment T14b-CAM, retézec B

Sekvence AK
DNCLTSDSNIR

Oznaceni (M+H)+

T14b-CAM

2231.0952

pro vzorek BT20/PL01/16;

(M+2H)2+
1116.0512

(M+3H)3+
7443699

(M4+H)
558.5293

Tab. 13: Proteospecifickd sekvence peptidu po Stépeni trypsinem pro fragment

T14b-CAM, retézec B, vzorek BT20/PL01/16; V1

Fragment Matches: Fragment Matches
Value Type: | Delta Mass [ppm] - /alue Type :fhen Mass[Da]_ '

lon Senes | Meulral Losses | Precursor lons | Internal Fragmants |

lon Senes | Neutral Losses | Precursor lons | intesnai Fragments

Tab. 14:

a1 b* b Seq. ¥ ¥ g2 | |1 b b Seq. v ¥ 2
1 D w1 150 5852075 D 11
2 -2.90 N 0|2 75 1155421 N 117964226 59027477 10
3 538 C-Corba +8.20 9 | 3 39010780 19555754 C-Coba. 106549933 5332533 9
4 L -5.99 8 | 4  S0309186 220857 L 90546869 45323798 B
5 1 +306 7 | 5 0423954 262341 T 7923342 39669595 7
& -] +5.78 6 [} 69127157 34613542 3 697, 33694 HMENF2NT B
7 D +6.23 5 7 806, 29851 40365289 D 604 304597 30265670 6
8 5 503 4 & 893, 33054 44716891 S 48927737 245 14262 4
g N -6.00 3 | 8 10073736 S0415037 N 40224594 20162661 3
10 | 2 | 10 1204573 5607340 | 28820302 14460515 2
11 R -1.02 | R 17511895 88.06311 1

Tabulka teoretickych fragmenti peptidu DNCLTSDSNIR (T14b-CAM)

s vyznacenim fragmenttl realné detekovanych béhem analyzy
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3.1.1.2. BT20/PL02/16

Ve vzorku BT20/PL02/16 nebyl nalezen ricin ani abrin.

3.1.1.3. BT20/PL03/16

Ve vzorku BT20/PL03/16 nebyl nalezen ricin ani abrin.

3.1.1.4. BT20/PL04/16
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. miz= 507 2804 507 3006 F:
3 FTMS + p NSI Full ms
s00] | BLANK 17.04 [350.0000-1650.0000] MS
] 02152021_55_jk_solva_opcw
2000 1783t 17 05
] 17.97 19,63
10003 1567 17.31 Wm 17@ iﬁlm 1820 1857  18.86
0 789 NL: 3.32E6
3 miz= 507.2804-507.3006 F
g 0000003 VZOREK FTMS + p NSI Full ms
€ 25000003 [350.0000-1650.0000] MS
T 2000000; 02152021_56_jk_vz8b_gel_op
S E : cw_2021_03
- Qe <—— Chemical D-1 S
z E
2 E
% 10000003
Q 3
€ 5000003
oI 1801 1622 1850 1709 17.32 M8 1821 1530 1861 1888 1042 1020 19.84
797 NL: 1.84E8
. A miz= 507.2804-507.3006 F
g M FTMS + p NSI Full ms
1500000003 | STANDARD (4 [350.0000-1650.0000] MS
§ f \ 02152021_60_jk_vz10b_gel_o
100000000 / ( pow_2021_03
3 [
500000003 \
] ,,) \
o158 16.37 1672 1696 17.30 17.43 1781 ) S 1854 18.65 1880 1899 1915 19.34 1949 1975
R o T L T et
16.0 165 170 175 18.0 185 19.0 195

Time (min)

Graf 11: LC-MS/MS chromatogram pro vzorek BT20/PL04/16; V2 - fragment T11,

retézec A
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Graf 12: FragmentaCni spektrum viontové pasti
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pro vzorek BT20/PL04/16;

Tab. 15: Proteospecifickd sekvence peptidu po Stépeni trypsinem pro fragment T11,

fetézec A, vzorek BT20/PL04/16; V2

P -

Value Type ;Della Mass [ppm]

|Fragment Matches

lon Senes Nauiral_l_nsss_ss | Pmr.'ursa-rkms_j Intemal Fragmams_

b pee

G
=

W~ N ok Wk =

Seq.

DrrZzorrr-omrr

¥

+2.79
+3.66
+3.66
+3.25
+3.74
-1.88
+2.28
«207

¥ 72
9

8

+872 7
+083 6
<534 5
4

3

2

1

Value Type

| Theo Mass [Da]

-

lon Series | Neutral Losses | Precursor lons | Internal Fragments |

=1 b* b#

1 114.09134 57.54931
2 243.13393 122.07061
3 371.19251 186.09589
4 48427657 24264193
5 555 31369 27816048
6 612 33515 306.6M21
7 72637808 363 69268
8 83046214 420 23471
]

w
2]
e

D ZEZHr e Ome

¥ . n

8

900 45976 450 74852 B
771 44716 38622722 7
£43.33853 32219793 B
53030452 26565500 5
459 26741 23013734 4
402 24594 201.62661 3
288 20302 14460515 2
17511835 33068217 1

Tab. 16: Tabulka teoretickych fragmentli peptidu LEQLAGNLR (T11) svyznafenim

fragmentti redlné detekovanych béhem analyzy
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Graf 13: LC-MS/MS chromatogram pro vzorek BT20/PL04/16; V1 - fragment T7,

V. av
retézec A
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Graf 14: Fragmentalni spektrum viontové pasti pro vzorek BT20/PL04/16;
V1 - fragment T7, fetézec A

Oznaceni Sekvence AK (M+H)+ (M+2H)2+
T7 VGLPINQR 896.5312 448.7692

Tab. 17: Proteospecifickd sekvence peptidu po Stépeni trypsinem pro fragment T7,

retézec A, vzorek BT20/PL04/16; V1
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Value Type: |DetaMassfppm] | ValueType: |Theo.Mass[Da] =/
lon Series | Neulral Losses I Precurzorlons | Intemal Fragmenis lon Senes | Neutral Losses | Precursor lons | Intemal Fragments |
=1 b* b Seq. ¥ ¥ 2 4 § b b Seq. ¥ ¥ 2
1 ) a 1 10007563 5054148 W 8
2 +283 G +434° 7 2 157.095 ez G 797.46281 399.2350¢ 7
3 421 L <660 743 6 3 2078122 13558425 L 74044135 37072431 6
4 P «3.95 +308 5§ 4 367.23388 18412063 P 627.35728 31418228 5
5 | +«338 4 B 480.31805 24066266 | 530.3M52 26565550 4
3 N +8 48 3 6 59436097 29768412 N 417.22046 20911387 3
7 Q «6.76 2 7 72241955 ‘M Q 303.17753 15208240 2
2 R +3.04 1 8 R 17511885 38.06311 1

Tab. 18: Tabulka teoretickych peptidii VGLPINQR (T7) s vyznacenim fragmentd realné

detekovanych béhem analyzy
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Graf 15: LC-MS/MS chromatogram pro vzorek BT20/PL04/16; V2 - fragment T13b,

retézec B
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Graf 16: Fragmentalni spektrum viontové pasti pro vzorek BT20/PL04/16;

V2 - fragment T13b, retézec B

Oznaceni

T13b

Sekvence AK (M+H)+
AEQQWALYADGSIRPQQNR ' 2231.0952

(M+2H)2+
1116.0512

(M+3H)3+
744.3699

(M4+H)
558.5293

Tab. 19: Proteospecifickd sekvence peptidu po Stépeni trypsinem pro fragment T13b,
retézec A, vzorek BT20/PL04/16; V2

(Frigimant Maichea
Wokss Typs | Deita Mass {ppm| -

Viohse Type: | Theo, Mass [Daj -

fon Senies  Noutral Losses | Precsesor lons | Inlemal Fragmends lon Sersn | Meusal Losses | Precurssr ions | inbeenal Fragmants

21 b b b Seq. [ e L s fl b b b Seq ¥ e 2
1 A b 1 72008 WEMEY  MEEN A 15
2 E 18 2 W 08EE  1n.O4TIA ET T E HS005509  SDSAES  THOeEE 18
3 o 17 3 IFMMEE  1GA0MHZ M0N0 @ MNIMSS0  WEONE ETvETEE 17
4 a ZES L 4 45724 IS 1E30TA0 @ 1OI2OSEE2  SEISEMD EMEMS 1B
5 w =222 ] £ GNZEME M2 M4SN MSOMGN W ITMEMM SETONN1 SS0MMM 15
1] A =345 b2l & 714 32056 57 eee 2X/TNEIT A 1568 81903 MM aIs SXNITE M
T L =1z2 13 7. B27AMEI 4SS IE4ATHE L IR TSAaME  sessssse) 13
3 ¥ -458 2 B 0sEME 4SS TIMER MOENE0 Y 104 BO7EE  TORESNSE 45390413 12
3 LY Q.63 T g 1061 50507 SX 2617 EASKA A 41454563 1
L] D 183 L W NEER0 SEEwS  BEnNEe D TG M
1" G =520 9 1 12X355MA 61728038 411801 G E2EmEM 4
2 5 8 Td  VIA058EEY BAD IR  0EEEES B 7 TEE 8
13 I T 13 43I EEST TITIRZ ATREEIW 0 11 51657 2521 ¥sE 7
H R & W ISBOTER  TOSMEME  SMEEE R TB4I201  WATHN  MES1SE B
5 P G4 5 15 SESEIMM AN S0 P B2 I3180  M218ESH Z4TENZ B
16 Q 4 T 184552 A7HHES  ESER O S50 NS 1R4AND 4
17 a 3 17 TH20ED  9TY.9TM 64831836 G #17.22086 209 11387 13874500 3
{1 N 2 18 205658351 1B IEA0 EEIXEI N 209 16188 14508458 STeEE 2
5] Lz =287 1 15 (23 175 5505 50450 1

Tab. 20: Tabulka teoretickych fragment peptidu

AEQQWALYADGSIRPQQNR (T13b)

s vyznaCenim fragmentt redlné detekovanych béhem analyzy
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Graf 17: LC-MS/MS chromatogram pro vzorek BT20/PL04/16; V1 - fragment T6b,

retézec B

02152021_60_jk_vz10b_gel _opcw_2021_03 02/18/21 17:56:44
202.0812 NL: 1.13E4
3 VZOREK 02152021_58_jk_vz9b_gel_opcw_2
2941797 677.3826 021_03#5867 RT:21.84 AV: 1F:
: 659.3730 FTMS + ¢ NSI d Ful ms2
° 61243 695.8049@hcd27.00
g ’ 547.3218 - [140.0000-1440.0000]
E T saaa 1189.6259
3 696.2867 .
2 271.1273 1088.5659
2
5
k) 846.3248
e 407.2637 788.4647
H | “ 4291723 6187‘514 ‘740T426 ‘ 1025,‘4958 1715897 | 1248 8058
100, 2020815 547.3223 NL: 5.77E6
3 361.2431 02152021_60_jk_vz10b_gel_opcw_
903 £ 2021_03#5676 RT: 21.86 AV: 1
3 STANDARD F: FTMS + ¢ NSI d Full ms2
695.8503@hcd27.00
9025058 g73 5418 10885688 [140.0000-1440.0000]
1189.6167
660.4065
260.1959
788.4639
285.1183
4011286 s529.3137|| 6433116 TIAS0]  e5.4801
1 i k ‘ l [ ”” 1 714.2556 1 488 1071.5457 | 1172.5977 1314.6302
i \\Hlm‘.k‘ 1“.\&.]‘\-‘1! l\luhl\ atd L b by \] T I PR o (AR |
L e e e e e B e
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400
m/z

Graf 18: Fragmentalni spektrum viontové pasti pro vzorek BT20/PL04/16;

V1 - fragment Téb, retézec B

Oznaceni Sekvence AK (M+H)+ (M+2H)2+ (M+3H)3+ (M4+H)
Téb SNTDANQLWTLK 1390.6961 695.8517 464.2369 348.4295
Tab. 21: Proteospecifickd sekvence peptidu po Stépeni trypsinem pro fragment Té6b,
retézec B, vzorek BT20/PL04/16; V1
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| value Type |DelaMassippm] = | Value Type: | Theo.Mass [Da] |

lon Senies | Neural Losses | Pracursor lons | intemal Fragments| | lonSeries | Neural Losses | Precursorlons | intemal Fragments| :
£1 b b Seq. Y ¥ £2 =1 b b Seq. ¥ ¥ 22
1 5 12 1 88.03930 4452328 S 12
2 481 N 1 2 20208223 10154475 N 1303.66409 652 33568 11
3 T -394 10 3 303 12991 15206859 T 118962116 59531422 10
4 +24.07 D ~h 95 g 4 415.15685 20958207 D 1088 57345 54479038 9
5 A *217 8 5 489.18397 24510082 A 97354654  487.27691 8
6 N =213 7 & 60323689 30212209 N 902 50943 451.75835. 7
7 Q +233 6 7 73129547 36615137 Q@ 785 46650 394 73683 6
8 L -29.52 5 8 84437954 422593471 L §60.40752  330.70780° &
9 W <369 4 3 1030 45885 51573306 W 547.32386 27416557 4
10 T «348 3 10 1131.50653 56625690 T 361 24455 18112591 3
11 L «3.03 Z 11 124459059 62279893 L 260019687  130.60207 2

12 K +2.34 1 12 K 147 11280 7406004 1

Tab. 22: Tabulka teoretickych fragmentt peptidu SNTDANQLWTLK (T6b) s vyznacenim

fragmentt redlné detekovanych béhem analyzy

3.1.2. Kit pro zjisténi pritomnosti ricinu

Timto kitem byly otestovany vSechny 4 vzorky BT20/PL01/16, BT20/PL02/16,
BT20/PL03/16, BT20/PL04/16  vCetné dvou standardi  BT20/AS01/16
a BT20/AS02/16, kdy BT20/AS01/16 slouZil jako pozitivni kontrola a BT20/AS02/16

jako negativni kontrola.

Pti testu bylo zjiSténo, Ze vzorky BT20/PL01/16 a BT20/PL04/16 ricin obsahuji, kdeZto
BT20/PL02/16 a BT20/PL01/16 nikoliv (Obr. 15-18). Ve standardu BT20/AS01/16
obsahujici ricin byla pfitomnost ricinu potvrzena (Obr. 19) a ve standardu BT20/AS02/16

obsahujici abrin pritomnost ricinu potvrzena nebyla (Obr. 20).

Obr. 16: negativni vzorek BT20/PL02/16
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Obr. 17: negativni vzorek BT20/PL03/16

Obr. 18: pozitivni vzorek BT20/PL04/16

Obr. 19: ST20/AS01/16 obsahujici ricin

Obr. 20: ST20/AS02/16 obsahujici abrin

3.2. Saxitoxin

3.2.1. LC-FLD

Bylo provedeno zpracovani vSech vzorki BT20/PL05/16, BT20/PL06/16,
BT20/PL07/16 aBT20/PL08/16, ve kterych byl predpokladan obsah STX. Diky vytvoreni
kalibra¢ni kiivky a zjiSténi, Ze k analyze STX dochazi v case 6,4 sekundy, spolecné
s otestovanim standardu (plazma s STX, koncentrace 0,5 pg/ml) a blanku (¢ista plazma
bez STX), je mozné zjistit, které vzorky STX obsahuji ¢i nikoliv. Po provedeni LC-FLD
bylo zjisténo, Ze vzorek BT20/PL06/16 (Graf 20) je STX prosty. V ostatnich vzorcich
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byla nalezena pritomnost STX, jak je zndzornéno v grafech (Graf 19, Graf 21, Graf 22)
a tabulce (Tab. 23) niZe. Pri analyze byla sledovana pouze pritomnost ¢i nepritomnost

toxini ve vzorcich, nikoli jeho mnoZstvi.

Vzorek Cas Plocha
analyz pod
yzy pikem
STX
[sekundy]
BT20/PL05/16 6,394 2,000
STX
BT20/PL06/16 S\ %nebyl 1 pl
nalezen
nalezen

BT20/PL07/16 6,392 6,392
BT20/PL08/16 6,408 6,408

Standard 6,404 7,600

Blank - ¢ista
plazma

Tab. 23: srovnani ¢asu analyzy STX a plochy pod pikem
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3.2.1.1. BT20/PL05/16

FLD1 A, Ex=330, Em=390 (OPCW STX\OPCW_STX2021-01-07 2PPL05-FLD.D)

6.394
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Graf 19: LC-FLD chromatogram pro vzorek BT20/PL05/16

3.2.1.2. BT20/PL06/16

FLD1 A, Ex=330, Em=390 (OPCW STX\OPCW_STX2021-01-07\PLOG-FLD.D)
05
045
0.4+
0351
034

0254

024

0.15

014

Graf 20: LC-FLD chromatogram pro vzorek BT20/PL06/16
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3.2.1.3. BT20/PL07/16

FLD1 A, Ex=330, Em=390 (OPCW STX\OPCW_STX2021-01-07 2PPLO7-FLD.D)

034

6.392

0259

024

0159

0.1

Graf 21: LC-FLD chromatogram pro vzorek BT20/PL07/16

3.2.1.4. BT20/PL08/16

FLD1 A, Ex=330, Em=390 (OPCW STX\OPCW_STX2021-01-07 21PL08-FLD.D)

5408

064

054

044

034

024

0.1

Graf 22: LC-FLD chromatogram pro vzorek BT20/PL08/16
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3.2.1.5. Standard + blank

FLD1 A, Ex=330, Em=390 (OPCW STX\OPCW_STX2021-01-07 2PL-STD-STX-FLD.D)

Norm.

BEL'E]

084

06

044

024

Graf 23: LC-FLD chromatogram pro vzorek standard STX; 0,5 pg/ml

FLD1 A, Ex=330, Em=390 (OPCW STX\OPCW_8TX2021-01-07 2PLOS-FLD-BLANK2.D)

06
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044

034

024

0.1

Graf 24: LC-FLD chromatogram cisté plazmy bez STX
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3.2.2. LC-MS/MS

Bylo provedeno zpracovani vzorki BT20/PL05/16, BT20/PL07/16 a BT20/PL08/16,
ve kterych byl predpokladan obsah STX. Vzorek BT20/PL06/16 po piredchozim zjisténi,
Ze neobsahuje STX, nebyl zpracovavan na LC-MS/MS. Opét byl spolecné se vzorky
vyhodnocen blank, jeZ predstavovala cista plazma, a byl také vyhodnocen standard,
jeZ byla plazma obsahujici STX o koncentraci 0,5 pg/ml. Hmotnostni spektra z provedené
metody tzv. monitorovani vybranych reakci (SRM, z angl. Selected Reaction Monitoring)
jednotlivych vzorkd, jsou znazornéna nize (Graf 25-29). Pti analyze byly sledovany tri
iontové prechody, kdy z prekurzorového iontu m/z 300 vznikly dalsi ionty m/z 266,
m/z 221 a m/z 204. Vtabulkdch (Tab. 24-26) niZe jsou shrnuty vysledky

SRM testovanych vzorki vztaZené ke standardu STX.

3.2.2.1. BT20/PL05/16
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Graf 25: LC-MS/MS chromatogram pro vzorek BT20/PL05/16
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Ionty/ Vzorek Standard Tolerance**
pirechody Plocha [%]* Plocha [%]*
piku piku
m/z300 - 266 49.10 5157 423 55.37 +11.07
m/z300 - 221 82.19 86.32 649 84.95 +16.99
m/z 300 - 204 95.21 100 764 100 N/A

* procentualni intenzita ve srovnani s nejhojnéjsim iontem

Vysledky

OK
OK
N/A

** v porovnani s relativni intenzitou iontd standardu: >50%: +20%; s>20% aZ 50%:

+25%; >10% aZ 20%: +30%; <10%: £50%
Tab. 24: lontové prechody, vzorek BT20/PL05/16

3.2.2.2. BT20/PL06/16

STX v tomto vzorku nebyl nalezen.

3.2.2.3. BT20/PL07/16

C:\XcalibunOPCW\PLO7-MS 1/14/2021 1:46:06 PM PLO7-MS
RT: 0.62-4.62 SM: 15G
RT: 2.69 NL: 4.09
ARA102 5508 m/z= 265.90-266.10 F:
: ITMS + p ESI SRM ms2
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4 G- [202.00-302.00] MS
E <4 Genesis PLO7-MS
3
Bl
§23
3
14
o3
RT: 2.69 NL: 5.87
AN O mi/z= 220.90-221.10 F:
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p m/z 300-221 BP: 221.08 300.00@cid30.00
E [202.00-302.00] MS
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43
e
234
g 3
= 23
03
RT:2.71 NL: 7.37
ARCTE19 m/z= 203.50-204.50 F:
: ITMS + p ESI SRM ms2
m/z 300-204 BP: 204.00 300.00@cid30.00
[202.00-302.00] MS
Genesis PLO7-MS

Graf 26: LC-MS/MS chromatogram pro vzorek BT20/PL07/16
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Ionty/ Vzorek Standard Tolerance** Vysledky
pirechody Plocha [%]* Plocha [%]*

piku piku
m/z 300 - 266 41.62  54.63 423 55.37 +11.07 OK
m/z 300 - 221 61.19 80.31 649 84.95 +16.99 OK
m/z 300 - 204 76.19 100 764 100 N/A N/A

* procentualni intenzita ve srovnani s nejhojnéjsim iontem

** v porovnani s relativni intenzitou iontl standardu: >50%: +20%; >20% aZ 50%:
+25%; >10% aZ 20%: +30%; <10%: £50%

Tab. 25: lontové prechody, vzorek BT20/PL07/16

3.2.2.4. BT20/PL08/16
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Graf 27: LC-MS/MS chromatogram pro vzorek BT20/PL08/16
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Ionty/ Vzorek Standard Tolerance** Vysledky
pirechody Plocha [%]* Plocha [%]*
piku piku
m/z 300 - 266 198.00 58.57 423 55.37 +11.07 OK
m/z300 - 221 290.00 86.05 649 84.95 +16.99 OK
m/z 300 —» 204 337.00 100 764 100 N/A N/A

* procentualni intenzita ve srovnani s nejhojnéjsim iontem

** v porovnani s relativni intenzitou iontl standardu: >50%: +20%; >20% aZ 50%:
+25%; >10% aZ 20%: +30%; <10%: £50%

Tab. 26: lontové prechody, vzorek BT20/PL08/16

3.2.2.5. Standard + blank
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Graf 28: LC-MS/MS chromatogram pro standard
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Graf 29: LC-MS/MS chromatogram pro blank

3.3. Seznam toxini piridanych ke vzorkiim

OPCW po odeslani vysledki cviceni zaSle ucastnikiim seznam chemikalif a toxint, kterymi

byly vzorky obohaceny. V tomto piipadé se jednalo o obohaceni lidské plazmy ricinem,

abrinem (i saxitoxinem. Seznam vZdy obsahuje nazev chemikalie ¢i toxinu a také jeho

koncentrace v daném vzorku viz Tab. 27.

Vzorek Piidané chemikalie/toxin Koncentrace
BT20/PL01/16 ricin 16 pg/ml
BT20/PL01/16 ricin 1 pg/ml
BT20/PL01/16 -

BT20/PL01/16 ricin 2 pug/ml
BT20/PL01/16 saxitoxin 41 ng/ml
BT20/PL01/16 -

BT20/PL01/16 saxitoxin 20,5 ng/ml
BT20/PL01/16 saxitoxin 82 ng/ml

Tab. 27: PouZité pridané chemikalie /toxiny ve vzorcich
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Po dokonceni analyz vzorkli a srovnani se seznamem pridanych toxini do vzorkil
obdrZenym nasledné po vyhodnoceni od OPCW bylo provedeno porovnani uspésSnosti

jednotlivych analyz (Tab. 28).

Vzorek ObsaZeny toxin Nalezeni vzorku metodou?
ajeho Kit na detekci LC-MS/MS LC-FLD
koncentrace ricinu
BT20/PL01/16 16 pg/ml - ricin v v —
BT20/PL02/16 1 pg/ml - ricin x X —
BT20/PL03/16 - x x —
BT20/PL04/16 2 pg/ml - ricin v v —
BT20/PL05/16 41 ng/ml-STX — v v
BT20/PL06/16 - — x x
BT20/PL07/16 20,5 ng/ml- STX — v v
BT20/PL08/16 82 ng/ml-STX — v v

Vysvétlivky: toxin nalezen: v/; toxin nenalezen: x; metoda nepouzita pro analyzu

Tab. 28: Vyhodnoceni vzorki a pouzitych metod

Tti vzorky ze Ctyt obsahovaly ricin presné tak, jak bylo popsano ve scénari testovani.

Pti analyze pomoci LC-MS/MS doslo k nalezeni ricinu ve dvou vzorcich. V jednom vzorku

vV

MV

Ci pri samotné analyze. Zaroven také spravné nedoSlo knalezeni ricinu ve vzorku,
ktery predstavoval blank. Abrin nebyl nalezen ani vjednom vzorku, coZ odpovida

seznamu piidanych toxin.

Analyza pomoci kitu na pritomnost ricinu poskytla stejny vysledek jako predchozi analyza

vvs

tento toxin nalezen. Tento fakt miZe byt velmi pravdépodobné opét zpiisoben velmi

nizkou koncentraci toxinu, coz se dle vyrobce kitu mize stat (Miprolab, 2021).

Analyza STX potvrdila jeho piitomnost ve tfech vzorcich ze Ctyt, coZ presné odpovida

skutecnosti piidanych toxin.
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Zadna obsaZena koncentrace toxinti v analyzovanych vzorcich by dle odborné literatury
nemeéla zapriCinit smrt c¢lovéka, i kdyZ se letdlni koncentrace u rtznych autori lisi.
Pro ricin nejnizsi LD50 nastava pri inhalaci, kdy se tato hodnota lisi o 7 pg/kg vahy
primérného clovéka. U STX je urceni LD50 velmi obtiZzné, protoze detekce
akumulovanych PST v organismech, jez jsou nasledné pozieny Clovékem, je témér

nemozna.
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ZAVER

Tato diplomova prace byla vénovana identifikaci toxinl vlidské plazmé v ramci
mezindrodniho cvi¢eni BioToxin porfddanym Organizaci pro zakaz chemickych zbrani
(OPCW). Testovani bylo uvedeno fiktivnim scénafem, v némz byly popsany priznaky
nemoci u lidi, od kterych byly ziskdny vzorky plazmy. Cilem prace bylo nalézt toxiny
v obdrZenych vzorcich lidské plazmy. Vzorky plazmy se délily do dvou skupin,
kdy ve skupiné prvnich 4 vzorkd byl hledan ricin a abrin, a vdruhé skupiné dalSich
4 vzorkil byl hledan saxitoxin. Kazda sada vzorki obsahovala také blank ¢ili ¢istou lidskou
plazmu bez obsahu toxinu. Pro pozitivni porovnani byly spole¢né se vzorky obdrzeny také

2 standardy (ricin, abrin).

Hledané toxiny jsou nebezpecné tim, Ze jsou po proniknuti do organismu odpovédny

za fadu reakci. Specificky se vazi na buné¢né membrany a zpiisobuji nevolnost, edémy,

VIV

Pfi analyze na LC-MS/MS byla zjiSténa pritomnost ricinu ve dvou odliSnych vzorcich.
Ve zbylych dvou vzorcich ricin nebyl prokazan. Dva pozitivni vzorky s obsahem ricinu
byly zjistény i pti pouziti kitu na zjisténi pritomnosti ricinu. V porovnani s vysledky,
jeZ byly obdrzeny od OPCW po ukonceni testovani, bylo zjiSténo, Ze ricin byl obsazen

celkem ve 3 vzorcich. OdliSnost zjiSténych vysledkli od zaslanych vysledkid miiZze byt

vV

VIV

Ci pri samotné analyze. Abrin spravné nebyl zjiStén ani v jednom ze vSech 4 testovanych

vzorka.

Ve druhé skupiné vzorki, ktera byla vyhrazena pro zjiSténi pritomnosti saxitoxinu, byla

metodou LC-FLD a LC-MS/MS spravné zjiSténa pritomnost ve 3 vzorcich ze 4.

Jak jiz bylo receno, analyzované toxiny mohou zpiisobit zavazné zdravotni problémy,
proto jsou cvi¢eni BioToxin velmi vhodna a GiCastnici se laborator tak dostane jedinecnou
prilezitost zkusit si praci sjedovatymi toxiny. Laboratoi tak dostdvd moZnost ziskat
odborné znalosti v oblasti analyzy vzorki toxint, jeZ jsou v tomto piipadé relevantni pri

zneuZiti jako chemické zbrané.
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PRILOHY

Priloha 1: Kategorizace chemikalii dle OPCW na zakladé Umluvy o chemickych zbrani

Scheduled Chemicals under the Chemical Weapons Convention (CWC)

Guidelines for Schedule 1
The following criteria shall be taken into account in considering whether a toxic
chemical or precursor should be included in Schedule 1:

{a) It has been developed, produced, stockpiled or used as a chemical weapon as
defined in Article I;

b} It poses otherwise 3 high risk to the object and purpose of this Convention by
virtue of fts high potential for use in activities prohibited under this
Comvention because one or more of the following conditions are met:

()} It possasses 3 chemical structura closely related to that of other toxic
chemicals listed in Schedule 1, and has, or can be expected to have,
«comparableproperties;

(i) It possesses such lethal or incapacitating toxicity as well as other
properties that would enable it to be used as a chemical weapon;

{iiij It may be used as a praciirsor in the final single technological stage of
production of a toxic chemical listed in Schedule 1, regardless of
whether this stage takes place in facilities, in munitions or elsewhers;

{c) It has fittle or no use For under this
Schedule & Part A, Toxic Chemiculs.
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Guidelines for Schedule 2

The following criteria shall be taken into account in considering whether a toxic
chemical not listed in Schedule 1 or a precursor ta a Schedule 1 chemical or to a
«chemical listed in Schedule 2, part A, should be included in Schedule 2:

(a) It poses a si to the obj #this C by
it possesses such lethal or incapacitating toxicity as well as other properties
‘that could enable it to be used as a chemical weapon;

(b ft may baused as a precursor in one of the chemical reactions at the finalstage
of formation of a chemical listed in Schedule 1 or Schedule 3, partA;

(¢} It poses a significant risk to the object and purpose of this Convention by
virtue of its importance in the production of a chemical listed in Schedule 1 or
Schedula 2, part A;

{d} It is not produced in large commercial quantities for purposes nat prohibited
under this Convention
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Schvecule 3
(Vsadin produclion of Schedule 1 chamicals]

Guidelines for Schedule 3

The following critaria shall be taken inta account in considering whether 3 toxic
chemical or precursor, not listed in other Schedules, should be included in
Schedule 3:

{2} It has been produced, stockpiled or used as a chemical weapan;

(b} It pases otherwisa a risk to the object and purpese of this Convention because it
possasses such lethal or incapacitating toxicity as wall as other properties that
might enable it to be used s a chemical weapan;

{c) h: poses a risk to the object and purpose of this Convention by virtue of its

importance in the production of one or more chemicals fisted in Schedule 1 or
Schedule 3, part B;

(d}lt may be produced in large commercial gquantities for purposes not

‘prohibited under this Convention.

Schedule 3 Part A, Toxk: Chemicals
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