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Souhrn

S ohledem na udalosti poslednich let neni riziko vojenského ¢i teroristického zneuziti vysoce toxickych
latek vcetné zakazanych bojovych otravnych latek zanedbatelné. Katedra toxikologie a vojenské farmacie
Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany tudiz zavedla analytické metody a postupy uprav
biologickych vzorkt (plasma, moc) pro stanoveni identifikacnich znakt (biomarkert) vystaveni nervoveé
paralytickym latkam (sarinu, cyklosarinu, somanu, tabunu a V-latkam) a yperitu, ¢imz pfinasi do Armady
Ceské republiky schopnost potvrdit jejich zneuziti viiéi zivé sile. Metody popsané v &lanku jsou zaloZzeny
na prukazu metabolitt (O-alkyl methylfosfonovych kyselin pro nervové paralytické latky a thiodiglykolu
pro yperit) a produkti jejich reakci s pritomnymi biomolekulami (tyrosinovych adukti nervoveé
paralytickych latek a peptidovych aduktd sirné¢ho yperitu) pomoci kapalinové a plynové chromatografie
spojené s hmotnostni spektrometrii. Funkénost téchto metod je oveérovana a diskutovana v ramci testu
odborné zpusobilosti pro biomedicinskou analyzu s mezinarodni ucasti, ktery kazdoro¢né potrada
Organizace pro zakaz chemickych zbrani. Katedra se téchto testti icastni od roku 2016, kdy se konal
prvni ro¢nik.
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Herman a kol.: Pritkaz zneuziti bojovych otravnych latek na Zivou silu

Summary

Taking into account the events of recent years, a risk of exposure to high toxic substances including
chemical weapons is not negligible. Therefore the Department of Toxicology and Military Pharmacy, Faculty
of Military Health Sciences, University of Defence introduced analytical and biological samples (plasma,
urine) preparation methods for determination of biomarkers of exposure to nerve agent (sarin, cyclosarin,
soman, tabun, VX and VR agent) and sulphur mustard. Evidence of chemical weapon use is based
on detection of their metabolites (Alkyl methylphosphonic acids as metabolites of the organophosphorus
nerve agents, thiodiglycol as a metabolite of sulphur mustard) and products of their reactions with
biomolecules (tyrosine adducts of organophosphorus nerve agents, sulphur mustard-albumin adducts). Gas
chromatography tandem mass spectrometry and liquid chromatography tandem mass spectrometry are used
for determination of biomarkers. Functionality of described methods is validated and discussed participating
in Biomedical proficiency test, which is organized by The Organisation for the Prohibition of Chemical
Weapons every year.

Key words: chemical warfare agent,; sulphur mustard; OPCW,; BioPT; biomarkers

Uvod

Laboratof analytické chemie Katedry toxikologie a vojenské farmacie Fakulty vojenského zdravotnictvi
Univerzity obrany (KTVF FVZ UO) se posledni 4 roky Gcastni testd odborné zpusobilosti pro biomedicinskou
analyzu (Biomedical Proficiency Test, BioPT), jejichz cilem je prokazat schopnost laboratote spravné urcit vzorky,
které jsou pozitivni na pouziti zakazanych latek z Umluvy o zikazu vyvoje, vyroby, hromadéni zasob a pouZiti
chemickych zbrani a jejich zni¢eni (déle jen Umluva) a identifikovat pouzitou toxickou latku. Tyto testy jsou
kazdoro¢né poradany Organizaci pro zakaz chemickych zbrani (7The Organisation for the Prohibition of Chemical
Weapons, OPCW), jez vznikla na zékladé Umluvy, a Gi¢astni se jich nékolik desitek laboratofi z ¢lenskych stati
OPCW (29 laboratoii z 23 statti v roce 2019). Podminkou pro Gspésné splnéni BioPT je spolehlivy a spravny prikaz
pouziti zakazané latky v definovanych vzorcich. Za jednoznaéné potvrzeni téchto sloucenin v piredkladaném
vzorku se povazuje stanoveni alespon dvou odlisnych identifika¢nich znakt (biomarkerti) expozice nebo jednoho
znaku s vyuzitim dvou riznych analytickych metod (1). Protoze se prevazné jedna o vysoce reaktivni slouceniny,
v organismu vétSinou nejsou pritomny v ptivodnim stavu. Proto se jako biomarkery vyuzivaji jejich metabolity
nebo produkty jejich reakei s biomolekulami (proteiny, DNA, erytrocyty, aj.) exponovaného organismu.
V plasmé se nejcastéji jedna o adukty na pritomné proteiny, zatimco v moci se vyskytuji jejich hydrofilni
metabolity (2—4).

OPCW zajistuje plnéni ustanoveni obsazenych v Umluvé, véetnd mezinarodni kontroly jejiho dodrzovani.
Zarovei poskytuje odborné konzultace a zprostfedkovava spolupraci mezi smluvnimi staty. Hlavnim cilem Umluvy
je zamezit jakémukoliv pouziti chemickych zbrani a likvidace soucasnych svétovych zasob téchto latek (5). K tomuto
cili se zavazalo viech 193 stati (pokryva 98 % svétové populace), které tuto Umluvu dosud ratifikovaly (6,7).
Piehled zakazanych sloudenin je uveden v piiloze Umluvy na Seznamech 1-3. Kde kazdy seznam je rozdélen
na ¢ast A (toxické latky) a ¢ast B (prekurzory). Chemikalie s nejvyssi toxicitou, které byly pouzity nebo vyvijeny
jen jako chemické zbrang jsou uvedeny na Seznamu 1.A, viz tabulka 1. Doposud byly BioPT zaméfeny predev§im
na nervove paralytické latky (NPL) a yperity z divodu vysokého rizika jejich zneuziti.

Ackoliv Umluva v dubnu 2020 slavi uz 23. vyro&i, udalosti poslednich let (2017 — ldtka VX na letisti v Kuala
Lumpur (8), 2017 — sarin v Syrii (9), 2018 — incident v Salisbury a Amesbury (10)) ukazuji, ze likvidace zivé sily
prostiednictvim vysoce toxickych latek je stale pouzivanym nastrojem k prosazeni zajmu statd nebo riznych uskupeni.
S rostoucim po¢tem piipadu podezieni na uziti bojovych otravnych latek (BOL), narista také celkové mnozstvi vzorkd,
které musi inspektoii OPCW odebirat z mist domnélého pouziti chemickych zbrani. Zpracovani vysokého poctu téchto
vzorkll narazi na kapacitu vlastnich laboratoii OPCW, a proto byl ziizen institut tzv. ur€enych laboratofi. Tyto laboratoie
jsou zakladem ovéfovaciho rezimu OPCW a jeji schopnosti vySetfovat obvinéni z pouzivani chemickych zbrani.
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Jedna se o laboratofe v ¢lenskych statech OPCW, které musi pro oblast biomedicinské analyzy splinovat n¢kolik

podminek:

1) zavedeny systém jakosti v souladu s normami (ISO / IEC 17025: 2005 nebo rovnocenny),
2) platna akreditace akreditaénim organem mezinarodné uznavanym pro analyzu chemickych latek - ochranné

prostiedky a piibuzné slouceniny v riiznych typech vzorkd,

3) ucast na BioPT nejméné jednou za kalendaini rok, kde musi ziskat dvakrat znamku ,,A* nebo jednou ,,A*

a jednou ,,B* z poslednich dvou po sobé jdoucich tcasti (11,12).

Tabulka 1. Seznam 1. A Umluvy — toxické latky (5)

Seznam Umluvy obecny nazev sloueniny priklady
1L.A.1 0-alkyl(<C10 v¢etné O-cykloalkyl)-alkyl (methyl, ethyl, n-propyl o} N |
nebo i-propyl)fosfonofluoridaty F >Po o
Sarin (GB)
N
P o
Soman (GD)
e
F7 ~o
Cyklosarin (GF)
, ~,
1.A2 0O-alkyl(<C10 véetné O-cykloalkyl)-N,N-dialkyl (methyl, ethyl, n-propyl o ’\Il
nebo i-propyl)fosforamidokyanidaty Sp
NCT oS
Tabun (GA)
1.LA3 O-alkyl(H nebo <C10 véetné O-cykloalkyl)-S-[2-N,N-dialkyl (methyl, ethyl, Y ol
n-propyl nebo 1-pr0pyl)e.tm'1noethyl]-a!ky.l, (r,nethyl, eth;rfl, n-propyl N N >P N
nebo i-propyl)fosfonothioaty a odpovidajici alkylované
nebo protonované soli
Latka VX

Latka VR
1.A4 Sirné yperity d \/\S /\/Cl
Yperit (HD)
1.A.5 Lewisity a \%\As -«
|
@
Lewisit 1
1.A.6 Dusikaté yperity d ~ N A~
Cl
HN1
1.A.7 Saxitoxin
1.A.8 Ricin
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BioPT navazuje na jiz dlouhodob¢ provadéné testy odborné zptisobilosti (Profeciency Test, PT) zabyvajici se
prikazem zakazanych chemikalii v environmentalnich vzorcich. OPCW pomoci BioPT ovéfuje zptsobilost
laboratofi v biomedicinské analyze. Ziskava tak uréené laboratofe i v této oblasti, a to ji poskytuje schopnost
zpracovani velkého mnozstvi nejen environmentalnich vzorkl odebranych z prostiedi, ale i vzorki od lidi ¢i zvifat.
Z vysledku analyz vice druht vzorki je dosazeno vys$si divéryhodnosti z nich odvozenych zavéra o zneuziti
zakéazanych latek. Z divodl pouziti zavért analyz jako dikaza pro pfipadné soudni jednani, je nutné splnit pfisna
pravidla provadéni analyz, nakladani se vzorky a prezentace vysledkl v zavére¢né zprave. Tato pravidla se na zaklade
novych poznatkti a zkuSenosti z jednotlivych testll neustale vyvijeji. Prikaz zakadzané latky ve vzorku je zalozen
na srovnavacich analyzach neznamych vzorkt se vzorky referen¢nich standardt. U jednotlivych analytd je posuzovan
reten¢ni Cas, pomér kvalitativnich iontl nebo ploch pod pikem, které by mély byt ve shodé¢ s hodnotami z referen¢ni
analyzy.

V soucasné dobé ma statut urc¢ené laboratofe v oblasti biomedicinské analyzy 17 laboratoii z 12 statd (12).
I'kdyz je Ceska republika 48. statem (7), ktery Umluvu ratifikoval, nema na svém tizemi zadnou takovouto laborator.
Statut urcené laboratofe maji ve stiedni a vychodni Evropé pouze dve laboratore v Ruské federaci.

Hlavnim cilem tohoto sdéleni je prezentovat metodiky pro prukaz expozice BOL na Zivou silu zalozené
na stanoveni biomarkert pomoci plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci (GC-MS) a kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci (LC-MS), které jsou zavedené v analytické laboratoii KTVF FVZ UO, a nase
dosud dosazené vysledky pii jejich pouziti v ramci feSeni BioPT.

Material a metodika
Chemikalie

Aceton, acetonitril, methanol, kyselina mravenci, octan amonny (vse cistota pro LC-MS), pentafluorobenzyl
bromid, N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid, diisopropylamin, hydrogenuhli¢itan amonny ((NH,)HCO,),
enzymy pronaza a proteindza K byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Voda pro LC-MS byla pfipravena zatizenim na bazi reverzni osmozy Aqua Osmotic typ 06 (AquaOsmotic, Tisnov,
Ceska republika). Nervové paralytické latky byly syntetizovany ve Vojenském vyzkumném tstavu v Brng o Gistoté
90-95 % (stanovena GC-MS analyzou). Sirny yperit byl ziskdn z vojenské laboratoie v Zemianskych Kostol'anech
(Slovensko) o ¢istote 95 % (stanovena GC-MS analyzou).

Biomarkery v mo¢i
Stanoveni O-alkyl methylfosfonovych Kyselin — biomarkery expozice NPL
Priprava vzorkii

Postup piipravy vzorki vznikl kombinaci a ipravou metod dle Riches a kol. (13) a Swaim a kol. (14). Po piidani
2500 pl acetonitrilu ke 250 pl moci byla smés nanesena na SPE kolonku Strata Si-1 (200 mg, 3 ml), ktera byla
kondicionovana 3 ml 75% acetonitrilu a 3 ml 100% acetonitrilu. Po proplachnuti kolonky 1 ml acetonitrilu a 1 ml
90% acetonitrilu byl analyt eluovan 2 % 1 ml 75% acetonitrilu. Eluaty se po spojeni odpafily pod proudem dusiku
pri teploté 50 °C. Nasledné byl odparek rekonstituovan v 250 pl ¢istého acetonitrilu a volné methylfosfonové
kyseliny (MPA) byly stanoveny metodou LC-MS. Pro GC-MS analyzu bylo nutné MPA nejprve derivatizovat.
Pro derivatizaci se odparek smisil s 200 pl acetonu, 20 ul diisopropylaminu a 20 pl pentafluorobenzyl bromidu.
Takto pfipraveny vzorek byl zahfivan v suché lazni (70 °C, 4 h) a odpafen do sucha pod proudem dusiku
pii teploté 50 °C. Pro stanoveni pomoci GC-MS metody byl odparek rozpustén v 50 pl 100% acetonitrilu.

LC-MS metoda
Separace analytll byla provedena na LC-MS sestavé Thermo Ultimate 3000 ve spojeni s hmotnostnim

spektrometrem Thermo Q Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany). Pro analyzu byla pouzita
chromatograficka kolona Kinetex HILIC (2,6 pm; 150 mm % 2,1 mm) s pfedkolonou SecurityGuard ULTRA HILIC
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(Phenomenex, Torrance, CA, USA). Stanoveni probihalo za pouziti isokratické eluce a pratoku 500 pl.min'. Jako
mobilni faze byl pouzit vodny roztok octanu amonného o koncentraci 20 mmol.I" a acetonitril v poméru 14:86 (v/v).
Analyza probihala pfi teploté kolony 40 °C po dobu 5 min. Pro stanoveni bylo pouzito 10 ul pfipraveného vzorku.

Hmotnostné spektrometricka detekce probihala v negativnim modu a pii nasledujicim nastaveni elektrospreje:
vlozené napéti 3,0 kV; teplota kapilary 275 °C; pratok susiciho plynu 15 arbitrarnich jednotek a pratok zmlzujiciho
plynu 5 arbitrarnich jednotek. Méfeni probihalo v médu sledovani vybranych reakci, kde hodnoty m/z prekurzorovych
a produktovych iontl a kolizni energie (normalized collision energy, NCE) byly ziskany analyzou standardi.
Struktura biomarkert a vzorové extrahované chromatogramy pro sledované piechody jsou zobrazeny na obrazku 1.

oo o I o . o
Ho™ ~o” ™ HO” Yo HO™ \OY HOSP\O HO™ ™o

EMPA IMPA iBUMPA CMPA PMPA
(od VX) (od sarinu) (od VR) (od cyklosarinu ) (od somanu)
6.30
400000 — EMPA soncE /2 94.99
— M_H - X i
] [l 1- m/z 123,02 > /27896
200000 —|
o: 3.21 3.67 406 425 479 5.45 7.11 7.77
7 IMPA 30NCE m/z 94,99 s
7 IM-HI" m/z 137,04 N .
500000 | m/z 78,96
() —
g 0: 337 372 407 453 5.11 6.96 7.35 8.01
5 i
5 5.07
) ] iBUMPA soncE /2 94.99
‘€ 500000 — M-H]- 151,05 '
5 ] (M-HI" m/z —> m/iz789
Q -
< ol 321 358 4.02 439 473 542 576 6.19 6.80 7.08 7.33 7.78
4.78
] CMPA 30 NCE m/z 94,99
- M-H]- m/z 177,07 Z 9%
200000 | (M- vz —> m/z789
05 3.19 354 3.81 5.51 6.13  6.59 7.09 7.44 7.83
4.31
2000000 — PMPA
= [M-H]- m/z 179,08 30NCE m/z 94,99
1000000 ' m/z 78,96
3318 361 6.39 697 739 7.82
0\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 55 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0
Cas (min)

Obrazek 1. Struktura O-alkyl methylfosfonovych kyselin a vzorové extrahované chromatogramy pro sledované piechody
pii LC-MS analyze

GC-MS metoda

Analyza derivatizovanych MPA probihala na sestavé Agilent 7000D GC/QQQ (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA) osazené kolonou HP-5ms Ultra Inert (30 m; 0,25 mm; 0,25 pm, Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA). Teplota inletu byla 250 °C. Objem nasttiku byl 1 pl a probéhl v modu splitless (bez déleni objemu
nastfiku). Teplotni program vyhfivani pece zacinal na 60 °C. Tato teplota byla drzena 2 min a poté linearné
zvySovana rychlosti 10 °C.min"! na teplotu 250 °C. Pak nasledovalo zvySeni teploty rychlosti 30 °C.min"! na 280 °C,
a tato teplota byla konstantni po dobu 5 min. Pratok nosného plynu helia ¢inil 1 ml.min', pfi¢emz analyza trvala
27 min. Méfeni probihalo v médu sledovani vybranych reakci, kde hodnoty m/z prekurzorovych a produktovych iontt
a NCE byly ziskany analyzou standardt. Struktura derivati a vzorové extrahované chromatogramy pro sledované
prechody jsou zobrazeny na obrazku 2.
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Ob¢ metody byly zavedeny pro stanoveni O-ethyl methylfosfonové kyseliny (EMPA), O-isopropyl methylfosfonové
kyseliny (IMPA), O-isobutyl methylfosfonové kyseliny (iBuMPA), O-cyklohexyl methylfosfonové kyseliny (CMPA)

a O-pinakolyl methylfosfonové kyseliny (PMPA).
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Obrazek 2. Struktura derivati O-alkyl methylfosfonovych kyselin a vzorové extrahované chromatogramy pro sledované

ptechody pii GC-MS analyze.

Stanoveni thiodiglykolu — biomarker expozice yperitu

Priprava vzorkii LC-MS

Vzorek moci byl nafedén vodou v poméru 1:1 a poté analyzovan pomoci LC-MS metody.

LC-MS metoda

Stanoveni thiodiglykolu bylo provedeno na LC-MS sestavé Thermo Ultimate 3000 ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem Thermo Q Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany). Pro separaci byla pouzita
chromatograficka kolona Zorbax Eclipse XDB-C18 (3,5 pm; 150 mm X 2,1 mm) s pfedkolonou XDB-C18 (5 pm;
2,1 mm x 12,5 mm, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Stanoveni probihalo za pouziti gradientové
eluce a pratoku 250 pl.min!. Mobilni faze se skladala z roztoku mraven¢anu amonného o koncentraci 5 mmol.I"!
v 1% methanolu ve vodé¢ a roztoku mravencanu amonného o koncentraci 5 mmol.I"" v 95% methanolu ve vodg.
Prbeh gradientu je zobrazen v tabulce 2. Separace probihala pfi teploté kolony 40 °C po dobu 13 min. Na stanoveni

bylo pouzito 10 ul pfipraveného vzorku.

Hmotnostné spektrometricka detekce probihala v pozitivnim modu pii nasledujicim nastaveni elektrospreje:
vlozené napéti 3,5 kV; teplota kapilary 275 °C; pratok susiciho plynu 15 arbitrarnich jednotek a pratok zmlzujiciho
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plynu 5 arbitrarnich jednotek. Méfeni probihalo v médu sledovani vybrané reakce, kde hodnoty m/z prekurzorového
a produktovych iontl a NCE byly ziskany analyzou standardu. Struktura thiodiglykolu a vzorovy extrahovany
chromatogram pro sledovany prechod je zobrazen na obrazku 3.

Tabulka 2. Pribéh gradientu pii LC-MS stanoveni thiodyglykolu.

¢as (min) 5 mmol.I" AF v MeOH/H,O (1/99, v/v) (%) 5 mmol.I' AF v MeOH/H,O (95/5, vIv) (%)
0 100 0
1 100 0
9 20 80
10 20 80
10,1 100 0
13 100 0

AF — mravencan amonny, MeOH — methanol, H,O — voda
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Obrazek 3. Struktura thiodiglykolu a vzorovy extrahovany chromatogram ze stanoveni LC-MS.
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Obrazek 4. Struktura trimethylsilyl derivatu thiodiglykolu a vzorovy extrahovany chromatogram ze stanoveni GC-MS
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Priprava vzorkii GC-MS

Vzorek moci o objemu 1 ml byl odpaien do sucha pod proudem dusiku pfi teploté 50 °C. Residua byla rozpusténa
v 300 pl 100% acetonitrilu. Pro naslednou derivatizaci se ptidalo 10 ul N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamidu
a sm¢s se zahiivala pii 50 °C po dobu 50 min. Poté byl vzorek analyzovan pomoci GC-MS metody.

GC-MS metoda

Stanoveni thiodiglykolu probihalo na sestavé Agilent 7000D GC/QQQ (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA) osazené kolonou HP-5ms Ultra Inert (30 m; 0,25 mm; 0,25 pm, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
Teplota inletu byla 250 °C. Nastiik o objemu 1 pl probéhl v médu splitless (bez déleni objemu nastiiku). Teplotni
program vyhiivani pece zacinal na 55 °C. Tato teplota byla drzena 1 min a poté byla linedrné zvySovana rychlosti
20 °C.min’! na teplotu 280 °C. Ta byla konstantni po dobu 1,75 min. Pritok nosného plynu helia byl 1 ml.min’! a analyza
trvala 14 min. Detekce analytu probihala v modu sledovani vybranych ionti, kde hodnota m/z vybraného iontu byla
ziskéana analyzou standardu. Struktura derivatu a vzorovy extrahovany chromatogram jsou zobrazeny na obrazku 4.

Biomarkery v plasmé
Stanoveni tyrosinovych adukti NPL — biomarkery expozice NPL
Priprava vzorki

Postup pfipravy vzorki pro stanoveni tyrosinovych aduktti NPL vznikl modifikaci metod dle Crow a kol. (15)
a Vanninen (16). Plasmatické proteiny byly precipitovany pfidanim 1500 pl acetonu k 500 pl plasmy za vzniku pelety
po odstredéni (5000 x g, 5 min, 20 °C). Sucha peleta byla rozpusténa v 1400 pl roztoku (NH,)HCO; (¢ = 50 mmol.I")
a po pridani 500 pl roztoku pronazy (¢ = 15 mg.ml", v (NH,)HCO; o koncentraci 50 mmol.I'") probihalo enzymatické
Stépeni pii 37 °C po dobu 14 h. Ziskané peptidy byly precistény na reverzni fazi Strata C18-E (100 mg, 3 ml), ktera
byla kondicionovana 3 ml acetonitrilu a 3 ml vody. Po proplachnuti 3 ml vody byl analyt eluovan 3 ml acetonitrilu.
Po odpareni pod proudem dusiku pii teploté 50 °C byl vzorek pro LC-MS stanoveni rekonstituovan v 500 ul 0,1%
kyseliny mravenci ve vodé.

LC-MS metoda

Analyza vzorkl probihala na LC-MS sestavé Thermo Ultimate 3000 ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem
Thermo Q Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany). Na separaci analytd byla pouzita
chromatograficka kolona Kinetex C18 (1,7 pm; 50 mm X 2,1 mm) s pfedkolonou SecurityGuard ULTRA CI18
(Phenomenex, Torrance, CA, USA). Stanoveni probihalo pii gradientové eluci a pratoku mobilni faze 300 pl.min.
Mobilni faze se skladala z 0,1% roztoku kyseliny mravenci ve vode a 0,1% roztoku kyseliny mravenci v acetonitrilu.
Prubéh gradientu je uveden v tabulce 3. Separace probihala pii teploté kolony 30 °C po dobu 15 min. Na stanoveni
bylo pouzito 10 pl ptipravené¢ho vzorku.

Hmotnostné spektrometricka detekce probihala v pozitivnim modu pii nasledujicim nastaveni elektrospreje:
vlozené napéti 3,5 kV; teplota kapilary 275 °C; pratok susiciho plynu 20 arbitrarnich jednotek a pritok zmlzujiciho
plynu 10 arbitrarnich jednotek. Analyty byly detekovany v modu sledovani vybranych reakei, kde hodnoty m/z
prekurzorovych a produktovych ionti a NCE byly ziskany analyzou standardd. Struktura adukti a vzorové
extrahované chromatogramy pro sledované ptechody jsou zobrazeny na obrazku 5. Metoda byla zavedena
pro adukty tyrosinu od latky VX, sarinu, tabunu, latky VR, cyklosarinu a somanu.

Stanoveni O-alkyl methylfosfonovych kyselin — biomarkery expozice NPL
Priprava vzorki

Do 2000 pul plasmy se piidalo 50 ul roztoku reaktivatoru acetylcholinesterazy HI-6 (¢ = 10 mg.ml ') a smés byla
zahfivana v suché lazni (37 °C, 20 min). Plazmatické proteiny byly odstranény precipitaci pfidanim 20 ml acetonitrilu.

133



Herman a kol.: Pritkaz zneuziti bojovych otravnych latek na Zivou silu

Tabulka 3. Prib¢h gradientu pti LC-MS stanoveni tyrosinovych adukti NPL.

¢as (min) 0,1% FA v H,0 (%) 0,1% FA v ACN (%)
0 95 5
1,5 95 5
3 80 20
4 80 20
6 0 100
8 0 100
9 95 5
15 95 5
FA — kyselina mravenc¢i, ACN — acetonitril, H,O — voda
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Obrazek 5. Struktura aduktti BOL na tyrosin a vzorové extrahované chromatogramy pro sledované piechody pti LC-MS analyze.
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Po odstfedéni (20 °C, 5 min, 5000 x g) byl supernatant nanesen na SPE kolonku Strata Si-1 (200 mg, 3 ml), ktera
byla kondicionovana 3 ml 75% acetonitrilu a 3 ml 100% acetonitrilu. Po proplachnuti kolonky 1 ml acetonitrilu
a 1 ml 90% acetonitrilu byl analyt eluovan 2 x 1 ml 75% acetonitrilem. Eluaty byly po spojeni odpafeny pod proudem
dusiku pii teploté 50 °C. Odparek byl rekonstituovan ve 100 pul 100% acetonitrilu. Poté byl vzorek analyzovan
LC-MS metodou, viz biomarkery v mo¢i.

Metoda byla zavedena pro stanoveni EMPA jako biomarkeru pouziti latky VX, IMPA od sarinu, iBuMPA
od latky VR, CMPA od cyklosarinu a PMPA od somanu.

Stanoveni aduktii sirného yperitu — biomarkery expozice yperitu
Priprava vzorki

Vzorky byly pfipraveny modifikovanou metodou dle Pantazides a kol. (17). Plasmatické proteiny byly
precipitovany piidanim 300 pl acetonu do 50 pl plasmy. Po odstfedéni (20 °C, 5 min, 5000 x g) byl supernatant
odstranén a proteinova peleta susena volné na vzduchu po dobu 10 min. K proteinové peleté bylo ptidano 50 pl roztoku
0,1% kyseliny mraven¢i ve vodg, 400 pl roztoku (NH,)HCO; (¢ = 50 mmol.I") a pro stanoveni tripeptidového aduktu
[S-HETE]-Cys-Pro-Phe 100 pl roztoku proteinazy K (¢ = 10 mg.m"!, v (NH,)HCO, o koncentraci 50 mmol.I'")
nebo pro stanoveni dipeptidového aduktu [S-HETE]-Cys-Pro 100 pl prondzy (¢ = 10 mg.ml"!, v (NH,)HCO;
o koncentraci 50 mmol.I""). Stépeni probihalo za stilého michani pti 50 °C po dobu 90 min. Po enzymatickém
Stépeni byla smés nanesena na SPE kolonku Oasis HLB (30 mg, 1 ml), ktera byla kondicionovana 1 ml methanolu
a 1 ml vody. Po proplachnuti 1 ml 20% methanolu ve vodé byl analyt eluovan 0,5 ml €istého acetonitrilu. Po odpateni
pod proudem dusiku pii teploté 50 °C se odparek rekonstituoval v 50 ul 0,1% kyseliny mravenéi ve vod¢. Poté byl
vzorek analyzovan LC-MS metodou.

LC-MS metoda

Analyza vzorkl probihala na LC-MS sestavé Thermo Ultimate 3000 ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem
Thermo Q Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany). Na separaci analytd byla pouzita
chromatograficka kolona Kinetex C18 (2,6 um; 150 mm x 2,1 mm) s piedkolonou SecurityGuard ULTRA C18
(Phenomenex, Torrance, CA, USA). Stanoveni probihalo za pouziti gradientové eluce a pratoku 350 pl.min.
Mobilni faze byla sloZena z 0,1% roztoku kyseliny mravenci ve vodé a 0,1% roztoku kyseliny mravenci v acetonitrilu.
Pribeh gradientu je uveden v tabulce 4. Separace probihala pfi teploté kolony 50 °C po dobu 11,5 min. Pro stanoveni
bylo vyuzito 25 pl ptipraveného vzorku.

Tabulka 4. Prib¢h gradientu pti LC-MS stanoveni aduktl sirného yperitu.

¢as (min) 0,1% FA v H,0 (%) 0,1% FA v ACN (%)
0 98 2
0,5 98 2
6.5 0 100
8,5 0 100
8,6 98 2
11,5 98 2

FA — kyselina mravenc¢i, ACN — acetonitril, H,O — voda

Hmotnostné spektrometricka detekce probihala v pozitivnim modu pii nasledujicim nastaveni elektrospreje:
vlozené napéti 3,5 kV; teplota kapilary 275 °C; prutok susiciho plynu 20 arbitrarnich jednotek a priatok zmlzujiciho
plynu 10 arbitrarnich jednotek. Analyty byly méfeny v modu sledovani vybranych reakci, kde hodnoty m/z
prekurzorovych a produktovych ionti a NCE byly ziskany analyzou standardd. Struktura adukti a vzorové
extrahované chromatogramy pro sledované piechody jsou zobrazeny na obrazku 6.
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Obrazek 6. Struktura aduktl yperitu a vzorové extrahované chromatogramy pro sledované prechody pii LC-MS analyze.

Vysledky a diskuze

Hmotni spektrometrie spojena s kapalinovou a plynovou chromatografii patii k efektivnim a vysoce citlivym
analytickym metoddm. Z tohoto divodu byly vyuzity v ramci BioPT. Zaslané vzorky bylo nutné zanalyzovat
a vyhotovit zavéreénou zpravu do 14 dnti od jejich obdrzeni. Vysledné hodnoceni se odviji od pocétu spravné
identifikovanych vzorkd, viz tabulka 5.

Tabulka 5. Podminky vysledného hodnoceni laboratofi (1).

podminky hodnoceni

Vsechny vzorky jsou spravné identifikované A

Spravné identifikované jsou kromé jednoho vsechny vzorky

Spravné identifikovana je alespon polovina vzorka

Spravné identifikovana je méné nez polovina vzorku

| ol Q|

Reportovani falesné pozitivniho vzorku, falsovani vysledki nebo neodevzdani zaveérecné zpravy do konce ¢asového limitu 14 dni

1. ro¢nik BioPT (2016)

Tento roénik byl zaméfen na sirny yperit (skupina 1.A.4 Seznamu 1 Umluvy, viz tabulka 1) a jeho metabolity.
V obdrzenych vzorcich pro prvni BioPT byly 3 vzorky plasmy a 3 vzorky moci, kazdy o objemu pfiblizn¢ 5 ml.
Jeden vzorek plasmy byl vyhodnocen jako slepy vzorek a ve zbylych dvou byly stanoveny tripeptid [S-HETE]-
Cys-Pro-Phe i dipeptid [S-HETE]-Cys-Pro pomoci metody na stanoveni aduktd sirné¢ho yperitu (viz Stanoveni
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aduktt sirného yperitu), ¢imz bylo u téchto vzorkl prokdzano pouziti yperitu. V jednom vzorku moci byl stanoven
thiodiglykol ov§em jen pomoci metody LC-MS. Metoda pro GC-MS nebyla v dobé konani prvniho ro¢niku BioPT
jesté zavedena. Stanoveni latky pouze jednou metodou je pro ucely BioPT nedostate¢né, proto nebyl vzorek
zapocitan jako spravné urCeny. Pro dal$i metabolity, vznikajici pisobenim B-lyazy (1,1'-sulfonylbis[2-
(methylthio)ethan] — SBMTE, 1-methylsulfinyl-2-[2-(methylthio)ethylsulfonyl]ethan - MSMTESE, 1,1 -sulfonylbis|2-
(methylsulfinyl)ethan] — SBMSE, 1,1 ' -sulfonylbis[2-S-(N-acetylcysteinyl)ethan — SBSNAE, jejich struktura je
zobrazena na obrazku 7), které se vyskytuji v moci (18), nebyl na KTVF FVZ UO zavedeny postup pro stanoveni
kvtli absenci referencnich standardi. Z toho divodu nebylo mozné pfitomnost téchto metabolitt potvrdit
v obdrzenych vzorcich mo¢i.

0. 0O
NS~ HN%O o
SBMTE %

S
0w O g
N2
N NI o\\
I
o] O/

/
MSMTSE 2
S
OH
o (o)
\S /\ES </\S s HN (o]
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Obrazek 7. Struktura hydrofilnich metabolitii yperitu vznikajicich pisobenim f-lyazy.

Standardy téchto metabolitti je mozné piipravit vicekrokovou syntézou. Nejdiive je potieba yperit oxidovat
vafenim s peroxidem vodiku. Naslednou reakci s methanthiolem vznika SBMTE. To se poté oxiduje jodistanem
sodnym na MSMTESE nebo peroxidem vodiku za vzniku SBMSE (19). SBSNAE se da piipravit oxidaci yperitu
anaslednou reakci s triethylaminem a N-acetylcysteinem (20). Tyto metabolity se daji stanovit pomoci LC-MS (18,21)
nebo GC-MS (22,23).

Ptehled chemikalii a jejich koncentrace v jednotlivych vzorcich prvniho ro¢niku BioPT jsou zobrazeny v tabulce 6.
Ziskan¢ hodnoceni laboratofe analytické chemie KTVF FVZ UO za dva spravné urcené vzorky bylo ,,D* (24).

Tabulka 6. Seznam vzorkt a pfidanych chemikalii v prvnim ro¢niku BioPT.

oznaceni vzorku matrice pridana chemikalie koncentrace ng.ml!  spravna identifikace
Ul111/20 mo¢ Thiodiglykol (TDG) 100 pouze jednou metodou
U112/20 mo¢ 1,1'-sulfonylbis[2-(methylsulfinyl)ethan] (SBMSE) 40 NE
U113/20 mo¢ 1,1'-sulfonylbis[2-(methylsulfinyl)ethan] (SBMSE) 50 NE
P114/20 plasma Bis(2-chloroethyl)sulfid (HD) 40 ANO
P115/20 plasma -
P116/20 plasma Bis(2-chloroethyl)sulfid (HD) 50 ANO

2. roénik BioPT (2017)

Tento roénik BioPT se vénoval NPL a jejich metabolitim. Celkovy pocet zaslanych vzorkt byl 6 a opét se

jednalo o 3 vzorky plasmy a 3 vzorky moci, kazdy o objemu pfiblizné 5 ml. Pro béznéjsi latky ze skupiny 1.A.1
ze Seznamu 1 Umluvy (viz tabulka 1) a produkty jejich hydrolyzy byly jiz v laboratofi analytické chemie KTVF

137



Herman a kol.: Pritkaz zneuziti bojovych otravnych latek na zivou silu

FVZ UO zavedené analytické metody. A proto byly ve dvou vzorcich plasmy stanoveny tyrosinové adukty sarinu
metodou LC-MS (viz Stanoveni aduktl tyrosinu NPL) a IMPA jako produkt hydrolyzy sarinu metodou LC-MS
(viz Stanoveni O-alkyl methylfosfonovych kyselin). Jeden vzorek plasmy byl vyhodnocen jako slepy vzorek. Ve vSech
tiech vzorcich moci byla nalezena IMPA, ktera byla stanovena metodami LC-MS a po derivatizaci GC-MS na stanoveni
O-alkyl methylfosfonovych kyselin. Chemikalie pfidané do matric a jejich vysledna koncentrace je zobrazena
v tabulce 7. Za spravné uréeni vSech vzorku tak laboratoi analytické chemie KTVF FVZ UO byla hodnocena
nejvyssi moznou znamkou ,,A“ (25).

Tabulka 7. Seznam vzorki a pridanych chemikalii v druhém ro¢niku BioPT.

oznaceni vzorku matrice pridana chemikalie koncentrace ng.ml!  spravna identifikace
P211/21 plasma - - -
P212/21 plasma O-isopropylmethylfluorofosfonat (GB) 100 ANO
P213/21 plasma O-isopropylmethylfluorofosfonat (GB) 50 ANO
U214/21 moc¢ O-isopropyl methylfosfonova kyselina (IMPA) 15 ANO
U215/21 mo¢ O-isopropyl methylfosfonova kyselina (IMPA) 50 ANO
U216/21 mo¢ O-isopropyl methylfosfonova kyselina (IMPA) 30 ANO

3. rocnik BioPT (2018)

V tomto ro¢niku BioPT bylo zaslano 6 vzorku plasmy a opét se tykal identifikaci vzorkt po pouziti NPL,
tentokrat latkou ze skupiny 1.A.2 ze Seznamu 1 Umluvy (viz tabulka 1). Pro tuto skupinu latek v dobé konani testu
jesté nebyly v nasi laboratofi zavedeny analytické metody na jejich stanoveni, proto ve vzorcich nebylo mozné
potvrdit pfitomnost tabunu.

V soucasné dobé je jiz zavedena LC-MS metoda na stanoveni aduktu tabunu na tyrosin (viz Stanoveni adukti
tyrosinu). Druha metoda tykajici se prokazani tabunu v plasmé by mohla byt zalozena na fluoridové reaktivaci
a stanoveni fluorovaného derivatu tabunu pomoci GC-MS analyzy (26,27). Tuto metodu lze pouzit i pro ostatni
NPL. Dalsi moznosti prokazani tabunu a jinych organofosfati je rozstépit izolovanou butyrylcholinesterdzu
pepsinem a nasledn¢ stanovit nonapeptid s navazanym organofosfatem (28,29).

Koncentrace tabunu ve vzorcich tfetiho rocniku BioPT je uvedena v tabulce 8. Laboratof byla hodnocena
znamkou ,,D* z divod minuti v§ech analytt (30).

Tabulka 8. Seznam vzorki a pfidanych chemikalii ve tfetim ro¢niku BioPT.

oznaceni vzorku matrice pridana chemikalie koncentrace ng.ml’  spravna identifikace
P301/06 plasma - - -
P302/06 plasma O-ethyldimethylamidokyanofosfat (GA) 10 NE
P303/06 plasma O-ethyldimethylamidokyanofosfat (GA) 20 NE
P304/06 plasma O-ethyldimethylamidokyanofosfat (GA) 40 NE
P305/06 plasma O-ethyldimethylamidokyanofosfat (GA) 60 NE
P306/06 plasma - - -

4. ro¢nik BioPT (2019)

V tomto ro¢niku se dale rozvijela problematika identifikace vzorkt po pouziti NPL. Doslo k navyseni celkového
poctu zaslanych vzorki na 7. Jednalo se 0 4 vzorky plasmy a 3 vzorky moci. V jednom vzorku plasmy byla metodou
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LC-MS pro stanoveni aduktd tyrosinu uréena piitomnost aduktu sarinu na tyrosin a pomoci metody LC-MS
pro stanoveni O-alkyl methylfosfonovych kyselin byl odhalen produkt hydrolyzy sarinu IMPA. S pouzitim stejnych
metod byla ve dvou vzorcich plasmy odhalena pfitomnost aduktu cyklosarinu na tyrosin a produktu hydrolyzy
cyklosarinu CMPA. Jeden vzorek plasmy a jeden moci byly vyhodnoceny jako vzorky slepé. Metodami LC-MS
a po derivatizaci GC-MS na stanoveni O-alkyl methylfosfonovych kyselin byla v jednom vzorku moci stanovena
CMPA a v jednom IMPA. Ovsem u vzorku obsahujicim IMPA z diivodu neodpovidajicich poméri ploch pod pikem
mezi standardem a vzorkem stanovenych pomoci metody LC-MS pro O-alkyl methylfosfonové kyseliny nebyla
analyza uznana a vzorek nebyl hodnocen jako spravné uréeny. Proto bylo hodnoceni ziskané za spravnou identifikaci
u Ctyi vzorki ,,B“ (31). Seznam ptidanych chemikalii do matric a jejich koncentrace je zobrazena v tabulce 9.

Tabulka 9. Seznam vzorkt a pfidanych chemikalii ve ¢tvrtém ro¢niku BioPT.

oznaceni vzorku matrice pridana chemikalie koncentrace ng.ml"'  spravna identifikace
P451/03 plasma O-cyklohexylmethylfluorofosfonat (GF) 8 ANO
P452/03 plasma O-isopropylmethylfluorofosfonat (GB) 20 ANO
P453/03 plasma - - -
P454/03 plasma O-cyklohexylmethylfluorofosfonat (GF) 5 ANO
U455/03 mo¢ O-isopropyl methylfosfonova kyselina (IMPA) 20 pouze jednou metodou
U456/03 mo¢ - - -
u457/03 mo¢ O-cyklohexyl methylfosfonova kyselina (CMPA) 5 ANO
Zavér

Analyticka laboratot KTVF FVZ UO byla uspésna ve dvou ze ¢tyt rocnikti BioPT, jichz se zucastnila. Jako jedna
z nejvetsich piekazek pii plnéni zadani testl se ukazala absence referencnich standardii biomarkert. Bez ptislusnych
standardli nebylo mozné ustavit podminky pro separaci a MS analyzu danych analytd a zaroven nebylo mozné
prokazat latky ve vzorcich na zakladé porovnani se standardy. Piestoze neékteré biomarkery 1ze jednoduse pripravit
reakcei prislusné BOL s matrici (adukty NPL na tyrosin, adukty yperitu na albumin, produkty hydrolyzy), artificialni
ptiprava produktd riznych metabolickych pochodt (produkty Stépeni yperitu B-lyazou) je slozitéjsi (19,20).
Navic se standardy pfipravenych reakci BOL s matrici je mozné prokazat pouze pfitomnost danych biomarkerd,
nikoli stanovit jejich absolutni mnozstvi. Postupné snizovani koncentraci pridavanych latek do jednotlivych matric
(viz tabulky 6-9) také klade vyssi naroky na vlastni piipravu vzorkl pro instrumentalni analyzu a na pfistrojové
vybaveni v testovanych laboratofich. Do urcité miry Ize problém nizkych koncentraci fesit ¢astecnym odpafenim
ptitomného rozpoustédla ze vzorku, ale pii kone¢ném objemu obdrzeného vzorku a nutnosti udélat nékolik analyz,
to nelze délat do nekonecna. DalSim feSenim by bylo vylepseni stavajiciho instrumentalniho vybaveni v laboratofi
analytické chemie KTVF FVZ UO.
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