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Abstrakt

Diplomova prace se zabyva chromatografickym stanoveni O-alkyl methylfosfonovych
kyselin v lidské plazmé& a upravou biologického materialu pfed vlastni analyzou.
Teoreticka Cast se zabyvala problematikou jednotlivych skupin bojovych latek, jejich
mechanismem uc€inku a metabolismem v lidském téle. Prakticka ¢ast byla vénovana
upravé vzorku lidské plazmy s cilem vyvinout takovy postup, ktery umozni nasledné
stanoveni koncentrace volnych O-alkyl methylfosfonovych kyselin jakozto metabolitt
bojovych chemickych latek, a pomuze je tak odlisit od téch, které se uvolni z vazby
na bilkoviny lidské krve. Druhym cilem bylo vyvratit moznou interferenci mezi

derivatizacnim cinidlem a volnymi O-alkyl methylfosfonovymi kyselinami.

Metodika a chromatograficka analyza byly aplikovany na vzorky lidské plazmy
s pfidavkem pinakolyl methylfosfonové kyseliny (PMPA) a ethyl methylfosfonové
kyseliny (EMPA). Tyto vzorky byly nejprve upraveny pomoci centrifugacni filtrace,
jejiz postup byl predmétem vyvoje. Centrifugace probihala v centrifugacnich
zkumavkach Vivaspin 6. NejefektivnéjSi postup byl takovy, kdy zkumavky byly
nejprve proplachnuty 400 pl vody a centrifugovany 10 min pfi 8 000 g. Nasledné byl
na zkumavky nanesen vzorek, centrifugovan (20 min, 8 000 g) a opét byly promyty
400 pl vody (centrifugace 10 min, 8 000 g). Po tomto kroku nastala precipitace
a extrakce na pevné fazi. Nasledovala LC-MS analyza. Tento vyvinuty postup se
osvedCil a vedl k oddéleni volnych O-alkyl methylfosfonovych kyselin od téch

navazanych na plazmatické bilkoviny.

Ve druhé Casti diplomové prace byl analyzovan vzorek plazmy s pfidavkem PMPA
a s pfidavkem somanu. Tyto vzorky pro8ly fluoridovou regeneraci a extrakci
na pevnou fazi. Zaroven byly oba vzorky derivatizovany
2-[(dimethylamino)methyl]fenolem (2-DMAMP). Tento druhy cil byl rovnéz spinén,
nebyla potvrzena dana interference mezi kyselinou a 2-DMAMP, tudiz by nemélo
dochazek k faleSné pozitivnimu stanoveni somanu ve vzorku i za skute¢nosti, Zze by

obsahoval danou O-alkyl methylfosfonovou kyselinu.

Klicova slova: O-alkyl methylfosfonové kyseliny, bojova chemicka latka, nervové

paralytické latky, acetylcholinesteraza, butyrylcholinesteraza



Abstract

The thesis deals with the chromatographic determination of O-alkyl methyl
phosphonic acids in human plasma and the treatment of biological material before
the actual analysis. The theoretical part deals with the problems of individual groups
of warfare agents, their mechanism of action and metabolism in the human body.
The experimental part was devoted to the treatment of a human plasma sample in
order to develop a procedure that would allow the subsequent determination of
the concentration of free O-alkyl methyl phosphonic acids as metabolites of chemical
warfare agents and thus help to distinguish them from those released from binding
to human blood proteins. The second objective was to refute possible interference

between the derivatization reagent and free O-alkyl methyl phosphonic acids.

The methodology and chromatographic analysis were applied to human plasma
samples spiked with pinacolyl methyl phosphonic acid (PMPA) and ethyl methyl
phosphonic acid (EMPA). These samples were first treated by centrifugal filtration,
the procedure for which was under development. Centrifugation was carried out in
Vivaspin 6 centrifuge tubes. The most efficient procedure was one in which the tubes
were first rinsed with 400 pl of water and centrifuged for 10 min at 8 000 g.
Subsequently, the tubes were spotted with sample, centrifuged (20 min, 8 000 g) and
washed again with 400 ul of water (centrifugation 10 min, 8 000 g). After this step,
precipitation and solid-phase extraction were carried out. LC-MS analysis followed.
This developed procedure proved successful and led to the separation of free O-alkyl

methyl phosphonic acids from those bound to plasma proteins.

In the second part of the thesis, a plasma sample with the addition of PMPA and with
the addition of soman was analyzed. These samples were subjected to fluoride
recovery and solid-phase extraction. Simultaneously, both samples were derivatized
with 2[(dimethylamino)methyllphenol (2-DMAMP). The second objective was also
fulfilled; the given interference between the acid and 2-DMAMP was not confirmed,
therefore there should be no false positive determination of soman in the sample

even if it contained the given O-alkyl methyl phosphonic acid.

Key words: O-alkyl methyl phosphonic acids, chemical warfare agent, nerve agents,

acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase
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2 Uvod

Agkoliv jsou bojové chemické latky dle Umluvy o zakazu vyvoje, vyroby, hromadéni
zasob a pouziti chemickych zbrani a jejich zni€eni od roku 1997 zakazany, udalosti
nejen z historie ale i z poslednich par let stale naznacuji, ze schopnost tyto
slouCeniny a jejich analyty umét stanovit v organismu je vysoce zadouci. Z historie je
znamo, Ze bojové chemické latky byly pouzivany k feSeni valeCnych konfliktd,
v nynéjSi dobé je vSak stale aktualnéjSi tzv. chemicky terorismus. Konkrétné v roce
2017 Slo o latku VX nalezenou na letisti v Kuala Lumpur, ve stejném roce byl taktéz
pouzit sarin v bojich v Syrii. Se stale vySSim rizikem potencialniho teroristického

utoku se zvySuji i naroky na metody stanoveni [1].

Jelikoz se tyto slou€eniny mohou do téla dostavat rlznymi cestami a jelikoz
neovliviiuji pouze lidsky organismus, ale i hospodarstvi, nebo zvifata, je stale vice
Zadouci mit o téchto slouceninach povédomi a zlepSovat metody, kterymi je Ize

stanovit.



3 Teoreticka cast

3.1 Bojové chemicke latky

Pojmem bojova chemicka latka (BChL) oznacujeme takové latky, které mohou
zpusobit bud smrt, nebo dokazou poskodit lidi a zvifata pomoci svého chemického
ucinku. Mohou mit ale vliv i na hospodarstvi a potravinarské vyrobky [2]. Jedna se
0 vysoce toxické latky, které jsou napriklad schopné naruSit mechanismus prenosu

nervovych vzruchu do jednotlivych organu [3].
Dle mechanismu poskozeni lidského organismu délime BChL na [2]:

e Nervoveé paralytické

e Zpuchyfujici

e VSeobecné jedovaté

e Dusivé

e Drazdivé
3.1.1 Nervové paralytické latky
Jako nervové paralytické latky (NPL) oznaCujeme slouceniny, které jsou organického
puvodu a ve své struktufe obsahuji fosfor. Do organismu vstupuji riznymi cestami
a vyznacuji se vysokou toxicitou vic&i savcum vcéetné Clovéka spole¢né s rapidnim

nastupem ucinku [2].

Nervové paralytické latky délime na dvé skupiny, oznaCované jako G latky a V latky.

Rozdéleni do jednotlivych skupin je uvedeno v Tabulka 1 [4]:

Tabulka 1: Rozdéleni nervové paralytickych latek

Nervové paralytické latky
latky rady G latky rady V
tabun (GA) VX
sarin (GB) VR
soman (GD) ¢inska VX
cyklosarin (GF)
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3.1.1.1 Mechanismus toxicity

NPL jsou latky ovlivaujici cholinergni nervovy pfenos. Podstatou mechanismu jejich
ucinku je ireverzibilni inhibice enzymu acetylcholinesterazy (AChE), kterou mizeme
najit na cholinergnich synapsich nervového systému, plic, neuromuskularniho
spojeni a na membrané erytrocytl [2], [4], [5]. Konkrétné dochazi k fosforylaci serinu

v aktivnim misté enzymu, ¢imz dochazi ke zvySené stimulaci cholinergnich receptort
[6].

AChE rozklada (hydrolyzuje) acetylcholin (ACh), ktery vznika z cholinu acetylaci
pomoci acetylkoenzymu A. Pfi inhibici AChE tak dochazi k hromadéni ACh
v synapsich, a to jak v centralnim, tak i perifernim a autonomnim nervovém systému.
Kvuli tomu dochazi i ke zvySenému drazdéni odpovidajicich receptort, ¢emuz

odpovidaji centralni, nikotinové a muskarinové klinické pfiznaky [2], [4].

Centralni pfiznaky zahrnuiji tfes, dechové problémy, ztratu védomi a zachvaty. Mezi
muskarinové pfiznaky patfi mioza, slinéni, bronchospasmy, nauzea, zvraceni
a bradykardie. Mezi nikotinové pfiznaky Fadime svalovou slabost, hypertenzi,

tachykardii a fascikulaci [4].

NPL jsou substratovymi analogy k ACh, a tudiz stejné jako jiné pfirozené substraty
vstupuji do aktivnhiho mista AChE, kde se kovalentné vazi na hydroxylovou skupinu
serinu. Zde dochazi ke stépeni NPL a fosforylaci enzymu. Takto fosforylovana AChE
jiz nemlUze $tépit ACh, nemluvé o faktu, Zze defosforylace enzymu trva fadové
az nékolik dni [7].

Podobny mechanismus ucinku maiji organofosfatové pesticidy, které jsou vyuzivany

napfic celym svétem.

3.1.1.2 Sarin

Sarin, strukturné O-isopropylmethylfluorofosfonat (Obrazek 1), je téZz oznacovany
jako GB. Spole¢né s ostatnimi (cyklosarin, soman, tabun a VX) byl vyvinut jako zbrar
béhem druhé svétové valky. Taktéz byl zneuZit i v bojich na Blizkém vychodé [8].
Stejné jako ostatni NPL, ovliviiuje nervovy pFenos, sarin vSak aktivuje i jiné
neurotransmitery — napf. kyselinu gama-aminomaselnou. Mimo to zapficifuje
i zmény v iontovych kanalech, nebo pozméruje molekuly zodpovédné za bunécnou

adhezi [9].
11



GB

M—v=—0

Exact Mass: 140,04024

Obréazek 1: Sarin

Chemické vzorce byly vytvoifeny pomoci programu ChemDraw Ultra 20.0 (CambridgeSoft, Cambridge, MA, USA).

3.1.1.3 Cyklosarin

DalSi NPL je cyklosarin (Obrazek 2), O-cyklohexylmethylfluorofosfonat. Jeho zkratka
je GF. Pfi pokojové teploté se jedna o kapalinu. K nejCastéjsi expozici dochazi skrze
inhalaci aerosolu, pfipadné po kontaktu s kiizi, nebo o€ima. K manifestaci po inhalaci
dochazi jiz béhem sekund, zatimco u zkapalnéné slouCeniny se pfiznaky objevuji

v fadech minut az hodin [10], [11].

GF
o)
'J
™o
:

Exact Mass: 180,07154

Obrazek 2: Cyklosarin

3.1.1.4 Soman

Soman, 2-(fluoromethylfosforyl)oxy-3,3-dimethylbutan (Obrazek 3). Ve své struktufe
ma vysoce rozvétvenou alkoxylovou skupinu a obsahuje dvé chiralni centra.
Podobné jako u jinych NPL, i u somanu probiha specificky typ reakce (tzv. ,starnuti®,
taktéz ,aging“), pfi niz je po vzniku komplexu enzym-soman dochazi k dealkylaci
esterové skupiny somanu. Poté je nemozna reaktivace enzymu, coZz vyustuje
v trvalou nefunkénost AChE (i navzdory aplikaci reaktivatoru) a hromadéni ACh.
U somanu probiha aging nejrychleji ze vSech NPL — mezi 5 az 8 minutami — zatimco
u VX nejpomaleji — az 24 hodin [12], [13].
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Jeho letalni koncentrace u lidi je 70 mgxmin/m3 a po inhalaci plsobi jiz b&éhem

fvewvivs

predstihuje sarin i tabun [14].

GD

o

|
/P\o
F

|
|
Exact Mass: 182,08719

Obréazek 3: Soman
3.1.1.5 Tabun
Tabun, taktéz N,N-dimethylfosforamidokyanidat (Obrazek 4), nebo GA, je latka dobfe
rozpustna ve vodé [15]. Oproti V-latkam, které uvolfuji thioly, pfi hydrolyze tabunu
dochazi k uvolfiovani kyanidu. Vzhledem k jeho vysoké toxicité, |ze pro vyzkumné

ucely pouzit diethylkyanofosfat s podobnymi vliastnostmi [16].

GA

O

|
P
\N/|\O/\
| CN
Exact Mass: 162,05581

Obrazek 4: Tabun

3.1.1.6 Latka VX

Slouc€enina se systematickym vzorcem O-ethyl-S-((2-N,N-propyl)aminoethyl)-propyl
(Obrazek 5) je vysoce toxicka NPL reagujici kromé& AChE s celou fadou endogennich
proteinl, napfiklad se sérovym albuminem. S albuminem tvofi addukty, které mohou
byt detekovany bioanalytickymi metodami. Albumin je na svych tyrosinovych
reziduich fosforylovan zbytkem od ethyl-methylfosfonothiové kyseliny pochazejici
z VX [17].

13



VX

D

|
YN\/\S/T\O/\

Exact Mass: 267,14219

Obrazek 5: VX

3.1.1.7 VR

Latka VR, tzv. ,ruskd latka VX* se vzorcem S-(2-diethylamino)ethyl-O-
(izobutyl)methylfosfonothionat (Obrazek 6) je strukturni izomer latky VX. Oproti latce
VX je 0 néco méné prozkoumana, jelikoz podklady o jeji existenci byly prokazany
teprve nedavno. Je v8ak znamo, Ze se jedna o malo tékavou latku, ktera vsSak

dokaze pronikat kuzi i sliznicemi. Latka VR je typicka svym dlouhym setrvanim

v lidské krvi [18].
h ‘ﬁ
N P
\/ \/\S/ |\o/\(
Exact Mass: 267,14219

Obrézek 6: VR
3.2 Biologické markery znacici expozici biologicky aktivnich latek
Jelikoz jsou BChL pfevazné velmi reaktivni, I1ze jen velmi sloZité v téle detekovat
puvodni slou€eninu. Z tohoto duvodu se pouzivaji jako biologické markery otrav
adukty s endogennimi latkami, nebo metabolity BChL [1].
Z davodu stale vétSiho rizika zneuziti BChL roste i potieba v€asného a citlivého
stanoveni metaboliti téchto sloucenin vlidském organismu. Doposud byly vyvinuty
metody stanovujici rizné metabolity, nebo peptidové a proteinové adukty, pfipadné

adukty DNA pro vétSinu BChL. Zaroven byly tyto metody i validovany, a to bud
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u pokusnych zvifat, nebo vmalé mife i u Clovéka. VétSina markerl se stanovuje
zmoci, nebo krve [19].

Markery otrav NPL Ize dle Organizace pro zakaz chemickych zbrani (OPCW) rozdélit
na dvé skupiny, a to na primarni a sekundarni. Primarni staci k prikazu otravy NPL
za predpokladu, Ze jsou prokazany dvéma metodami, pfipadné jesté dalSim
markerem. Na druhé strané markery sekundarni mohou slouZit pouze k potvrzeni jiz
zminéného primarniho markeru a nelze jimi danou otravu v organismu jednoznacné
diagnostikovat. Mezi primarni markery v plazmé (krvi) fadime tyrosinové adukty,
produkty fluoridové regenerace NPL, peptidové adukty Ci alkyl methylfosfonové
kyseliny (AMPA) uvolnéné reaktivatorem z enzymu inhibovaného pfislusnou NPL,

kdezto markery sekundarni jsou volné AMPA rozpusténé v plazmé [20], [21].

Krom stanoveni specifickych markerl expozice NPL existuji i méné specifické

metody jako je stanoveni aktivity AChE dle Ellmana [6].

3.2.1 Aktivita acetylcholinesterazy a butyrylcholinesterazy

Pavodni metodou, jez slouzila ke stanoveni NPL, byla Ellmanova metoda, ktera
méfila aktivitu AChE v erytrocytech a nasledné byla modifikovana i na méfeni aktivity
butyrylcholinesterazy (BChE). Mezi jeji nevyhody vSak patfi neslucitelnost

s retrospektivni detekci a neschopnost specifické identifikace sloucenin [6].

Plvodni Ellmanova metoda je zalozena na reakci thiocholinu (acetylthiocholin pro
AChE, butyrylthiocholin pro BChE) s 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoovou kyselinou
(tzv. Ellmanovo cinidlo). Vysledkem je Zluty produkt 5-merkapto-2-nitrobenzoova
kyselina, kterou detekujeme spektrofotometricky. Tato metoda sestava ze dvou
kroku. V tom prvnim dochazi k hydrolyze thioesteru (acetylthiocholinu) na thiocholin
a kyselinu pusobenim AChE nebo BChE. Druhy krok se sklada z reakce thiocholinu
s chromogenem (5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina) za vzniku konjugatu [22],
[23].

AbsorpcCni maximum tohoto produktu je pfi 412 nm. Béhem hydrolyzy substratu se
zaznamenava zvysSena absorbance pfi jiz zminénych 412 nm, z ¢ehoz Ize odvodit
aktivitu enzymu. Ta se vypocCita jako reakCni rychlost z linearni ¢asti zavislosti

absorbance na vinové délce. Reakce probiha pfi pH 8 [22].
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AC muze byt tato metoda pouzita pro stanoveni aktivity AChE a BChE
v homogenatech tkani, plazmé ¢&i bunéénych suspenzich, jeji limitaci je interference
s hemoglobinem pfi vinové délce 412 nm. Proces je naruSen vysokym mnozstvim
hemoglobinu, coz vedlo k vyvoji modifikovanych metod. Interference vSak zpusobuji
i latky obsahujici bud’ oxim, ¢i thiol [22], [23]. Oximy, stejné jako fluoridy, pfesouvaji
organofosforovy zbytek ze serinovych residui aktivnino mista. Diky tomu se latky
obsahujici ve své molekule oxim vyuzivaji i v terapii otrav NPL, ¢imz se podrobnéji
zabyva kapitola 3.3 [25].

Ellmanova metoda je dnes bézné zavedena do praxe, a to pfedevSim k posouzeni
zdravotniho stavu téch, ktefi pracuji s organofosforovymi inhibitory — zemédélci

a prumyslovi pracovnici [24].

Krom vySe zminéné Ize pro stanoveni aktivity esteraz pouzit i jiné metody, jako
napfiklad titracni, elektrometrické, méfeni pH za pouziti indikatoru, fluorimetrické,
spektrofotometrické, enzymové a polarografické. Z dlvodu narocnosti, zdlouhavého
mérfeni, nebo nizké specifity enzymu a substratu vSak Zadna z téchto metod neni

uvedena do klinické praxe [24].

3.2.2 Peptidové adukty NPL

Peptidové adukty vznikaji fosforylaci serinovych residui v aktivnim misté AChE
¢i BChE [25]. BChE je snadno extrahovatelna z krevni plazmy, s NPL reaguje az
pétsetkrat rychleji nez s albuminem a oproti AChE se v séru vyskytuje ve vyrazné
vy8Sim mnozstvi. Schopnost detekovat inhibovanou BChE az 16 dni po vystaveni se

NPL z ni déla jeden z nejefektivnéjSich biomarkeru pro retrospektivni detekci [6].

Princip extrakce BChE ze vzorku tkvi v reakci BChE s protilatkami proti BChE, které
jsou konjugované na ferromagneticky protein G. Po této extrakci nasleduje Stépeni
enzymu pomoci pepsinu a nasledné stanoveni specifickych fosforylovanych
nonapeptidd. V sou€asné dobé patfi mezi nejpouzivangjsi metody analyzy spojeni
kapalinové chromatografie (LC) s hmotnostni spektrometrii (MS) — LC-MS/MS [6].

AChE a BChE inhibované NPL podléhaji procesu zvanému starnuti. Tento proces
vede ke ztraté strukturalnich informaci o pfislusné NPL. Nejrychleji ke starnuti

dochazi u cholinesteraz inhibovanych somanem, pomaleji pak u cyklosarinu, sarinu
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a tabunu [25]. Toto vede k nutnosti stanovovat nonapeptidové adukty NPL v jejich

zestarlé (dealkylované) i puvodni nezestarlé formeé [26].

Z davodu uzsiho detekéniho okna, je zde snaha o detekci takovych proteinovych
aduktu, které maji delSi Zivotnost. Zaroven, ve srovnani s reaktivaci pomoci
fluoridovych iontl (viz kapitola 3.2.4), se jedna o jednodus$si metodu, ktera nabizi
detekci riznych aduktl, objevovani novych potencialnich biomarkert a je schopna
identifikovat vice aktivnich mist enzym [27]. Ve studii B. G. Pantazides et al. (2014)
byla snaha o zvySeni robustnosti metody, kdy se k pepsinovému traveni pfidavaly
nativni a znaCené peptidy. Analyza BUChE pak probihala pomoci spojeni
imunomagnetické separace a nasledné analyzy na principu LC-MS/MS s izotopovou
diluci [6]. Oproti tomu M. J. van der Schans et al. (2008) pouzivali centrifugacni
ultrafiltry Amicon, po nichZ nasledovala analyza pomoci HPLC a MS detekce

s vyuzitim skenu prekurzorovych iontu [28].

3.2.3 Tyrosinové adukty NPL
NPL se v lidském téle vazi na proteiny, kterymi jsou napfiklad albumin, ¢ BChE [6].
Tyrosinové adukty v lidském téle vznikaji elektrofiini aromatickou substituci

(fosforylaci) tyrosinovych zbytkd na albuminu [25], [29].

Modifikovany albumin je pomérné Casty biomarker, na jeho tyrosin v pozici 411 se
vazi NPL. Ktomuto procesu dochazi u sarinu, somanu, cyklosarinu a tabunu.
Na rozdil od ostatnich proteini tento tyrosin nepodléha starnuti, ani nedegraduje
v pfitomnosti oximu. Zaroven, a¢ se jedna o nejhojnéji zastoupeny protein v lidské

krvi, s NPL reaguje az pétisetnasobné pomaleji nez cholinesterazy [6], [25], [29].

Byla objevena cela fada analytickych technik, diky kterym lze analyzovat markery
otrav NPL. Pro tyrosinové adukty napfiklad ve své studii N. H. Williams et al. (2006)
pouzili kapilarni LC s C1s kolonou a mobilni fazi slozenou z A: 0,05% TFA ve vodé
a B: 0,05% TFA v acetonitrilu. Pro MS detekci byl pouzit trojity kvadrupdl [25].

3.2.4 Fluoridem regenerované NPL
Jednou ztechnik je forma reaktivace pomoci fluoridovych iontd — fluoridova
reaktivace. Dochazi k uvolnéni fosforylované skupiny z enzymu béhem inkubace

s fluoridovymi ionty, ¢imz se pavodni NPL zregeneruje a Ize ji stanovit [28].
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Tyto produkty mohou byt extrahovany a detekovany pomoci plynové chromatografie
s MS detekci, nebo plamenové-fotometrickou detekci s vyuZzitim dusiko-fosforového
detektoru [25]. DalSi moznosti je stanoveni pomoci kapalinové chromatografie
s tandemovou MS detekci po regeneraci sarinu a nasledné derivatizaéni reakci
2-[(dimethylamino)methyl]fenolem (2-DMAMP) [30].

V porovnani s ostatnimi metodami, fluoridova reaktivace nemuze byt pouzita pro
zestarlé adukty [27], protoze starnuti zvySuje odolnost vu&i vytésnéni

organofosforové skupiny fluoridem [25].

3.2.5 AMPA

AMPA jsou produkty hydrolyzy NPL. G latky s obecnym vzorcem O-alkyl
alkyl(methyl, ethyl, n-propyl, i-propyl)fosfonofluoridaty a V latky s obecnym vzorcem
O-alkyl S-dialkyl(methyl, ethyl, n-propyl, i-propyl)aminoethyl alkyl(methyl, ethyl,
n-propyl, i-propyl)fosfonothioaty poskytuji hydrolytické produkty ve formé
alkyl alkylfosfonovych kyselin [1], [31].

NPL podléhaji po vstupu do lidského organismu degradaci, tudiz by jejich analyza
byla vhodna pouze v pfipadé, Zze by vzorky krve byly odebrany tésné po expozici.
Z tohoto divodu je vhodnéjsi detekovat AMPA jakozto biomarkery expozice NPL [1],
[25].

Konkrétné u somanu to je pinakolyl methylfosfonova kyselina (PMPA) (Obrazek 7),
u sarinu isopropyl methylfosfonova kyselina (IMPA) (Obrazek 8), u cyklosarinu
cyklohexyl methylfosfonova kyselina (CMPA) (Obrazek 9) a u latky VX se jedna
o ethyl methylfosfonovou kyselinu (EMPA) (Obrazek 10) [1].
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PMPA

m/z: 179.08426 (100.0%), 180.08761 (7.6%)

Obrazek 7: PMPA

IMPA

m/z: 137.03731 (100.0%), 138.04066
(4.3%)

Obrazek 8: IMPA

CMPA

O
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N
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m/z: 177.06861 (100.0%), 178.07196 (7.6%)

Obrazek 9: CMPA
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m/z: 123.02166 (100.0%), 124.02501 (3.2%)

Obrazek 10: EMPA
Jak jiz bylo vySe zminéno, AMPA jsou kyseliny rozpustné v plazmé (séru) a slouzi
jako sekundarni biomarkery (tzn. jsou pouze potvrzenim otravy, ktera jiz byla

prokazana jinym — primarnim — markerem) [20], [21].

AMPA se vS8ak mohou uvolfiovat i po reaktivaci inhibované AChE ¢&i BChE, a to
prislusnym reaktivatorem. Tim muize byt napfiklad oxim, ktery je zodpovédny
za nasledné obnoveni aktivity enzymu skrze nukleofilni atak oximu na inhibovanou
cholinesterazu. Takto uvolnéné AMPA mohou slouzit jako primarni marker, avSak
pfiprava vzorku pro né musi byt specificka. Nutno podotknout, Ze AMPA jsou

nejspecifictéjSim markerem expozice NPL v modi [20], [21], [32].

Dle Hermana et al. (2020) byla pro stanoveni AMPA vyuZita nejprve uprava pomoci
extrakce na pevnou fazi (Solid Phase Extraction, SPE) na kolonkach Strata Si-1 (200
mg, 3 ml) a po nasledném odpafeni pod proudem dusiku byly AMPA detekovany
pomoci LC-MS metody [1]. Tato metoda v upravené formé byla pouzita pro

praktickou ¢ast této diplomové prace.

3.3 Lécba otrav NPL

Mezi hlavni |éCebné prostfedky patfi oximy, atropin a neuroprotektivni Iéky. Atropin
patfi mezi kliCové komponenty vlécbé otravy NPL. Jedna se o blokator
muskarinovych receptoru, ktery je dle britské armady a Severoatlantické
aliance (NATO) doporucovan v davce 5-10 mg intraven6zné (i.v.) [4].

Oximy jsou latky, které jsou pfi v€asném podani (pfed zestarnutim) schopné

reaktivace AChE. Vysledna odpovéd organismu vSak nezalezi jen na typu BChL ale
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i typu oximu. Existuji studie, které potvrzuji, Ze nékteré NPL odpovidaji na l1éCbu jinak
v zavislosti na zvoleném oximu, vychazi vS8ak pouze zin vitro testd a studii

provadénych na zviratech [4].

NejCastéji vyuzivanym oximem je pralidoxim a to v davce 2 g i.v. Dospély Clovék

vSak muze byt [éCen i vyS§Simi davkami a to bud rozdélené, &i infuzi [4].

Nutno zminit, Ze existuje i negativni ucinek oximu. PFi jejich dlouhodobém uzivani
muZze dojit k inaktivaci stfevnich enzym, proto je vzdy nutné zvazit zavaznost otravy

a dbat na prevysSeni benefitd nad riziky |&éCby [4].

Vojaci a tzv. ,first responders® (specialné vySkolené osoby, povolané v Zivot
ohroZzuijicich situacich [33]) mohou mit pfistup ke specialné navrzené terapii ve formé
autoinjektoru, které obsahuji atropin, oxim a mohou obsahovat i antikonvulziva. Tyto

injekce se podavaji intramuskularné [4].

Dle studii provadénych na hlodavcich zjiStujeme, Ze akutni expozice NPL vede ke
zvySovani permeability hematoencefalické bariéry a zplUsobuje dlouhodobé
poSkozeni CNS. Z tohoto pohledu je tedy vyzkum a vyroba neuroprotektivnich latek
vysoce zadouci. V blizké budoucnosti se tak mohou zaclit pouzivat napfiklad
propofol, €i ketamin. Benzodiazepiny se jiz standardné v antidotni terapii vyuZivaji

[4].

3.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) fadime mezi separacni metody,
pfi kterych dochazi k distribuci latky mezi dvé nemisitelné faze, a to stacionarni
a mobilni. KumozZnéni distribuce vzorku mezi tyto dvé faze je zapotfebi fazové
rozhrani, kdy pfi déleni latek dochazi k mnohonasobnému ustalovani rovnovahy
pravé mezi tyto dvé faze. Samotnou distribuci nam pak popisuje distribu¢ni konstanta
Ko. Cim je hodnota Kb vy$si, tim déle zastanou molekuly vzorku ve stacionarni fazi,

tudiz maji vysSi retenci [34].

V nami zminéné HPLC je mobilni fazi kapalina a stacionarni faze je tuha latka.
U HPLC je mobilni faze ¢erpana pomoci vysokotlakého Cerpadla [34].

HPLC instrumentace zacCina zasobniky mobilnich fazi, ze kterych je pomoci
vysokotlakého Cerpadla Cerpana mobilni faze, ktera skrz autosampler (davkovac)
21



putuje nejdfive na predkolonu a pozdéji na kolonu. Ta je umisténa v termostatu
z duvodu udrzovani potiebné teploty. Za kolonou zpravidla nalézame detektor
spojeny s prislusnym pocitaCovym systémem (detektor muze byt napfiklad UV/VIS,
fluorescenc¢ni, ¢i hmotnostni). Mobilni faze musi byt pfed vstupem do systému

odplynéna, k ¢emuz dochazi v tzv. degaseru (odplynovac) [34].

U HPLC mulzeme vyuzit fadu chromatografickych systému. Existuje systém
s normalnimi fazemi, kde stacionarni faze je polarni a mobilni faze ma polaritu nizsi
nez stacionarni, dale pak systém reverznich fazi, kde je tomu pfesné naopak. Dale
lze zminit napfiklad iontové vyménnou chromatografii, €i hydrofilni interakéni
chromatografii (Hydrophilic interaction hromatography, HILIC), o které se rozepiSi
dale [34].

3.4.1 Hydrofilni interak&ni chromatografie

Spojeni HILIC (Obrazek 11) bylo poprvé pouzito u techniky, pfi které interagovaly
analyty s hydrofilni stacionarni fazi, a keluci dochazelo za pomoci relativhé
hydrofobni dvojsloZzkové mobilni faze, ktera obsahovala vodnou komponentu jakoZzto
dostatec¢né silné elucni Cinidlo [34]. V souCasné dobé je metoda HILIC vysoce

robustni a pouziva se pro separaci hydrofobnich a polarnich latek [35].

Konkrétni mechanismus téchto interakci zatim neni zcela znam. Predpoklada se
rozdéleni analytl mezi hydrofilni vodnou slozku imobilizovanou na stacionarni fazi
a hydrofobni slozkou mobilni faze. Na polarni centra ve stacionarni fazi se
preferenéné vazi molekuly vody, coZz ma za nasledek vznik difuzni vrstvy, jejiz
gradient koncentrace vody stoupa smérem k mobilni fazi. Jinymi slovy se tak

stacionarni faze da oznadcit za jakéhosi ,pfenasece” vody [34].

Déale se v mechanismu HILIC uplathuji vodikové vazby, iontové a hydrofobni
interakce. Souhrnné Ize tedy fict, Ze princip HILIC systému lze pokladat za

komplexni [34].

Jako polarni stacionarni faze je vyuzZivan silikagel, nebo stacionarni faze, které
obsahuji aminovou ¢&i hydroxyethylovou skupinu, zwitterion, pfipadné polarni skupiny,
které jsou navazany na polymerni, hybridni, Ci silikagelovy material. Za jedny
z nejpouzivangjSich stacionarnich fazi jsou povazovany silikagelové faze a silikagely

s aminopropylovou skupinou. Mobilni faze obsahuje pfevazné organickou slozku —
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hlavné acetonitril v minimalnim mnozstvi 50 %. Vodna slozka mobilni faze je pak
tvofena malym pfidavkem vody nebo tékaveho pufru. Pro zachovani podminek je

nutné, aby mobilni faze obsahovala alespon 2,5 % vodné slozky [34].

Charakterem stacionarni faze se HILIC podoba systému normalnich fazi, avSak
vyuziva mobilni faze pouzivané u reverznich fazi. Coz je divodem, pro¢ Ize na HILIC
analyzovat takové sloucCeniny, které se na reverznich fazich Spatné zadrzuji. Poradi
eluovanych sloucenin se v8ak u HILIC a reverzni faze li§i. HILIC je vhodna pro
analyzu hydrofilnich, silné polarnich a ionizovanych latek pfi zachovani technik
pouzivanych na reverznich fazich. HILIC nabizi fadu vyhod oproti chromatografii
na reverznich fazich. Radime mezi né nizky protitlak pfi pouZiti vysoce organickych
eluentl, diky némuz muzeme pouzit dlouhé kolony a/nebo vysSi pruatoky. DalSimi
vyhodami je lepSi tvar piku zasaditych slouCenin, které v systému reverznich fazi
Casto poskytuji asymetrické piky. Oproti systému normalnich fazi je HILIC vyrazné
reprodukovatelnéjsi a diky slozeni mobilni faze je pouzitelny i ve spojeni s MS
detekci, ktera je s mobilnimi fazemi v normalnim systému nekompatibilni [34], [35],
[36], [37].

Na druhé strané ma HILIC i své nevyhody, mezi které se fadi dlouha doba
ekvilibrace kolony s mobilni fazi, coz je limitujici hlavné z divodu, Ze se poté HILIC

provadi zpravidla ve formé izokratické eluce [36].

Nejhojnéji se HILIC pouziva v oblasti biologickych technologii, farmaceutickych véd
a enviromentalnich studii. Konkrétné je tato metoda vhodna pro separaci sacharidd
a nukleosidu, kvantitativni analyzu glykopeptidl, hodnoceni kvality potravin, ale

i analyzu metabolitl v plazmé a modi [37].

Vzhledem kvySe zminénym vlastnostem HILIC se tato metoda jevila jako
nejvhodnéjsi pro nami zamyslené vyuziti, tzn pro analyzu nizkomolekularnich

polarnich slou€enin, mezi které patfi i AMPA.
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Obrazek 11: Schéma HILIC: Cervené je oznaCena stacionarni faze, modie mobilni faze a molekuly vody vytvari
difazni vrstvu (volna inspirace dle Lucie Novakova, Michal Dousa, a Petr Cesla a kol., Moderni HPLC separace v
teorii a praxi I., 2. vydani. Praha: Ceska chromatograficka Skola, 2021)

3.5 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analytickd metoda zaloZena na ionizaci molekul
ve vzorku, ktery je v plynné fazi, a nasledné separaci téchto molekul v zavislosti
na pomeéru jejich hmotnosti ku naboji (m/z). Vysledny zaznam se graficky vyjadfuje
jako hmotnostni spektrum, tedy zavislost relativni intenzity iontd na poméru m/z [38].

Na zakladé vysledného hmotnostniho spektra tak Ize ziskat informaci o molekulové
hmotnosti molekuly, pfipadné jejich fragmentu, a tim identifikovat a stanovit danou
latku [38]. Mimo to jsou MS detektory i vysoce citlivé a selektivni. Je dnes bé&zZnou
praxi, ze se vyuzivaji v bioanalytickych vyzkumech, potravinové analyze, proteomice,
Ci pfi vyvoji a vyzkumu lékl [34].

K ionizaci analytd se pouziva mnoZstvi technik. Mezi nejuzivanéjSi techniky
ve spojeni s HPLC patfi ionizace za atmosférického tlaku (tzv. API techniky), kam
spada ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku
(APCI) a také fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) [34].

24



Tyto tfi techniky se fadi mezi tzv. mékké ionizacni techniky, u kterych nenastava tak
velka fragmentace v pribéhu ionizace. U nich po ionizaci dochazi ke vzniku
pseudomolekularnich iontd [M+H]* u zaznamu kladnych iontd, nebo [M-HJ
u zaznamu zapornych iontd. Oproti tomu tvrdé ionizaéni techniky zapficinuji
rozsahlou fragmentaci tim, ze molekula ziska velky nadbytek své vnitini energie
a dochazi u nich €asto k zaniku molekularniho iontu, ktery posléze ve spektru neni

vidét. Existuji k nim i knihovny spekter [34].

Hmotnostni analyzator najdeme mezi iontovym zdrojem a detektorem. Jeho funkci je

rozdélit ionty na zakladé m/z poméru a jejich nasledné urychleni a fokusace [34].

Je béznou praxi MS spojovat s chromatografickymi technikami jako jsou plynova

chromatografie, i jizZ zminéna HPLC [38].

Mezi nejpouzivangjSi analyzatory patfi kvadrupdl, trojny kvadrupdl, iontova past,

orbitralni past, pruletovy analyzator a iontova cyklotronova rezonance.

3.5.1 lontova past

lontova past (lon Trap) je analyzatorem, do kterého jsou ionty davkovany z externiho
iontového zdroje pomoci kratkych napétovych pulzd. Diky tlumicimu plynu (pfevazné
helium) jsou ionty drzeny uprostfed pasti. Z divodu malého prostoru uvnitf pasti je
potfeba zajistit, aby nedoslo k jejimu pfeplnéni a nasledné ke vzniku prostoroveho

naboje. Ten by mohl zpUsobit nespravné vysledky méfeni hmoty [39].

Jedna se o typ kvadrupolového MS analyzatoru sloZzeného ze tfi elektrod. Dvé z nich
jsou témér identické, liSi se pouze podétem otvoru v elektrodach, a nazyvaji se
koncové hyperbolické elektrody. Prvni obsahuje jeden otvor, kterym elektrony nebo
ionty vstupuji, a druha obsahuje otvord vice — pro prachod iontd na detektor. Treti

Z nich je tzv. prstencova elektroda a je umisténa mezi koncovymi elektrodami [40].

Principem analyzy na iontové pasti je linearni zvySovani amplitudy stfidavého napéti
na prstencovou elektrodu. Po dosaZeni specifické amplitudy pro dany iont dojde
k jeho vypuzeni na detektor, jelikoz kazdy iont je vypuzovan s jeho vlastni

specifickou amplitudou [39], [40].

lontova past miaze mit dvé formy — sférickou a linearni [41].
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Sféricka iontova past obsahuje ve svém centru prstencovou elektoru, na niz se
aplikuje potencial a kolem ni dvé dalSi elektrody uzaviené hyperbolickym vikem.
Cilové ionty jsou nasledné zachyceny v prostoru mezi témito dvéma elektrodami.
Nasledné dochazi ke stfidani stejnosmérného a stfidavého napéti, ¢im dojde

k nestabilité daného iontu, ktery je posléze vyvrzen na detektor [41].

Oproti tomu linearni iontova past vyuziva systém Cocek, které dané ionty odpuzuji
smérem do stfedu pasti. Nasledné jsou ionty vyvrzeny z pasti bud axialné, nebo
radialné — zalezi na konstrukci dané iontové pasti. Past s axialnim vypuzenim je
pouzivana pfi tandemovém systém, zatimco linearni iontovou past s radialnim
vypuzenim lze pouzit jako detektor i samostatné. Obecné je linearni iontova past
povazovana za efektivnéjSi pro detekci iontl nez past sféricka. Mimo jiné ma lepSi
fokusaci a zachyceni iontu, coz zlepSuje jejich vypuzeni a naslednou detekci. Oproti
trojrozmérnym pastim ma vétsi vnitini objem, cozZ pfispiva k vySsi plnici kapacité
iontd [41].

3.6 HPLC-MS
Spojeni kapalinové chromatografie s MS je povazovano za metodu volby v analyze
slou€enin obsazenych v biologickém materialu. Jednim z problému, ktery muize

nastat pfi analyze tohoto typu jsou tzv. matricové efekty [42].

Matricové efekty jsou zplUsobené latkami pochazejicimi z matrice, ze které pochazi
vzorek a které se soucCasné koeluuji v blizkosti nami stanovované latky. Zaroven
mohou interagovat s procesem ionizace, zplUsobovat potlaceni (supression), nebo
zesileni (enhancement) MS signalu. Tyto problémy byvaji zplsobené pfedevsim
ionizaci za atmosférického tlaku. Pfi¢inou je zména vlastnosti roztoku mobilni faze
(pfipadné plynu), ktera je zpusobena méné tékavymi az netékavymi latkami — ty
méni schopnost tvofit a nasledné odparovat kapicky, které by v plynné fazi nasledné
putovaly na detektor [43]. Jedna se o efekty, které jsou nepfiznivé, ale na které tfeba
dbat pfi analyze biologického materialu. Nastésti existuje cela fada metod, diky
kterym lze tyto efekty minimalizovat. Patfi mezi né pouziti vhodného vnitfniho
standardu, ktery nam poukaze na vychylky v méfeni i na urovni ionizace, upraveni
chromatografickych podminek, nebo cilend uprava vzorku pfed analyzou, ktera

v idealnim pfipadé odstrani mozné zdroje matricovych efektu. PouZiti vhodného
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vnitfniho standardu vykompenzuje také chyby, které mohou vzniknout v prabéhu

upravy vzorku.

Vysledkem detekce pomoci MS muze byt vice zaznamu. V této diplomové praci byl
uplathovan selektivni zdznam jednoho nebo vice iontl (Selected lon Monitoring,
SIM), ktery je vyjadfen jako zavislost signalu nami vybraného iontu na Case. Byl
pouzit i sken selektivniho monitorovani vybrané reakce (Selected Reaction

Monitoring, SRM), kde se sleduji charakteristické fragmentové ionty [34].
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4 Cil prace
Teoreticka Cast mé diplomové prace si kladla za cil seznamit Cdctenare

s problematikou NPL, jejich metabolismem a biomarkery NPL, které lze stanovit

chromatografickymi metodami.

Cilem praktické casti diplomové prace bylo vyvinout postup upravy vzorku plazmy,
ktery povede koddéleni plazmatickych  bilkovin  (pfedevSim  BChE)
od nizkomolekularnich latek rozpusténych v plazmé prfed stanovenim AMPA jako
biomarkert otrav NPL, coz umozni odliSit volné AMPA od téch, které se uvolni
reaktivaci z plazmatickych bilkovin. Uprava vzorku specifickd pro AMPA uvolnéné
z vazby na bilkoviny se vyzaduje ztoho duvodu, aby mohly byt nalezené AMPA

povazovany za primarni biomarker, tedy sam o sobé dostacujici dikaz otravy NPL.
Konkrétné Slo o stanoveni markeru od somanu (PMPA).

DalSim cilem bylo ovéfit, zda pfitomné volné AMPA nereaguji s derivatizacnim
Cinidlem 2-DMAMP a neinterferuji tak se zavedenou metodou stanoveni fluoridem

regenerovanych NPL.
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5 Metodika

5.1 Chemikalie a spotfebni material

PMPA (97%) a EMPA (98%) byly zakoupeny u firmy Merck (Darmstadt, Némecko),
IMPA (metanolovy roztok) pak u firmy Cerilliant (Darmstadt, Némecko). Soman (98%,
stanoveno GC-MS) pochazi z Vojenského vyzkumného ustavu (Brno, Ceska
republika). Asoxim dichlorid (HI-6) byl syntetizovan na Katedfe toxikologie a vojenské
farmacie Vojenské |ékarské fakulty, s Cistotou (HPLC-UV) = 90 %. Acetonitril (pro
LC-MS) pochazi od firmy Supelco (Darmstadt, Némecko). UltraCista deionizovana
voda byla pfipravena pomoci upravy vody Aqua Osmotic 06 firmy Aqua Osmotic
(Tisnov, Ceska republika). Metanol (pro LC-MS) abezvody isopropanol byly
zakoupeny ufirmy VWR Chemicals BDH (Rochester, NY). Dusik pochazi
z generatoru dusiku NM32LA firmy Peak Scientific (Inchinnan, Velka Britanie). Octan
amonny, bezvody octan sodny (= 99,0%), fluorid draselny (= 99,5%) a 2-DMAMP
byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich (Darmstadt, Némecko). Octova kyselina (pro
LC-MS) pochazi od firmy Fischer Scientific (Pardubice, Ceska republika). Mraven&an
amonny (pro MS) byl zakoupen u firmy Fluka Analytical (Darmstadt, Némecko).
Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS) o pH 7,4, rovnéz od firmy Sigma-
Aldrich (Darmstadt, Némecko) byl pfipraven dle navodu vyrobce rozpusténim
1 tablety ve 200 ml deionizované vody. Pro vyzkumné ucely byla pouZita dobrovolné

darovana plazma od pracovnik(l Katedry toxikologie a vojenské farmacie.

Pfi analyze byly pouzity Ultrafiltracni zkumavky Vivaspin 500 a Vivaspin 6 od firmy
Sartorius (Goettingen, N&mecko), SPE kolonky Strata Si-1 Silica (55 ym, 70 A,
200 mg/3 ml) a Strata-X 33 ym Polymeric Reversed Phase (30 mg/1 ml) od firmy
Phenomenex (Torrance, USA). HPLC kolony Kinetex HILIC (2,6 ym, 150 x 3 mm)
a Gemini NX (5 ym x 150 mm x 4,6 mm) rovnéz pochazeji od firmy Phenomenex
(Torrace, USA).

5.2 Stanoveni AMPA v plazmé
5.2.1 Pfiprava roztoku
5.2.1.1 Priprava roztoku PMPA, IMPA a EMPA
Zasobni roztok PMPA o koncentraci 1 mg/ml byl pfipraven rozpusténim 5 mg PMPA
v 5 ml deionizované vody.
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Roztok PMPA, ktery byl pouzit jako vnitfni standard (IS) pro analyzu EMPA byl
pfipraven smichanim 500 pul tohoto zasobniho roztok s 500 pl deionizované vody

(vysledna koncentrace 0,5 mg/ml).

IMPA slouzila jako IS pro analyzu PMPA. Zasobni roztok IMPA o koncentraci
0,5 mg/ml byl pfipraven smichanim 50 pl metanolového roztok (koncentrace

1 mg/ml) s 50 ul acetonitrilu.

Zasobni roztok EMPA o koncentraci 1 mg/ml byl pfipraven rozpusténim 5 mg EMPA

v 5 ml deionizované vody.

5.2.1.2 Priprava roztoktit AMPA v lidské plazmé

Vzorky pro vyvoj metody oddélovani volnych AMPA od téch navazanych
na plazmatické bilkoviny byly pfipraveny pfidanim 50 yl zasobniho roztoku PMPA,
nebo EMPA k 950 pl lidské plazmy. Vysledna koncentrace AMPA ve vzorku Cinila
50 pg/ml.

5.2.1.3 Priprava roztoku HI-6

Roztok HI-6 byl pfipraven rozpusténim 100 mg HI-6 v 10 ml deionizované vody.

5.2.1.4 Priprava plazmy s pfidavkem NPL (soman)

20 mg koncentrovaného somanu bylo rozpusténo ve 2 ml bezvodného isopropanolu.
20 pl tohoto roztoku bylo pfidano k 1980 ul plazmy. Nasledné byla plazma
inkubovana ve vyhtrivané tfepacce (MTC-100 Thermo Shaker Incubator, Hanghzhou,
Cina) po dobu 6 hodin pfi 37 °C a 300 rpm.

5.2.1.5 Kalibracni fada AMPA v plazmé
Kalibracni fada obsahovala 7 bodd. Nejprve byly nafedény vzorky PMPA (pfip.

EMPA) deionizovanou vodou postupné pomoci dvojkové délici fady na koncentrace:

1. 1 mg/ml
2. 0,5 mg/mi

3. 0,25 mg/ml

4. 125 pg/ml

5. 62,5 pg/ml

6. 31,25 ug/mi

7. 15,63 pg/ml
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V prvni zkumavce byl zasobni roztok PMPA, pfip. EMPA (z kapitoly 5. 2. 1. 1)
V nasledujicich Sesti zkumavkach bylo po 0,5 ml deionizované vody. Z prvni
zkumavky bylo 0,5 ml prfeneseno pipetou do druhé zkumavky, ktera jiz obsahovala

deionizovanou vodu. Stejny postup se opakoval az do posledni zkumavky.

Nasledné bylo pfidano vzdy 50 yl z kazdé zkumavky do 450 pl plazmy, tudiZz vznikly

vysledné koncentrace, vzdy se stejnym mnozstvim matrice:

100 pg/ml
50 pg/ml
25 pg/ml
12,5 pg/mi
6,25 pg/ml
3,125 ug/ml
1,563 pg/mi

S L T o

Do kazdé zkumavky bylo rovnéz pfidano 5 ul roztoku IS. Takto pfipravené kalibranty
prosly procesem precipitace proteinu, extrakci na pevné fazi (Solid Phase Extraction,
SPE) a analyzou popsanou dale. Kalibra¢ni kfivka byla sestrojena v programu MS

Excell jako zavislost poméru ploch pod pikem analytu a IS na koncentraci analytu.

5.2.2 Uprava vzorku pro stanoveni volnych AMPA

5.2.2.1 Vyvoj metody ultrafiltracni separace volnych AMPA od plazmatickych
proteint

Pro separaci volnych AMPA od plazmatickych bilkovin bylo testovano pouziti

centrifugacnich filtraénich zkumavek Vivaspin 500 a Vivaspin 6.

Nejprve byla optimalizovana doba centrifugace. Zkumavky s plazmou byly
centrifugovany po dobu 5, 10 nebo 30 min a byl vyhodnocen objem kapaliny, ktery

zustal ve vrchni ¢asti ultrafiltracni zkumavky — ve frakci bilkovin.

Do zkumavek byla plazma s pfidavkem AMPA (50 ug/ml) pipetovana pfimo bez

inicialniho proplachu nebo byly prvné proplachnuty 400 pl vody nebo fosfatového

pufru (PBS) a centrifugovany 10 min pfi 20 °C a8 000 x g. Po naneseni 500 pl

vzorku nasledovala centrifugace 20 min pfi 8 000 x g. Nasledné bylo do zkumavky

pridano opét 400 pl PBS nebo vody a opét byly centrifugovany 20 min pfi 8 000 x g.
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VSechny varianty postupu pfi proplachovani ultrafiltranich zkumavek pfed a po

naneseni vzorku shrnuje Tabulka 2.

Po ultrafiltraci byla provedena precipitace proteint, SPE a LC-MS analyza vzorku (viz
nasledujici kapitoly 5. 2. 2. 2 a 5. 2. 3) v obou Castech ultrafiltraéni zkumavky — ve
vrchni Casti ve frakci bilkovin i ve spodni ¢asti ve frakci nizkomolekularnich latek.
Uginnost ultrafiltrace byla vyhodnocena na zakladé porovnani mnozstvi AMPA
stanoveného v obou frakcich s mnozZstvim AMPA stanoveném v kontrolnim vzorku
(kalibraéni fada), ktery byl upraven pouze pomoci proteinové precipitace a SPE bez

oddéleni bilkovin ultrafiltraci.

Tabulka 2: Postup proplacht

Proplach pred 1. proplach po
nanesenim Vzorek naneseni
vzorku vzorku
500 pl plazmy

500 pl plazmy 400 pl PBS

500 pl plazmy 400 pul voda

400 pl voda 500 pl plazmy 400 pul voda

400 pl voda 500 pl plazmy 400 pl PBS

400 pul PBS 500 pl plazmy 400 ul PBS

400 pul PBS 500 pl plazmy 400 pul voda

5.2.2.2 Precipitace proteini a SPE extrakce

Po ultrafiltraci, jejiz postup je popsan vySe, bylo kfrakcim v obou ¢&astech
ultrafiltracni zkumavky (Vivaspin 6) pfidano 5 pl roztoku IS. Nasledovala precipitace
proteini a SPE. SPE extrakce byla provedena postupem zavedenym na pracovisti,
dle Herman et al. 2020 [1].

Proteiny v 0,5 ml plazmy byly precipitovany 5 ml acetonitrilu, nasledné se vzorek
nechal stocit 5 minut pfi 20 °C a 3850 x g v centrifuze Hettich UNIVERSAL 320/320R

(Tutlingen, Némecko).
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Nasledovala SPE s kolonkami Strata Si-1 Silica dle protokolu:

1.
2.
3.

© N o g A

Vzorek rozpustény v acetonitrilu byl analyzovan pomoci HPLC-MS.

3 ml 75% acetonitrilu

3 ml 100% acetonitrilu

veskery supernatant ze zkumavky po sto¢eni

1 ml 100% acetonitrilu

1 ml 90% acetonitrilu

2x eluce 1 ml 75% acetonitrilu

Odpafreni do sucha pod proudem dusiku (50 °C)

Rekonstituce v 500 pl acetonitrilu

5.2.3 Chromatograficka analyza a detekce

HPLC analyza probihala na pfistroji Vanquish Core metodou dle Hermana et al.
2020 [1]. Byla pouzita HILIC stacionarni faze firmy Kinetex (2,6 ym, 150 x 3 mm)
s predkolonou SecurityGuard ULTRA HILIC 129. Teplota v kolonovém prostoru byla
40 °C a autosampleru 6 °C. Jako mobilni faze byl pouzit 20 mM octan amonny —

acetonitril (14:86) (v/v) a jeji pratok byl 0,75 mil/min. Jednalo se o isokratickou eluci.

Nastfikovany objem vzorku Cinil 10 pl.

Mobilni faze byla pfipravena rozpusténim 1 542 mg octanu amonného v 1 | ultraCisté

deionizované vody.

MS detekce se uskutec€nila na pfistroji LTQ XL (linearni iontova past) s vyhfivanym

elektrosprejem a linearni iontovou pasti (Thermo Scientific, San Jose, USA) pfi

nasledujicich parametrech iontového zdroje:

VlozZzené napéti zdroje: 4 kV

Teplota zdroje: 350

Teplota kapilary: 275

Pratok suSiciho plynu: 20 arb.

Pratok zamlzujiciho plynu: 10 arb.

MS data byla ziskdana vreZimu monitorovani vybranych
monitoring, SIM), v negativnim maodu.

PMPA: [M-H] m/z 179
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IMPA: [M-H]" m/z 137

EMPA: [M-H] m/z 123

5.2.4 Stanoveni volné PMPA a PMPA uvolnéné reaktivaci z plazmatickych proteint
ve vzorku s pfidavkem somanu

5.2.4.1 Uprava vzorku pfed analyzou

500 pl plazmy s pridavkem somanu (viz kapitola 5. 2. 1. 4) bylo naneseno

na ultrafiltracni zkumavku Vivaspin 6, ktera byla pfedem proplachnuta 400 ul

deionizované vody (centrifugace 10 min pfi 8000 x g), po naneseni vzorku byla

zkumavka centrifugovana 20 min pfi 8000 x g, poté bylo do vrchni ¢asti pfidano

dalSich 400 ul vody a zkumavka opét centrifugovana 20 min pfi 8000 x g. Jedna se o

postup ultrafiltrace, ktery byl na zakladé pfedchozich experimentd vyhodnocen jako

nejvhodnéjsi.

Ve frakci proteinu (vrchni ¢ast zkumavky) byla provedena reaktivace pomoci HI-6.

K 500 pl plazmy bylo pfidano 50 pl roztoku HI-6 (10 mg/ml ve vodé). Vzorek se

nechal centrifugovat 5 min pfi 20 °C a 3850 x g.

Poté bylo ke kazdé frakci pfidano 5 ul IS a vzorky byly precipitovany 5 ml acetonitrilu.

Nasledovala centrifugace po dobu 5 minut pfi 20 °C a 5000 rpm.

Poté byla provedena SPE s kolonkami Strata Si-1 Silica postupem, ktery je popsan

v kapitole 5. 2. 2. 2 a LC-MS analyza dle postupu v kapitole 5. 2. 3.

Z duvodu vyhodnoceni ucinnosti reaktivace, byla pfipravena druha sada vzorkd, u

niz byl postup pfipravy a analyzy totozny, ale byl vynechan krok reaktivace HI-6.

5.3 Stanoveni fluoridem regenerovanych NPL v plazmé

5.3.1 Pfiprava roztoku

5.3.1.1 Priprava roztoku plazmy se standardem PMPA

100 ul zasobniho roztoku PMPA z bodu 5.2.1.1 bylo pfidano k 900 ul lidské plazmy.

Vysledna koncentrace PMPA ve vzorku ¢inila 100 pg/ml.

5.3.1.2 Priprava roztoku plazmy se somanem
20 mg koncentrovaného somanu bylo rozpusténo ve 2 ml bezvodého isopropanolu.
20 ul tohoto roztoku bylo pfidano k 1980 ul plazmy a nasledné bylo inkubovano

ve vyhfivané tfepacce 6 hodin pfi 37 °C a 300 rpm.
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5.3.1.3 Priprava octanového pufru
Octanovy pufr o pH 3,5 byl pfipraven rozpusténim 88,6 mg bezvodého octanu

sodného a 1 082 ul octové kyseliny ve 100 ml deionizované vody.

5.3.1.4 Priprava 2M fluoridu draselného
Roztok 2M fluoridu draselného byl pfipraven rozpusténim 232,4 mg KF ve 2 ml

deionizované vody.

5.3.2 Uprava vzorku pfed analyzou

Prvnim krokem byla fluoridova regenerace, kdy k 500 ul stoeného vzorku plazmy
s pridavkem standardu PMPA (koncentrace 100 pl/ml) nebo somanu bylo pfidano
1 ml octanového pufru (pH 3,5). Po pfidani 600 yl 2M fluoridu draselného se vzorek
inkuboval po dobu 15 min pfi 25 °C a poté se 5 min centrifugoval pfi 5 000 x g
a 20 °C. Nasledovala SPE extrakce na kolonkach Strata-X 33 pm Polymeric

Reversed Phase dle protokolu:

.1 ml metanol
. 1 ml voda

1
2
3. Vzorek po inkubaci a centrifugaci
4. 1 ml 5% metanol ve vodé

5

. Eluce 250 pl metanolu do zkumavky s vodou a 2-DMAMP

V kroku 5 bylo zaroven pfidano derivatizacni Cinidlo 2-DMAMP, se kterym byl vzorek
15 min inkubovan na vyhfivané tirepacce pfi 25 °C a 300 rpm. Derivatiza¢ni metoda

byla pfevzata z postupu publikovaného autorskym kolektivem Blanca et al. 2020 [30].

5.3.3 Analyza a detekce

Vzorek se analyzoval pomoci HPLC, metodou pfevzatou od Blanca et al. 2020 [30],
kterd se obdobné jako tato prace zabyvala stanovenim regenerovanych NPL
(konkrétné sarinu) s vyuzitim derivatizace pomoci 2-DMAMP a naslednou LC-MS/MS
analyzou. Stacionarni faze byla Gemini NX 5 ym x 150 mm x 4,6 mm. Mobilni faze
se skladala z1 mM mraventanu amonného ve vodé (A) a 1 mM mravenCanu
amonného v metanolu (B). Teplota v kolonovém prostoru byla stanovena na 35 °C
s prutokem 0,8 ml/min. Teplota autosampleru byla stanovena na 6 °C. Jednalo se

o gradientovou eluci:
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e O minut: 5% B
e 0,5min5%B
e 7 min 100% B
e 8min 100% B
e 9min5%B

e 15min5%B

VloZené napéti zdroje bylo 4,5 kV a jeho teplota Cinila 370 °C. Teplota kapilary byla
275 °C. Pruatok suSiciho plynu odpovidal 30 arb. a prutok zamlzujiciho plynu 10 arb.

MS data byla ziskana v rezimu monitorovani vybranych reakci (selected reaction
monitoring, SRM), v pozitivnim maddu.

GD-DMAMP: [M-H]* m/z 314—230; 185
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6 Vysledky a diskuze

6.1 Stanoveni AMPA v plazmé
6.1.1 Kalibra¢ni rady AMPA

Kalibracni kfivka pro stanoveni PMPA v plazmé vytvofena jako zavislost poméru
ploch pod pikem analytu a IS na koncentraci PMPA dle postupu uvedeného
v metodice je zobrazena na Obrazek 12. Kalibra¢ni zavislost byla linearni v rozsahu
koncentraci od 3,125 uyg/ml do 50 pg/ml srovnici pfimky y = 2,3278x + 3,2336

a determinadnim koeficientem R2 = 0,993.

PMPA

140

y =2,3278x + 3,2336
R*=0,993

120

APMPA/AIS

0 10 20 30 40 50 60
koncentrace [ug/ml]

Obrazek 12: Kalibraéni pfimka pro PMPA v plazmé

37



Nasledujici tabulka (Tabulka 3) popisuje pfesnost kalibracni pfimky pro stanoveni
PMPA v plazmé. Prfesnost vyjadfuje rozdil mezi skuteCnou hodnotou a namérenou

udany v procentech.

Tabulka 3: Presnost kalibracni fady (pomér skuteéné hodnoty ku namérené vynasobeny stem) pro PMPA se
zpétné prepocitanou koncentraci

koncentrace prepocitand
[ug/ml] koncentrace piesnost (%)
[ug/ml]

3,125 2,83 90,51
6,25 5,96 95,43
2> 11,06 88,51

25 25,80 103,20
50 48,19 96,37

Obrazek 13 ukazuje kalibraéni kfivku pro EMPA tvofenou jako zavislost poméru
ploch pod pikem EMPA a IS na koncentraci EMPA. Kfivka je v linearnim rozsahu od
6,25 pg/ml do 100 pg/ml, jeji rovnice pfimky je y = 0,0121x — 0,0339 a determinacni
koeficient RZ = 0,9995.

EMPA

1,4
y=0,0121x - 0,0339

1,2
R? = 0,9V
1

0,8
0,6 /
0,4 /
0,2

-

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

koncentrace [pg/ml]

AEMPA/AIS

Obrazek 13: Kalibracni pfimka pro EMPA v plazmé
Tato tabulka (Tabulka 4) ukazuje pfesnost kalibracni pfimky pro stanoveni EMPA
v plazmé. Presnost vyjadfuje rozdil mezi skuteCnou hodnotou a naméfenou udany

v procentech.
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Tabulka 4: Presnost kalibracni fady (pomér skute¢né hodnoty ku namérené vynasobeny stem) pro EMPA se
zpétnym prepoctem koncentrace

koncentrace prepocitand
[ug/ml] koncentrace pFesnost (%)
[ug/ml]
6,25 7,43 118,92
12,5 11,61 92,85
£ = 97,22
50 50,58 101,16
100 100,11 TERT

6.1.2 Chromatogramy stanoveni AMPA v plazmé

Reten¢ni ¢as PMPA v plazmé Cinil 2,7 min, retenCni ¢as nami pouzitého IS byl

3,6 min. Obrazek 14 a Obrazek 15 zobrazuji vzorové extrahované chromatogramy
pro ionty [M-H]- m/z 179 (pro PMPA) a [M-H]- m/z 137 (odpovida IS) blankové plazmy

a plazmy s pfidavkem PMPA v koncentraci 50 pg/ml.

RT: 0.00 - 15.00
RT:1.62
AA: 29259
SN: 3

BP: 178.92
9000
8000
7000

6000 ‘

3000
2000
1000

0

NL:9.12E3
m/z=178.50-179.50 F:
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Obrazek 14: Chromatogram blanku plazmy pro PMPA (RT — retencni ¢as; AA — plocha pod pikem; SN — pomér
signalu k Sumu; BP — base peak znacici m/z)
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RT: 0.00 - 15.00
RT: 2.67 NL: 4.90E5
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Obrazek 15: Chromatogram PMPA s IS v plazmé (RT — retencni ¢as; AA — plocha pod pikem; SN — pomér
signalu k Sumu; BP — base peak znacici m/z)

Retenc¢ni ¢as EMPA v plazmé byl 3,5 min a reten¢ni ¢as pro IS 2,5 min. Obrazek 16
a Obrazek 17 ukazuji vzorové extrahované chromatogramy pro ionty s [M-H]
m/z 123 (pro EMPA) a [M-H]- m/z 179 (odpovida IS) v blankové plazmé a v plazmé
obsahuijici pfidavek EMPA o koncentraci 50 ug/ml.

RT: 0.00 - 15.00

0.42 261 385 NL: 1.93E3
; : 12.21
123.00 0.92 122.92 123.00 513 5.70 6.72 950 1067 13.29 14.32 miz=
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Obrazek 16: Chromatogram blanku plazmy pro EMPA (RT — retencni ¢as; AA — plocha pod pikem; SN — pomér
signalu k Sumu; BP — base peak znacici m/z)
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RT: 0.00 - 15.00
RT: 3.47 NL: 7.24E4
AA: 643171 m/z= 122.50-123.50
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Obrazek 17: Chromatogram EMPA s IS v plazmé (RT — retencni ¢as; AA — plocha pod pikem; SN — pomér
signalu k Sumu; BP — base peak znacici m/z)

6.1.3 Vyvoj metody ultrafiltrace

Pro oddéleni proteinli od volné rozpusténych nizkomolekularnich latek byla zvolena
ultrafiltrace, pro kterou se rozhodly i studie dle Dong et al. 2020 [44] a dle Yang et al.
2020 [45]. Oproti tomu ve studii dle Ahmed et al. 2020 [46] byla pouzita metoda
membranové separace a ve studii dle Gao et al. 2020 [47] se uplatiuje princip
kombinace filtracni membrany s hydrofilnimi kapilarami. Pro tuto diplomovou praci
byla zvolena ultrafiltrace z toho dlvodu, zZe bylo potieba oddélit vysokomolekularni
proteiny (konkrétné BuChE) od latek nizkomolekularnich, coz poskytuje princip

ultrafiltrace.

Byly testovany dvé sady zkumavek — VivaSpin 500 a VivaSpin 6. Oboje maiji cut off
molekularni hmotnosti 30 kDa, coz je v porovnani s BUChE (Mw = 340 kDa) témér

dvanactinasobné nizsi hodnota [48].

VivaSpin 500 s objemem 500 ul neobstaly hned pfi uvodnich analyzach, jelikoz pfi
delSi dobé v centrifuze praskaly, pfestoze byla dodrzena maximalni centrifugaéni sila
uvedena v navodu od vyrobce. Zaroven byla testovana i nizsi centrifugacni sila, ktera

vS8ak zapficinila nizSi objem prefiltrované kapaliny. Z divodu popraskani Vivaspin
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500 byla pozornost zaméfena na VivaSpin 6, které uz vydrzely delSi dobu

centrifugace (10 i 20 min) a i po opétovném pouziti nejevily znamky opotiebeni.

Nejprve byla kalibrovana doba centrifugace, a to na zakladé mnozstvi neprefiltrované
kapaliny. Prvni pokusy s vodou dopadly po 10 min centrifugace (12 000 g) tak,
Ze byla prefiltrovana beze zbytku. Pfi stejném pokusu s plazmou byly vSak vysledky
rozdilné — mnozstvi kapaliny ve frakci bilkovin se v kazdém vzorku liSilo o + 50 ul. Byl
tedy navySen €as centrifugace na 20 min, kdy ve frakci bilkovin pravidelné zlstavalo
0,2 ml. Po delSi centrifugaci (40 min) se uz objem nepfefiltrované plazmy ve vrchni

Casti ultrafiltracni zkumavky neménil a zustaval 0,2 ml.

Nasledujici Tabulka 5 shrnuje mnozstvi volné PMPA, které zlstalo v horni Casti
zkumavky ve frakci bilkovin, mnozstvi volné PMPA prefiltrované do spodni Casti
(frakce nizkomolekularnich latek) a celkovou vytéZznost (soucet hmotnosti v obou
frakci).

Ve vzorku, ktery byl proplachovan po centrifugaci plazmy pouze vodou (bez
inicialniho proplachu) pfed nanesenim vzorku a ve vzorku, u né&jz byla zkumavka
pfed i po naneseni plazmy proplachovana PBS doslo pfi analyze vzorku k chybé
analyzy vlivem vysoké hladiny Sumu, kvuli niz nebylo mozné vyhodnotit hmotnost

ve frakci bilkovin.
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Tabulka 5: Postup proplacht pfi ultrafiltraci plazmy s pridavkem AMPA s mnozstvim PMPA v jednotlivych frakcich

Vivaspin 6 a celkovym vytézkem analyzy

Hmotnost
ProE)Iach 1. proplach PMPA ve Hmotnost PMPA Celkova -
pred po . ve frakci vytézek
; Vzorek . frakci . .. | hmotnost 0
nanesenim naneseni Sl nizkomolekularnich ) (%)
vzorku vzorku +5D) n=3 latek (ug £ SD) n=3
500 pl plazmy 2,68 +£0,51 6,92 £ 1,99 9,60 38,40
500 pl plazmy | 400 ul PBS 5,4+0,59 15,57+ 1,90 20,98 83,91
550 ] iy 480 ved | CSEE 24,56 +5,71 2456 | 98,25
méreni
400 pl voda | 500 ul plazmy | 400 pl voda | 2,42 £ 0,40 16,58 + 0,88 19,00 75,99
400 pl voda | 500 pl plazmy | 400 ul PBS | 3,19+0,44 13,75 +0,50 16,94 67,78
chyba
400 I PBS | 500 i plazmy | 400 I PBS | 4 20,89 + 1,14 20,89 | 83,54
400 pl PBS | 500 pl plazmy | 400 ul voda | 3,38 £0,47 11,75+1,49 15,14 60,54

Jako nejvhodnéjsi byl vybran postup, kdy byla zkumavka proplachnuta 400 pl vody
s centrifugaci 10 min (8 000 g), poté po naneseni vzorku, centrifugovana (20 min,

8 000 g) a poté opét proplachnuta 400 ul vody pfi centrifugaci 20 min (8 000 g).

Pfi tomto postupu Cinila hmotnost ve frakci bilkovin pouze 2,42 + 0,40 ug, zatimco do
frakce nizkomolekularnich latek proslo 16,58 + 0,88 pg (tedy 66,32 % z pavodniho
mnozstvi PMPA ve vzorku) a zarovefn nedoSlo k velkym ztratam analytu, protoze
celkovy vytézek ultrafiltrace byl 75,99 %. Druhy proplach uz nepfinesl zvyseni podilu

PMPA prefiltrované do frakce nizkomolekularnich latek.

Na spektrech z MS Ize u proplachu PBS vidét Sum a velmi nizky signal pro IS.
Spekulovalo se i nad moznosti, Ze béhem uUpravy vzorku dochazi k pfenosu nékteré

ze slozky PBS, ktera interferuje se stanovovanymi analyty.
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Plazma s pfidavkem EMPA pak byla upravovana pouze dle nejvhodnéjSiho postupu

zminéneého vyse a jeji vysledky popisuje Tabulka 6.

Tabulka 6: MnoZstvi EMPA v jednotlivych frakcich Vivaspin 6 a celkovym vytéZkem analyzy

MnoZstvi . .
ProE)Iach 1. proplach | EMPA ve Mnozstvi EMPA Ve Celkové vy
pred , . frakci . . . | vytézek
, Vzorek po naneseni | frakci , e mnozstvi
nanesenim o nizkomolekularnich (%)
vzorku vzorku bilkovin létek (g  SD) (ug)
(g £ SD) -
pod
400 pl voda | 500 pl plazmy | 400 ul voda | hranici 18,35+ 2,49 18,35 73,40
detekce

Pfi vySe zminéném postupu bylo mnozstvi ve frakci bilkovin pod hranici detekce,
zatimco do frakce nizkomolekularnich latek pfeslo 18,35 + 2,49 ug. Opét nedoslo
k velkym ztratam analytu, protoze celkovy vytéZek ultrafiltrace Cinil 73,40 % (byl tedy

srovnatelny s PMPA).

Diky tomuto postupu doslo k oddéleni signifikantniho mnozZstvi plazmatickych
bilkovin, od kterych Ize nasledné oddélit AMPA reaktivaci, od volnych AMPA, které
prosly do frakce nizkomolekularnich latek. Zaroven Ize diky oddéleni plazmatickych
bilkovin s navazanymi AMPA provest jejich reaktivaci a nasledné stanoveni, ¢imz je

|ze prohlasit za primarni biomarkery otravy NPL.

Metoda centrifugace séra byla taktéz pouzita ve studii dle Hofmann et al. 2023 [49].
Konkrétné byly pouzity Vivaspin 500 s obdobnou dobou centrifugace, av$ak
nedochazelo u nich k prvotnimu proplachu vodou pfed nanesenim vzorku. Metoda
ultrafiltraéni centrifugace v této studii byla vSak pouze soucasti upravy vzorku pred

analyzou, z divodu odstranéni nezadoucich latek v séru.

6.1.4 Stanoveni AMPA ve vzorcich s pfidavkem somanu
Nasledujici tabulka (Tabulka 7) popisuje vysledné mnozstvi PMPA u vzorku plazmy
s pfidavkem somanu po nasledné reaktivaci frakce bilkovin pomoci HI-6 v porovnani
se vzorkem plazmy s pfidavkem somanu bez reaktivace frakce bilkovin. Sloupec s
celkovym mnoZstvim popisuje sumu mnozstvi PMPA ve frakci bilkovin po reaktivaci
HI-6 a mnozstvi PMPA ve frakci nizkomolekularnich latek bez reaktivace HI-6.
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Tabulka 7: Mnozstvi PMPA ve vzorcich s a bez reaktivace HI-6

MnoZstvi MnoZstvi
PMPA ve PMPAve | Mnozstvi PMPAve | Celkové
frakci frakci frakci mnozstvi s
bilkovin + | bilkovin bez | nizkomolekuldrnich | reaktivaci
HI-6 (ug+ | HI-6 (ugx | latek (ug £ SD) n=2 (ng)
SD) n=2 SD) n=2

4,80+0,71| 1,42 +£0,27 11,97 £1,20 16,77

Dle vysledkl analyzy a chromatogramu (Obrazek 18) Ize soudit, Ze reaktivace
pomoci HI-6 ma v upravé vzorku smysl. Z pavodniho mnozstvi 1,42 + 0,27 ug PMPA
ve frakci bilkovin ve vzorku bez reaktivace doslo k navySeni na 4,80 =+ 0,71 pg.
Z vysledku je zaroven patrné, Ze se nejedna o zcela specifické stanoveni PMPA
uvolnéné z vazby na plazmatické bilkoviny, jelikoz byla dana kyselina obsazena
ve frakci bilkovin i pfed reaktivaci. Tento fakt by mohl byt feSen promytim srazeniny
po predchazejici precipitaci, pfipadné jinymi centrifugacnimi zkumavkami, které by

dokonaleji oddélily kyseliny od vysokomolekularnich latek.
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AA: 2288055 m/z=178.50-179.50 F:
SN: 108 ITMS - p ESISIMms
BP:179.08 [177.00-181.00] MS
300000 Genesis
soman-PMPA-vrsek-HI-
250000 6B
200000 k
150000
100000 l
50000 \
0 RT 3.2 NL: 1.26E4
AA: 92603 m/z= 136.50-137.50 F:
SN: 10 [TMS - p ESISIM ms
BP:137.00 [135.00-139.00] MS
12000 Genesis
i soman-PMPA-vrsek-HI-
100009 gr.0.80 \ 68
80003 AA:32253  RT:2.37
SN 3 AA: 3228
60003 Bp: 13700 SN2

4000 BP: 136.92

A W W, ‘
2000 MMV‘”\(%M‘MWW&ALAM* LWWWMAMWW‘W‘m““"»‘ﬁNL«WW”HMLW"/’“»MH*“ JMMWM' h’w"‘"} ‘ WWW‘“ML W'mhMy“ww‘vavu‘Wﬂ\MMAUM

[ o e e e L e e s S S e e s e |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15
Time (min)

\

Obrazek 18: Chromatogram frakce bilkovin ve vzorku plazmy s pfidavkem somanu a regeneraci HI-6 (RT —
retencni ¢as; AA — plocha pod pikem; SN — pomér signalu k Sumu; BP — base peak znacici m/z)

Oproti studii provedené dle Herman et al. 2020 [1], kde je provedena pouze
reaktivace, nami stanoveny postup obsahuje navic oddéleni vysokomolekularnich
latek od nizkomolekularnich ultrafiltraci. To s sebou sice nese zdlouhavéjsi pfipravu,
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ale také moznost analyzovat obsah obou frakci z divodu odlieni volnych AMPA od

téch navazanych na plazmatické bilkoviny, a to zejména ve frakci bilkovin.

S vyuzitim databaze PubMed a ScienceDirect se nepodafilo najit publikaci, ktera by
popisovala upravu vzorkl specifickou pro AMPA uvolnéné z vazby na proteiny lidské

plazmy.

Napfiklad ve studii od Miki et al. 1999 [50] byly stanoveny AMPA pomoci GC-MS
s pouzitim derivatizacniho Cinidla pentafluorbenzyl bromid. V této studii ovSem takeé
nedoslo k oddéleni bilkovin jakozZto soucast upravy vzorku pfed analyzou. Pro upravu

byly pouzity pouze Ag kazety.

6.2 Stanoveni fluoridem regenerované NPL
Druhym cilem prace, krom vyvoje metody oddéleni volnych AMPA, bylo ovéfit, zda
volné AMPA potencialné nereaguiji s derivatizacnim €inidlem 2-DMAMP a neiterferuji

tak se zavedenou metodou stanoveni fluoridem regenerovanych NPL.

Metoda fluoridové regenerace umoziuje stanovit opétovné regenerované NPL.
V této diplomové praci byla pouzita konkrétné derivatizace pomoci 2-DMAMP (viz
kapitola 3. 2. 4). Na nasledujicim schématu (Obrazek 19) Ize vidét strukturu derivatu

(konkrétné Slo v této studii o sarin) po derivatizaci 2-DMAMP.
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Fluoride-induced reactivation
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Obrazek 19: Znazornéni metody derivatizace NPL (sarinu) pomoci 2-DMAMP (pfevzato z: Retrospective
determination of regenerated nerve agent sarin in human blood by liquid chromatography—mass spectrometry and
in vivo implementation in rabbit; M. Blanca et al. 2019)

Na obrazku (Obrazek 21) je vidét typicky extrahovany chromatogram 2-DMAMP
derivatu somanu ziskany po fluoridové regeneraci, SPE a 2-DMAMP derivatizaci
vzorku plazmy s pfidavkem somanu v porovnani s chromatogramem blankové
plazmy zpracované a analyzované stejnym postupem (Obrazek 20). Oba
chromatogramy byly ziskany v rezimu SRM — horni ¢ast chromatogramu odpovida
SRM prechodu 314-229, dolni ¢ast pak m/z 314-184. Na chromatogramu stanoveni

somanu Ize vidét pik s reten¢nim ¢asem 6,55 min odpovidajici danému derivatu.

Obrazek 22 ukazuje extrahovany chromatogram pro téze iontové prechody ziskané
analyzou vzorku plazmy s pfidavkem PMPA (nikoliv somanu). Vzorek plazmy
s pridavkem PMPA proS$el totoznym procesem upravy, tedy fluoridovou regeneraci,
SPE a reakci s derivatizacnim €inidlem 2-DMAMP. Na jeho chromatogramu Ize vidét
pik s retenénim Casem 6,82 min, ktery se blizi retenénimu €asu analytu (jeho
retencni Cas byl 6,55 min). Dulezité vSak je, ze retennim Casem nespada do
intervalu £ 0,2 min, coz je interval, ve kterém by mohlo dojit k interferenci s timto
analytem. Vzhledem k tomu, Ze byla pouzita vysoka koncentrace PMPA a neni
pFitomen konfirmacni pfechod, jedna se o zanedbatelnou skute¢nost.
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Zavérem bylo potvrzeno, ze uvolnéné AMPA neinterferuji s pouzitym derivatizacnim
Cinidlem 2-DMAMP. Tudiz by nemélo dojit k faleSné pozitivnimu stanoveni somanu,
v pfipadé Ze by ve vzorku byla pfitomna PMPA (ktera je jeho degradacnim
produktem), ale vzorek by Zadny soman neobsahoval. Zaroven by pfitomnost volné
PMPA neméla zanést systematickou chybu do kvantitativniho stanoveni somanu,
pokud by byly ve vzorku pfitomny obé tyto latky zaroven, coz je u realnych vzorku

pravdépodobna situace.

Z tohoto zavéru plyne, Ze Ize danou derivatizaCni metodu pouzit v praxi. Jedna se
o rychlou a jednoduchou metodu pfipravy bez nutnosti vzorek odparovat, coz v praxi

usnadni diagnostiku.
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Obrazek 20: Chromatogram blanku plazmy pro stanoveni fluoridem regenerovanych NPL (RT — retencni ¢as; AA
— plocha pod pikem; SN — pomér signalu k Sumu; BP — base peak znacici m/z)
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Obrazek 21: Chromatogram stanoveni somanu v plazmé (RT — retenc¢ni ¢as; AA — plocha pod pikem; SN —
pomér signalu k Sumu; BP — base peak znacici m/z)

Obdobny postup fluoridové reaktivace s naslednou derivatizaci pomoci 2-DMAMP
byl pouzit i ve studii dle Blanca et al. 2020 [30], ktera se zabyvala sarinem. Tam
souCasné provedli i test interference se slepymi vzorky. Ty podrobili stejné pfipravé
jako vzorky s pFidavky. Zadna interference nebyla potvrzena, jelikoZ slepy vzorek

nevykazoval ruSivé piky v oblasti retenéniho ¢asu GB-2-DMAMP.

Také studie dle Weissberg et al. [51] se taktéZz zabyvala derivatizaci pomoci
2-DMAMP. Tato studie vliv interferenci s AMPA nezkoumala, ale stanovila vyhody
pouziti derivatizace pomoci 2-DMAMP. Témi jsou pfedevsim jeho dobra rozpustnost
ve vodé, ktera umoznuje derivatizaci ve vodném prostfedi, a potfeba pouze malého

mnozstvi vzorku.
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Obrazek 22: Chromatogram stanoveni PMPA v plazmé (RT — retenc¢ni ¢as; AA — plocha pod pikem; SN — pomér
signalu k Sumu; BP — base peak znacici m/z)

Dle doposud zjisténych informaci je pravdépodobné, Ze by obdobny postup mohl byt
aplikovan i na ostatni latky fady G a jejich metabolity, jejichz struktura a molarni
hmotnost je podobna nami zkoumanému somanu a jeho metabolitu. Z vysledkud
jinych studii je znamo, ze 2-DMAMP derivatizace funguje napfiklad i u sarinu. AvSak
tato diplomova prace se zabyvala pouze somanem a jeho metabolitem, tudiz neni

mozné s presnosti fict, jak by tato metoda fungovala u ostatnich NPL.
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[ Zavér

Cilem praktické Casti této diplomové prace bylo najit techniku upravy vzorku, diky niz
by bylo mozné odliSit volné AMPA od téch, které jsou navazané na plazmatické
bilkoviny. Bylo tedy nutné vyvinout takovy postup, ktery povede k oddéleni
plazmatickych bilkovin od latek nizkomolekularnich. Tento cil se podafilo splinit, byla
vyvinuta metoda, kdy se nejprve proplachuji Vivaspin 6 vodou (centrifuga 10 min,
8 000 g), poté se nanese vzorek (centrifugace 20 min, 8 000 g) a nasledné se vzorek

jesté jednou proplachne vodou (centrifugace 20 min, 8 000 g).

Tento postup byl vyvinut pro odliSeni volné PMPA a nasledné byl pouzit i pro
oddéleni volné EMPA. Ovérfen byl i na vzorcich plazmy s pfidavkem somanu, avSak

vzorky s pfidavkem latky VX nebylo z asovych davodu jiZ mozné ovéfit.

Jednalo se o inovativni postup oddéleni volnych AMPA od téch navazanych
na bilkoviny krevni plazmy jesSté pfed probéhnutim reaktivace, coz umoznilo
specificky stanovit po nasledné reaktivaci uvolnéné AMPA, diky ¢emuz se daji
oznadcit za primarni biomarker otravy NPL. Standartné se totiz stanovuji volné AMPA
bez pfedchozi reaktivace. A pokud se stanovi po reaktivaci bez pFedchoziho

oddéleni od proteind, je mozné stanovit pouze celkové mnozstvi AMPA.

Druhym cilem bylo ovéfeni, Zze u volnych AMPA nedochazi k interferenci
s derivatiza¢nim Cinidlem 2-DMAMP, a tudiz mize byt dana metoda pouzita v praxi.

Tento cil byl rovnéz splnén, jelikoz Zzadna interference nebyla potvrzena.
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