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1. CiL METODIKY

Hlavnim cilem metodiky je poskytnout zejména inspektorim Stitniho ufadu pro jadernou
bezpecénost (SUIB) vhodnou metodu pro prikaz ptitomnosti vysoce rizikovych biologickych
toxin abrinu, ricinu a viscuminu ve vzorcich ziskanych pifi kontrole dodrZzovani zakazu
biologickych zbrani.
Metodika se cilené zaméfuje na:

e moznost identifikace abrinu, ricinu a viscuminu napf. v neznamych terénnich

vzorcich;
e pouzitelnost pro Siroky rozsah vzorku;
e rychlou analyzu s jasnou interpretaci vysledka pro zaskoleny personal;

2. VLASTNI POPIS METODIKY

Jedna se o novou metodiku, ktera je zavadéna z diivodu potieby rychlé identifikace
vysoce rizikovych biologickych toxini proteinové povahy (ricinu, abrinu a viscuminu),
uvedenych v Pfiloze ¢. 1 vyhlasky ¢. 474/2002 Sb., metodou LC-MS.

Identifikace je zalozena na LC-MS analyze specifickych sekvenci peptidli ziskanych
trypsinovym Stépenim proteinovych toxind.

2.1. Chemikalie a spotiebni material

FA (kys. mraven¢i), ACN (acetonitril), MeOH, CHCls, guanidin.HCI, Tris.HCI,
EDTA, DTT (dithiothreitol), jodoacetamid, NH;HCO3, trypsin

Amicon MWCO 10000 filtr

2.2. Vzorkovani (odbéry vzorkii, zasady odbéru, plan odbéru, podminky transportu,
konzervace, piiprava k analyze)

Tato metoda je vyvinuta pro identifikaci toxint ve vzorcich doru¢enych do
staciondrnich laboratoti SUICHBO. Vzorkovani neni tedy soucésti této metody, ale metody
zabyvajici se strategii vzorkovani pro stacionarni laboratofe SUICHBO.

2.3. Pristroje a pomocna zarizeni

Pipety, chladnicka, tfepacka, centrifuga, termostat, LC-MS systém (Agilent 1200 -
HCTultra)

2.4. Priprava vzorku pro méreni na hmotnostnim spektrometru

K 500 pl vzorku se ptidd 300 pl pufru (6M guanidin.HCI, 100mM Tris.HCI, 5SmM
EDTA), smés je pienesena na Amicon filtr a odstfedéna pti 12000 rpm po dobu 1 hod.
K redukovanému objemu na filtru se pfida 100 ul 100mM DTT ve 100mM NH4HCO3 a smés
se necha inkubovat pfi 56°C po dobu 1 hod. Smés na filtru je poté opét odstfedéna a
alkylovana ptsobenim 100 pl 300 mM jodoacetamidu pii 25°C po dobu 30 min v temnu.
Vzorek je poté opét odstiedén, 2x promyt 200 pul S0mM NH4HCO3 v 5% ACN, piidano
dalsich 100 pl tohoto pufru s 0,2 pg trypsinu a smés ponechdna v termostatu pti 37°C pres
noc. Po ukonceni digesce jsou peptidy odstiedény pii 12000 rpm po dobu 1 hodiny, filtr



promyt 50 ul 0,1% FA v 30% ACN a 50 pl 60% ACN. Peptidy jsou nasledné vysuSeny ve
vakuu a rozpustény v 30 ul 0,1% FA v 2% ACN, ¢imz jsou piipraveny k LC-MS analyze.

2.5. Akvizice spekter a vyhodnoceni analyzy

Parametry méfeni - HCTultra:

Metoda: MD_peptTOX.par

Rozsah: 250-3000 Da

Polarita: pozitivni

Mod: multiple SIM

Separace — Agilent 1200:

Kolona: Zorbax SB-C18 150x2,1mm
Gradient mobilni faze: 5-60% ACN /40 min
Pritok: 150 pl/min

Vyhodnoceni:

Zjisténi ptritomnosti sady charakteristickych peptidickych fragmentd:

Druh Fragment m/z (Da)
DGMCVDVYDNGYHNGNR 1929,0
abrin QIULWPYTGKPNQIWLTLF 2331,8
TLIVIIQMVAEAAR 1527,9
QYPIINFTTAGATVQSYTNFIR 2505,3
ricin YTFAFGGNYDR 1310,6
WQIWDNGTIINPR 1612,8
QNQDQCLTCGR 1265,5
viscumin WALYGDGSIRPK 1362,7
FNPILWR 945,5
2.6. Validace

Metoda byla ovéfena na panelu intralaboratornich slepych testii a v ptipadé ricinu 1
vV mezindrodnich mezilaboratornich srovnavacich testech organizovanych vramci EU
projektu EQuATox (Establishment of Quality Assurance for the Detection of Biological
Toxins of Potential Bioterrorism Risk).

2.7. Bezpecnost pri praci

Vzhledem k potencialné vysoké toxicité vzorku je tieba provadét veskeré prace az do
ukonceni procedury trypsinového Stépeni v lamindrnim boxu za pouziti ochrannych pomicek
(rukavice, ochranny Stit, pfip. respirator).



2.8. Nebezpec¢né odpady a jejich likvidace

Veskery odpad je tieba povazovat za potencialné nebezpecny a zajistit jeho likvidaci
ve spalovng.

3. INOVACNI ASPEKTY, NOVOST POSTUPU

Do doby zavedeni této metodiky byla v oblasti analyzy toxini v Laboratofi
biologického monitorovani a ochrany (dale jen LBMO) Statniho ustavu jaderné, chemické a
biologické ochrany, v.v.i. (dile jen SUJICHBO) vyuZivana pouze metoda pro detekci ricinu
zalozena na zakladé specifickych protilatek proti ricinu (RAMP). Metody identifikace
uvedenych toxinli nebyly do této doby k dispozici.

Inovaéni aspekt této metodiky tkvi ve vyuziti kombinace specifickych sekvenci
peptidi charakteristickych pro sledované toxiny. Byla tak vyvinuta nova origindlni metoda
identifikace pro ricin, abrin a viscumin.

V ramci jednoho LC-MS experimentu je mozno identifikovat ptitomnost cilovych
toxinll ve vzorku (at’ uz jednotlivé, nebo ve smési) bez nutnosti pouziti specifickych reagencii
(protilatek).

4, POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika byla vyvinuta jako hlavni analyticky postup metodicko-odborné podpory
laboratore LBMO SUJCHBO pii plnéni ukoll stitniho dozoru SUJB v oblasti zakazu
biologickych zbrani pro zminéné toxiny.

Metodika bude vyuzivana pro potieby dozoru nad dodrzovanim zakona ¢. 281/2002
Sb., konkrétn¢ bude slouzit k prikazu ptitomnosti abrinu, ricinu a viscuminu ve vzorcich
ziskanych pii dozorové &innosti pracovniki SUJB. Lze predpokladat, ze by metodika mohla
byt rovnéz vyuzita k identifikaci toxint ricinu, abrinu a viscuminu pro potfeby integrovaného
zachranného systému v pfipadech, kdy existuje podezieni na pfitomnost uvedenych toxint v
neznamych vzorcich (biologické tkang, stéry, tzv. bilé prasky neznamého ptvodu apod.).
Nicméné metodiku lze vyuzit i v laboratofich organli ochrany vefejného zdravi, vybavenych
odpovidajici instrumentaci.
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