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1. Uvod



Toxikologie v Sirokém pojeti studuje negativni dusledky chemikalii na zivé
organismy. Mlze byt rozdélena na rozmanité discipliny, k nimz také patfi
klinicka toxikologie. Klinicka toxikologie kombinuje analytickou chemii
a obecnou toxikologii. Zahrnuje detekci a identifikaci potencialni Skodlivé latky -
drogy Vv biologickych vzorcich. Nicméné identifikace v biologickych vzorcich
Casto vyzaduje ur€eni nejen matefskeé latky, ale i metabolita.

Ve vétsiné pfipadl je pozadovan k uspéSnému vedeni 1éEby kvalitativni
mocCovy toxikologicky screening. Proto se mnoho Ilaboratofi zajima
o Sirokospektry zachyt neznamé latky ve vzorku pacienta. Aby byly rutinni
toxikologické analyzy uc€inné, pouzivané postupy musi byt schopné identifikovat
rozmanité latky s Casovou dostupnosti. Je vhodnych jen nékolik technik.

Jednou z nich jsou kapkovaci reakce typické pro dané slouceniny. Ackoliv
tyto testy jsou jednoduché, jsou limitovany malym poc¢tem sloucenin.

Imunochemické metody davaji pozitivni vysledky pro urcitou skupinu latek
bez pfesného urceni latky.

Chromatografické metody nabizi rychly a specificky rozsah detekce latek.
Chromatografie na tenké vrstvé je dobfe zavedena metoda pro velké spektrum
analyzovanych latek. Nicméné vyZzaduje zkuSenost personalu, aby bylo
zaruceno, ze interpretace tenké vrstvy je spravna. Vysokoucinna kapalinova
chromatografie se pouziva pro Siroké spektrum analyz, proto je velmi potfebna
i v toxikologii. Hmotnostni spektrometrie je referenéni metodou pro konfirmace
sloucenin. Pfesto neni uzivana v klinickych laboratofich pro screening z divodu
jeji slozitosti a neschopnosti dosahovat vysledky rychle.

REMEDi HS je analytické zafizeni, které provadi Siroké spektrum zachytu
toxikologicky vyznamnych latek v moci a séru. Jedna se o systém vyuZivajici
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s pfipravou a analyzou vzorku
on-line. Pruchod prfes nékolik chromatografickych kolon umoziuje extrakci,

vyCiSténi a separaci IéCiv pfi nasledné UV detekci.



2. Cil prace



Cilem mé prace bylo ovéfit, ze analyticky systétm REMEDi HS lze vyuzivat
nejen pro kvalitativni screening 1é€Civ a drog v klinické toxikologii. V pfipadé
potfeby je mozno provadeét i kvantitativni méreni urCenych latek. K tomuto ucelu
je pouzivan zvlastni rezim pfistroje, kdy dochazi nejen k identifikaci latek, ale

I k jejich kvantifikaci.



3. Teoreticka cast



3.1 Chromatografické metody*

Chromatografické metody umoznuji nejenom déleni velmi slozitych smési,
ale také identifikaci a kvantitativni stanoveni jednotlivych latek. Pouzivaji se
rovnéz k izolaci latek ve velmi Cistém stavu, k analytické kontrole Cistoty barviv,
léCiv, rozpoustédel, k precisténi chemikalii apod. Maji Siroké uplatnéni
v biomediciné pfi izolaci bilkovin, enzymu, nukleovych kyselin atd.,
ve farmakologii a toxikologii pfi terapeutickém monitorovani hladin |éCiv,
sledovani lé€by u toxikomanu, prikazu a stanoveni léCiv a toxickych latek.
V klinické biochemii maji vyznam pfi déleni steroidd, lipidd, aminokyselin,
sacharidu, izoenzymu, vitamina, hormond, antibiotik atd.

V praxi je nejvice pouzivanou metodou chromatografie na tenkych vrstvach,
vysokouc€inna kapalinova chromatografie nebo chromatografie plynova.
Chromatografické metody se zakladaji na postupném ustavovani rovnovahy
délenych latek mezi dvéma vzajemné nemisitelnymi fazemi. Nepohyblivou,
stacionarni fazi tvofi material, kterym je naplnéna chromatograficka kolona
nebo ze kterého je zhotovena tenka vrstva, na niz déleni probiha. Pohyblivou,
mobilni fazi pfedstavuje kapalina, tj. elu¢ni Cinidlo (rozpoustédlo, pufr) nebo
plyn, kterymi jsou jednotlivé slozky z kolony nebo z tenké vrstvy vymyvany.

Délené latky jsou riznou rychlosti unaseny ve sméru toku pohyblivé faze
aruznou silou jsou zadrzovany na pevné fazi. Tim dochazi k separaci smési.
Pfi chromatografické analyze se k identifikaci a stanoveni separovanych latek

vyuziva jejich rozdilné pohyblivosti pfi déleni a chovani pfi detekci.

3.1.1 Rozdéleni chromatografie®

Chromatografickych metod je velké mnozstvi, proto je délime podle raznych
hledisek.
Podle povahy fyzikalné-chemického déje, ktery pfevlada pfi separaci:
¢ Rozdélovaci chromatografie - o separaci rozhoduje odliSna rozpustnost
sloZek vzorku ve stacionarni fazi (kapalina) a mobilni fazi (kapalina nebo
plyn)
e Adsorpcni chromatografie - o separaci rozhoduje rizna schopnost slozek
poutat se na povrch stacionarni faze (tuha latka)
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e lontové vyménna chromatografie - o separaci rozhoduji ruzné velké
elektrostatické pfitazlivé sily mezi funkénimi skupinami stacionarni faze
(iontoménic) a ionty vzorku

e Gelova chromatografie — slozky se separuji podle velikosti na porovité
stacionarni fazi (gelu), mensSi molekuly se v pérech zdrzuji déle
(molekulové sitovy efekt)

¢ Afinitni chromatografie — stacionarni faze je schopna vazat ze vzorku

urcité slozky, ke kterym ma uzce selektivni vztah (afinitu)

Podle povahy mobilni faze:
e Kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography — LC) — mobilni fazi
je kapalina
e Plynova chromatografie (Gas Chromatography — GC) — mobilni fazi je

plyn

Podle usporadani stacionarni faze:
e Kolonova (sloupcova) chromatografie — stacionarni faze je umisténa
v trubici (koloné)
e PlosSna (planarni) chromatografie
- tenkovrstevna - stacionarni faze je umisténa na pevném plochém
podkladu

- papirova - stacionarni faze je soucasti chromatografického papiru

Podle pracovniho zpusobu:
e Elu¢ni chromatografie
e Frontalni chromatografie

o Vytésnovaci chromatografie

Podle pracovniho ucelu:
e Analyticka chromatografie
e Preparativni chromatografie
Uvedené rozdéleni je pouze informacni, nebot’ jednotlivé pracovni techniky se

vétSinou kombinuiji.
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3.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je separaCni analytickd metoda zalozena
na rozdilné distribuci délenych latek mezi dvé rizné nemisitelné faze. Béhem
separace se analyt rozdéluje mezi mobilni (pohyblivou) a stacionarni
(nepohyblivou) fazi. Mobilni fazi je kapalina. O rozdéleni slozek vzorku
rozhoduji nejen jejich interakce se stacionarni fazi, ale velmi vyrazné i pouzita
mobilni faze. Jednotlivé analyty jsou rozdilné zadrZzovany a rozdilné
zpozdovany. Cas, ktery stravi v mobilni resp. ve stacionarni fazi, zavisi
na afinité analytu ke kazdé z nich. Jsou vyuzitelné vSechny mozné mechanismy
separace — adsorpce, rozdélovani na zakladé rdzné rozpustnosti, iontova
vyména, molekulové sitovy efekt nebo specifické interakce v afinitni
chromatografii®.

Kapalinova chromatografie je vhodna i pro separaci tepelné nestalych
a netékavych sloucCenin, protoZze je mozno pracovat za laboratorni teploty

bez nutnosti pfevadét vzorek na plyn. Jedna se obvykle o eluéni metodu.

3.2.1 Adsorpéni kapalinova chromatografie?

Adsorpcni kapalinova chromatografie (LCS) vyuzivd mezimolekulovych
pritazlivych sil mezi stacionarni fazi a analytem. Jako adsorbenty se pouzivaji
zrnité materialy na bazi silikagelu. Pro dobrou adsorpci je nutny velky povrch
téchto adsorbentl. Na povrchu zrn se nachazi silanolové skupiny. Analyt je
zadrzovan polarnimi interakcemi. AdsorpCni aktivita adsorbentu je dana jeho
polaritou a poctem adsorpCnich mist. Pfitomnost vody v systému snizuje jeho
aktivitu, protoZe se vaze na adsorp¢ni mista.

Rozpoustédlo i rozpusténé latky soutéZi o mista na povrchu stacionarni
faze. Vhodna volba rozpoustédla je proto dulezita pro eluci analytu. Nepolarni
analyty jsou eluovany nepolarnimi rozpoustédly a polarni analyty polarnimi.

Mobilni faze by neméla mit pfiliS velkou viskozitu, aby nekladla velky odpor
proti pfevodu hmoty a protékala kolonou pfi urcitém tlaku s dostateCnou
rychlosti. Nesmi chemicky naruSovat nebo vymyvat stacionarni fazi.

Mobilni faze je charakterizovana svoji eluéni silou. Cim ma rozpoustédlo

vetsi eluéni silu, tim vice se adsorbuje na stacionarni fazi, a tim rychleji eluuje
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slozky, protoze s nimi soutézi o misto na povrchu adsorbentu. Elu¢ni sila roste
v pofadi pentan, toluen, benzen, ethylbromid, propanol, ethylacetat,
isopropylalkohol, dioxan, ethanol, aceton.

Velikost adsorpce dané slozky roste s klesajici hodnotou elucni sily
rozpoustédla a rostouci polaritou viastnich funkénich skupin. NejkratSi retencni
Casy maji nepolarni alifatické uhlovodiky, po nich nasleduji aromatické
uhlovodiky, halogenslouc€eniny, ethery, terciarni aminy, nitroslouceniny, ketony,
aldehydy, primarni aminy, alkoholy, fenoly a nejdelSi reten¢ni ¢asy maji velmi

polarni karboxylové a sulfonoveé kyseliny.

3.2.2 Rozdélovaci kapalinova chromatografie

V rozdélovaci kapalinové chromatografii (LLC) se analyty rozdéluji mezi dvé
nemisitelné kapalné faze. Mobilni faze unasi analyty, stacionarni fazi je
kapalina zakotvena na pevném nosiCi. NosiCem nejCastéji byva silikagel,
kifemelina, silikaty a celuléza. Retencni €as analytl zavisi na tom, jak jsou
rozpustné v kazdé z obou fazi rozdilné polarity®°.

V praxi se nejvice uplathuje systém obracenych fazi (Reversed-Phase
Chromatography — RPC). Stacionarni faze je nepolarni (hydrofobni)
rozpoustédlo a mobilni fazi je polarni (hydrofilni) rozpoustédio?.

Velmi se osvédCily chemicky modifikované stacionarni faze, které se
pfipravuji  silylaci silikagelu. Podle vazané skupiny maji rlznou polaritu
od nepolarnich, vysoce hydrofobnich, pouzivanych pro obraceny systém fazi,
az po polarni.

Priklady substituentl: pfes nepolarni oktadecyl —CigHs7, oktyl —CgHs7, ethyl
-C,Hs, az k polarnéj$im substituentim amino —(CHy)sNH,, cyano —(CH.)sCN3.
V pripadé oktadecylsilikagelu a oktylsilikagelu je na povrchu lipofilni kartac,
ktery funguje jako zakotvena lipofilni kapalina®.

Mobilni fazi je smés polarnich rozpoustédel (methanol, acetonitrilu) ve smési
s vodou nebo pufrem.

Slozky jsou separovany na zakladé rozdilné afinity ke stacionarni a mobilni
fazi. Lipofilnéjsi molekuly jsou vice zadrzovany v lipofilnim kartaci, hydrofilngjsi
molekuly vice v mobilni fazi. V lipofiinim kartai je analyt zadrzovan

hydrofobnimi interakcemi, Londonovymi silami a van der Waalsovymi silami®.
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3.2.3 lontové vyménna kapalinova chromatografie

lontové vyménna chromatografie je realizovana jen jako kapalinova
chromatografie. Stacionarni fazi je iontoméni€. Tim je makromolekularni
matrice (polystyren, celulosa, dextran aj.) s vhodnymi funkénimi skupinami
kyselé nebo zasadité povahy?.

lontoméniCe se déli na anexy a katexy. Anexy jsou vysokomolekularni
nerozpustné baze (kationty). Maji funkéni skupiny silné bazické (amoniové
NR3"), slabé& bazické (aminoskupiny) a specialni (fosfoniové, sulfonové). Slouzi
k vyméné anionl. Katexy pfedstavuji vysokomolekularni nerozpustné kyseliny
(aniony). Maji silné kyselé funkéni skupiny (sulfoskupiny), slabé kyselé
(karboxylové skupiny) a velmi slabé kyselé (fenolické skupiny). Slouzi
k vymé&né kation(®.

lontové vyménnou chromatografii lze délit pouze elektrolyty schopné
existence viontové podobé. Vyuziva se jak k separaci slabych organickych
kyselin a zasad, tak i anorganickych iontd. Podstatou separace je rozliSna
afinita délenych latek k iontovymé&nnym skupinam iontoménice®.

Mobilni fazi byvaji pufry. Retence je fizena zménou pH nebo zménou

iontové sily pufru®.

3.3 Vysokoucéinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie — High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) je hojné uzivana analyticka technika. Je to separacni
metoda, ktera umoznuje kvalitativni i kvantitavni vyhodnoceni separovanych
slozek.

Tato instrumentalni analyticka technika dovoluje provadét rychlou, ucinnou
a reprodukovatelnou separaci latek ze smési za vysokého tlaku, ¢imz dochazi
ke kratSi dobé analyzy. Vysoka ucinnost separace analytd je dana pouzitim
uzkofrakéniho sférického sorbentu s homogennimi vlastnostmi povrchu
silikagelovych zrn (1,8 — 5,0 ym, v priméru 3,8 ym) v normalnim médu nebo

modifikovany silikagel v reverznim modu stacionarni faze a definovanym
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slozenim mobilni faze. K hlavnim vyhodam také patfi uspora mobilni faze

a moznost automatizace®.

3.3.1 Kapalinovy chromatograf

Chromatograf pro HPLC je tvofen zasobniky mobilni faze a vysokotlakou
pumpou. Davkovaci zafizeni slouzi k nastfiku vzorku na kolonu. Po pruchodu
vzorku kolonou jdou rozdélené analyty do detektoru. Zaznamy z detektoru jsou
zpracovavany v pocitaCi a je vytistén vysledny protokol. Pocita€ také fidi cely

chromatograficky proces.

Schéma kapalinového chromatografu’

CHECOMLS IOSRL B
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pumpa é“ piky

: 3]
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[ =
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kohout se t:};
smyckou separacni
kolona detektor

3.3.1.1 Tlakova pumpa a smésovac mobilni faze

Mobilni faze se do kolony &erpa pistovou nebo membranovou pumpou?.
Pumpa vhani rozpoustédlo do sméSovate mobilni faze, ktery pomoci
prepinacich vysokotlakych ventill misi pozadované sloZzeni mobilni faze
pfed jejim vstupem do davkovaciho zafizeni a chromatografické kolony.
Zpravidla dociluje optimalniho pratoku v souladu s van Deemterovou rovnici
v rozsahu od 0,5 - 2,0 ml za minutu pfi pracovnim tlaku 6 - 15 MPa (maximalné
az 40 MPa)*.
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Naprogramované smeéSovaci zafizeni pfipravuje s vyuzitim zasobnikl
riznych kapalin smés mobilni faze stalého sloZeni nebo fidi zmény ve sloZeni
vysledné mobilni faze v pribéhu separace. Slozeni mobilni faze muze zistavat
stalé (izokraticka eluce), neméni se eluéni sila. Nebo se béhem separace
slozeni mobilni faze méni (gradientova eluce) za ucelem rychlejSiho vymyti
komponent s dlouhymi retenénimi ¢asy**.

Pumpa nesmi byt naruSovana mobilni fazi a nesmi uvolfiovat zadné latky.
Ventily Fidici tok eluentu jsou zhotoveny z pryZze nebo safiru. Jednocinna
pistova pumpa by zplsobovala ruSivé tlakové razy, proto jsou pouzivany

dvojéinné pumpy. Rizeni mikroprocesorem zaruéuje vyhlazeni tlakovych pulz(?.
3.3.1.2 Davkovaci zarizeni

DalSimi dualezitymi prvky HPLC chromatografu je davkovaci zafizeni.
Davkovani injekéni stfikaCkou pfinasi nevyhody z hlediska té&snosti, udrzeni
tlaku a vnaseni stop materialu injekéni stfikacky. Pokud je pouzito injekCni
zafizeni, musi byt zhotoveno z inertnich materiald (nerezova ocel, titan, nékteré
polymery). Injekéni zafizeni mOze byt ovladano ruc¢né nebo automaticky.
V souCasné dobé byvaji injekéni systémy nahrazeny davkovanim obtokovym
davkovacim $esticestnym ventilem?.

Autosampler je automaticky davkovac, ktery je vhodny pfi manipulaci
s mnoha vzorky. Autosampler je fizen pocitatem a umozfiuje méfeni vzorku

v sekvenci.

3.3.1.3 Chromatografické kolony?

Kolony pouzivame pouze naplhové. Mnoho ruznych aplikaci kapalinové
chromatografie podminuje existenci velkého mnozstvi kolon rGzné délky,
vnitfniho priméru a naplné. Vétsinou jsou kolony zhotoveny z nerezové oceli.
Kolony pro analytické vyuziti jsou pomérné kratké (zpravidla 10 - 25 cm). Vnitini
primér je 4,6 nebo 5 mm. Bézny pratok eluentu je 1 — 2 ml za minutu. Naplhovy
material pro analytické kolony ma prumér 1,8 az 5 ym (kratSi kolony jsou plnény

jemnéjSi naplni).
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Jako ochrany hlavni kolony jsou hojné pouzivany predklony umisténé mezi
pumpu a davkovaci zafizeni nebo ochranné kolony umisténé mezi davkovaci
zafizeni a analytickou kolonu. Chrani kolonu pfed necistotami a nerozpustnymi
materialy.

VétsSina separaci HPLC probiha pfi laboratorni teploté a nevyZaduje
temperovani. Nékteré separace se vyznamné zlepSi zvySenim teploty, coz
mnoho novych chromatografd umoziuje. Programova zména teploty se vSak

v HPLC nevyuziva.

3.3.2 Detektory

Detektory v HPLC by mély byt selektivni pro analyty a malo citlivé
pro mobilni fazi. Pritokova cela detektoru musi snést tlak mobilni faze a udrzet
tésnost. Nejpouzivanéjsi detektory jsou spektrofotometrické, fluorescencni,
refraktometrické a hmotnostni spektrometry?.

e Fotometrické detektory - patfi k nejpéznéjSim detektorlim. MéFi
absorbanci eluatu vychazejiciho z kolony. VyuZziva se ultrafialové
oblasti (UV) nebo viditelné (VIS). JednodusSSi detektory méfi
pomoci monochromatoru. DokonalejSi jsou schopny pomoci
diodového pole (Diode Array Detektor — DAD) proméfit absorpéni
spektrum v uréené oblasti vinovych délek a ulozit ho do paméti.
Rychle skenujici UV-VIS detektor je schopen snimat celé
absorpéni spektrum a porovnavat poméry absorbanci*.

e Fluorescencni detektory - jsou zalozeny na principu fluorescence
— schopnosti latek absorbovat ultrafialové zafeni a pak emitovat
zafeni o vySSi vinové délce, které se méfi fotonasobicem kolmo
na smér vstupujiciho zafeni. Jsou vysoce selektivni. Vhodné Ize
kombinovat s fotometrickymi detektory?.

o Refraktometrické detektory - méfi rozdily mezi indexem lomu
eluatu a Cisté mobilni faze. Nejsou pfili§ citlivé, ale jsou velmi
univerzalni. Pfi jejich pouziti je tfeba pfisné udrZovat konstantni

teplotu®.
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e Elektrochemické detektory - jsou zaloZeny na redoxnich zménach
analytd®.

e Hmotnostni spektrometr - detekce je zaloZzena na ionizaci molekul
analytu, separaci molekulovych a fragmentovych iontl na zakladé
rozdilného poméru hmotnosti a velikosti naboje a naslednou
finalni detekci. Je spojena separacni sila HPLC s detekcni silou

hmotnostni spektrometrie®.

3.4 Analyticky systém REMEDi HS

REMEDi HS je analyticky systém pro screening neznamych Ié€iv Sirokého
spektra farmakologickych skupin, navykovych latek a jejich metabolitu
v biologickém materialu. Materialem prvni volby je moc€. Sérové vzorky Ize také
méfit po pfedchozi upravé a filtraci pfi centrifugaci pfes specialni filtr.

REMEDIi HS vyuziva vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s pfipravou
a analyzou vzorku on-line. Prichod pfes nékolik chromatografickych kolon
zajisStuje vycCisténi vzorku, jeho extrakci a separaci. Separované latky jsou
detekovany multivinovym UV detektorem.

Analyticky systém lze pouzivat nejen pro identifikaci slozek ve vzorku, ale

i pro stanoveni vybranych latek ve zvlastnim kvantifikaénim rezimu.

3.4.1 Princip®

Po nastfiku je analyzovany vzorek purfovan a prochazi pres Ctyfi
chromatografické kolony. Prvni je purifikaéni kolona, kde dochazi k jeho
vyCisténi a zakoncentrovani analytd. Balastni latky typu proteint, soli
a minerall odchazeji do odpadu. VSechny analyty, které jsou eluovany mobilni
fazi, jsou unaseny do extrakéni kolony. Zde jsou zadrzeny endogenni organické
kyseliny, zatimco slabé kysela, neutralni a bazicka IéCiva zadrZena nejsou. Treti
kolonou v poradi je separacni kolona 1 s reverzni fazi, ktera separuje slabé
bazické latky. Ctvrta, separaéni kolona 2 déli bazické latky na zakladé iontové
vymény. VSechny separace probihaji izokraticky. Saturator mobilni faze je

kondicionacni kolonou, ktera je tfeba k zakoncentrovani mobilni faze.
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Pro spravny prubéh analyzy a jeji vyhodnoceni se pouzivaji vnitini
standardy. Vnitini standardy (IS1 a 1S2) sleduji pribéh chromatografického
rozdéleni na separacCnich kolonach. Jsou to specialné syntetizované latky, které
se klinicky nepouzivaji a mély by byt pfi kazdé analyze vzdy identifikovany.
Latka IS 1 je n-ethylnordiazepam, ktery monitoruje chromatografické chovani
vzorkl na separacni koloné 1 a tim kontroluje prvni ¢ast chromatogramu. Latka
IS 2 je chlorpheniramin, ktery vyhodnocuje déleni na separacni koloné 2 a tim
udava symetrii druhé casti chromatogramu.

Retenc¢ni ¢as IS 1 je vrozmezi 2,85 — 3,25 minut. Minimalni plocha piku je
230 000. Retenéni €as IS 2 je v rozmezi 8,85 — 10,55 minut. Minimalni plocha
piku je 200 000. Pokud nejsou vnitini standardy identifikovany v rozmezi IS 1

ani IS 2, chromatogram neni vyhodnocen, ani zadny jiny zakresleny pik .

3.4.2 Detekce®

Identifikace analytd je provadéna v pratokové kyveté multivinovym UV
detektorem spojenym s pocitaCovym programem. Skenujici detektor je
zabudovana konkavni holograficka mriZka, ktera se otaci desetkrat za sekundu.
Kazda rotace pfinasi kompletni spektrum UV absorbanci s pfesnosti vinove
délky 1 nm. Latka, ktera prochazi detektorem je snimana v UV oblasti
od 193 nm do 305 nm.

Spektra jednotlivych pikl jsou primérovana a ukladana pro dalSi zpracovani

dat po skonceni analyzy.

3.4.3 Identifikace pik(®

Analyticky systétm REMEDi HS automaticky Fidi sbirani, ulozeni
a zpracovani dat. Autorizovany program Peak ID identifikuje analyty pomoci
relativnich retenCnich €asl a porovnavanim spekter vzorku se spektry
ulozenymi v knihovné systému. Knihovna obsahuje okolo 900 latek vcetné
metabolitli. Parentnich latek je cca 300.

Z vysledkl retenénich Casu vnitfnich standardd a analytd jsou tabelovany
dva indexy relativnich retenénich €asid (RRT1, RRT2). RRT1 je index

absolutniho retencniho €asu konkrétni latky (RT) k absolutnimu retenénimu
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Casu vnitfniho standardu 1 (RT IS1) po odecCteni mrtvého Casu analyzy. RRT2

je index absolutniho retencniho C€asu konkrétni latky (RT) k absolutnimu

retenénimu Casu vnitfniho standardu 2 (RT IS2) po odecteni mrtvého Casu

analyzy. Mrtvy Cas analyzy je 1,28 minut.

Identifikace se sklada z péti zakladnich krokd, které nasleduji ve sledu

po sobé:

Nejprve je ovéfovana pfitomnost vnitfnich standardu.

Jestlize jsou oba pfitomny, proces vyhodnoceni pokracuje.
Jestlize jeden standard chybi, objevi se upozornéni v pracovnim
protokolu a proces vyhodnoceni pokracuje dale.

Jestlize neni nalezen ani jeden standard, analyza neni
vyhodnocena.

Dale je provadéno vyhledavani, porovnavani indexd relativnich
retenCnich ¢ast (RRT1, RRT2) a primarnich hodnot vinové délky
piku ve spektru (L-Max). Pro mnoho analytd neni nutna hodnota
maximalni absorbance. L-Max je urCovana strukturou analytu
(napf. pfitomnosti nebo absenci fenolické skupiny). Neznamy
analyt je srovnavan s kazdym zaznamem v knihovné. Je
vypocitavan faktor podobnosti (SF). V8echny knihovni zaznamy
hodnot RRT, L-Max a SF, které se shoduji s neznamym analytem
tvofi rozsah volby moznych kandidatu.

Probiha zpétny vybér dalSim porovnavanim hodnot sekundarnich
L-Max a hodnot druhé derivace absorpéniho spektra (2Dl —
matematické znazornéni spektra ukazujici vzristy nebo poklesy
absorbance). Kandidati, ktefi projdou timto vybérem zlstavaji
na seznamu moznych identifikovanych analytu.

Program Peak ID vyuzZiva smérnic kfivky absorpéniho spektra
latky.

Jsou vypocitavany poméry smeérnic kfivky absorpéniho spektra
latky pro neznamy analyt (Ratio 1, Ratio 2, Ratio 3), které jsou
srovnavany s kazdym zbylym kandidatem. Zlstava zakladni vybér
pfijatelnych kandidatd, u nichz je pozadovano splnéni vSech

kriterii vybéru.
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Pokud zlstal pouze jeden kandidat, identifikace je kompletni. Jestlize jsou
vybrani dva nebo tfi , program Peak ID bude pfedevsim urovat, ktery kandidat
ma lepSi, nizSi SF vuci ostatnim. V pfipadé, kdy nemulze byt vybran zadny
kandidat, systém pokracuje v dalSim uzce specifikujicim postupu vybéru.

Po skonCeni procesu jsou vysledna data vytiSténa ve formé seznamu
identifikovanych analytd (DRUGS IDENTIFIED). Analyza i jeji vyhodnoceni je
kompletni béhem 20 minut.
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4. Experimentalni ¢ast
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4.1 Popis pristroje a prislusenstvi

Rutinni provoz analytického systému REMEDi HS je pro uzivatele
jednoduchy a snadny, ackoliv Ize zachytit stovky analytd. Systém ma plné
automatizovany diagnosticky rutinni provoz.

Obsluha pouze napiSe specifikaci vzorku a navoli startovni podminky
(pozice vzorkl) v menu Organize Run v tabulce Set Up Runs. Pfistroj se uvadi
do chodu kliknutim na pfikaz START v levém rohu obrazovky.

Pfed kazdym nastfikem vzorku na kolony dochazi k ovéfeni, zZe pfistroj je
schopen provést analyzu dle standardniho operacniho postupu. Jedna se
o aktualni atest, ktery zajiStuje, ze pumpy, ventily, detektor a kolony jsou
v fadném chodu a systém je pfipraven k méfeni. Rutinné probiha prezkouseni
kapacity paméti, tlaku na pumpach, kontrola teploty, hladin roztoki
v reagenciich a v odpadnich nadobach, Cisla nastfiku.

Pokud se objevi néjaky problém, je vytvofena hlaska, ktera je zaznamenana
do deniku. Tyto hlasky pomahaji operatorovi k odhaleni a odstranéni pfipadné
chyby nebo zavady. Pokud je vsystému detekovana néjaka zavazna
mechanicka nebo funkéni chyba, ktera by branila ve spravné Cinnosti pfistroje,
analyza je zastavena, az do doby, dokud problém neni ur€en a odstranén. Tato
funkce neanalyzovani vzorku zabranuje plytvanim €asu a reagenciemi, kdyz
pristroj neni schopen zajistit a vydavat spravna data.

Systém také tvofi hlasky jako pfipominky k provedeni pravidelné udrzby,

napf. doplnéni reagencii, vyliti odpadu ¢i vyméné kolon.
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Obr. €.1: Analyticky systém REMEDi HS

Obr. €.2: Analyticky systém REMEDIi HS — uloZeni reagencii a kolon
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4.1.1 Zakladni parametry pfistroje®

REMEDI HS Drug Profiling System, firma Bio-Rad Laboratories, USA
Pumpy: 2 identické pumpy (A, B) stejného typu se safirovym pistem,
minimalizujici pulsaci
Pracovni tlak: 2000 psi (13,79 MPa)
Horni limit tlaku: 4000 psi (27,58 MPa)
Pratok: 0,1 — 5,0 ml/min (pumpa A)
0,1 — 2,0 ml/min (pumpa B)
Detektor: rozmezi vinové délky 193 — 305 nm
Objem pratokové kyvety: 16 ul
Autosampler: kapacita 50 vzorku
Objem nastfiku: 1000 pl + 10 pl
Rychlost nastfiku: 2,0 ml/min

Doba nastfiku: méné nez 120 sekund

4.1.2 PrisluSenstvi

Chromatografické kolony, reagencie, vnitfni standardy a kontrola jsou

chranény patentem firmy Bio-Rad, tudiz nelze specifikovat jejich pfesné slozeni.

4.1.2.1 Chromatografické kolony

e Purifikacni kolona — polymerni hydrofobni kolona, obsahuje
divinylbenzenovou pryskyfici, 3.2 1.D. x 20 mm. Kapacita méfeni je 125
analyz. Uchovava se pii 15-30 °C.

e Extracni kolona —polymerni aniont iontové vyménna kolona (anex),
obsahuje divinylbenzenovou pryskyfici a kationt, 4.6 I.D. x 20 mm.
Kapacita méreni je 250 analyz. Uchovava se pfi 15-30 °C.

e Separaéni kolona 1 — kolona s reverzni fazi (Cg), 3.2 I1.D. x 35 mm.
Kapacita méreni je 250 analyz. Uchovava se pfi 15-30 °C.

e Separacni kolona 2 — silikagelova kolona. 4.6 1.D. x 160 mm. Kapacita

méreni je 250 analyz. Uchovava se pfi 15-30 °C.
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e Saturator mobilni faze a filtr — silikagelova iontové vyménna kolona
aktivovana urc€itym podilem vody, 4.6 I.D. x 235 mm. Kapacita méfeni je

250 analyz. Uchovava se pfi 15-30 °C.

Obr. &.3: Detail temperovaného prostoru s extrakéni, separaéni 1 a separacni 2

kolonou

4.1.2.2 Reagencie

e Exchange Buffer — 1 lahev obsahuje 940 ml boratového roztoku s méné
nez 2% isopropylalkoholu, pH 6,3. Uchovava se pfi 15-30 °C.

e Transfer Buffer — 1 lahev obsahuje 940 ml roztoku pentasulfonové
kyseliny s méné nez 20% ethylalkoholu a méné nez 2% kyseliny octové.
Uchovava se pfi 15-30 °C.

e Wash Reagent — 1 lahev obsahuje 940 ml roztoku methanolu a ethanolu.
Je toxicky a vysoce hoflavy. Uchovava se pfi 15-30 °C.

e Application Buffer — 1 lahev obsahuje 2,5 | boratového pufru, pH 7,7.
Uchovava se pfi 15-30 °C.

e Mobilni faze — 1 lahev obsahuje 3,8 | fosfatového pufru s méné nez 40%

acetonitrilu. Uchovava se pfi 15-30 °C.
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4.1.2.3 Vnitfni standardy, kontrola

e Redici roztok pro vnitfni standardy pro mo¢ (Internal Standard Diluent —
Urine) — 1 lahvicka obsahuje 75 ml acetatového pufru. Uchovava se
pFi 15-30 °C.

e Redici roztok pro vnitini standardy pro sérum (Internal Standard Diluent
— Serum) — 1 lahvi¢ka obsahuje 75 ml roztoku methanolu a acetatového
pufru. Uchovava se pfi 15-30 °C.

e Check Mix - lyofilizovana lidska moc¢, obsahuje diazepam, amphetamin,
imipramin, morphin a hydrocodon. Uchovava se pfi 2-8 °C.

e Internal Standard Combination - 1 lahvi¢ka obsahuje
n-ethylnordiazepam (IS 1) a chlorpheniramin (IS 2). Po rozpusténi jeji

objem ¢&ini 10 ml. Uchovava se pfi 2-8 °C.

4.1.2.4 Mikrozkumavky

e Mikrozkumavky — polypropylenové vialky, objem 2 ml.
e Mikrozkumavky s filtrem 0,2 ym

¢ Vicka na mikrozkumavky

4.2 Priprava pred analyzou

4.2.1 Priprava vnitfnich standardd

Podle méfeného biologického materialu jsem pouzivala vnitini standardy
pro mo¢. Do lahvi¢ky Internal Standard Combitation jsem pfidala 1,5 ml Wash
Reagent (promyvaciho roztoku). Zamichala a nechala stat 10 minut. Pak jsem
pfidala 9,5 ml Internal Standard Diluent — Urine pro méfeni vzorki moce.
Nechala stat 1 - 2 minuty, pak jsem jemné michala 30 minut na michacce.

Rozpusténé vnitini standardy jsou stalé 30 dnG uchovavané pfi teploté 2 - 8 °C.
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4.2.2 Pfiprava Check Mix

Check Mix je kontrolni vzorek, ktery obsahuje rGzné slozky s ruznymi
retenCnimi Casy. Jeho analyza a nasledné vyhodnoceni nam urcCuje kvalitu
chromatografickych kolon. Kontrolujeme spravnost retenénich ¢asu, ale i plochu
piku pFislusnych latek. Po Ctyficeti nastficich pfistroj automaticky vyZaduje tento
kontrolni vzorek.

Lahvi¢ku lyofilizované moce Check Mix jsem rozpustila v 10 ml destilované
vody. Nechala stat 1 - 2 minuty. Pak jsem jemné michala 5 minut na tfepacce.
Rozpustény Check Mix je staly 30 dnl uchovavany pfi teploté 2 — 8 °C.

Pfed analyzou jsem odpipetovala 1 ml rozpusténého Check Mix
do umélohmotné vialky, pfidala jsem 0,2 ml roztoku vnitfnich standardd pro mo¢&
a dukladné promichala. Centrifugovala jsem 5 minut pfi 8000 g. Po centrifugaci
jsem vlozila otevienou vialku do autosampleru a v tabulce Set Up Runs jsem
navolila pozici a specifikaci vzorku Check Mix. Poté jsem spustila analyzu
pfikazem START.

Tabulka udava vyhodnoceni identifikovanych latek.

Identifikovana Minimalni plocha Retencni Cas Koncentrace
latka: piku: (min.): (Mg/ml):

Cofein 1,45-1,55

Diazepam 150 000 2,31-2,77 1,50
Amphetamin 187 000 3,98 - 5,09 2,20
Imipramin 150 000 5,58 -7,85 2,00
Morphin 87 500 6,29 - 8,71 2,00
Hydrocodon 60 000 9,55 - 13,45 2,00

4.2.3 Pfiprava smésné moce

Vybrala jsem vzorky moci od 20 pacientu, jejichz toxikologicky nalez byl

negativni. Z téchto vzorkld jsem pfipravila smésnou mo¢, kterou jsem naredila
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destilovanou vodou v poméru 1 : 3. Tuto nafedénou mo€ jsem zanalyzovala

pro ujisténi, Ze vzorek neobsahuje nezadouci latky, ale pouze biomatrici.

4.2.4 Navazeni vybranych latek

Pro kvantifikaci jsem vybrala tyto latky:
e Codein, N-desmethyl, (hydrochlorid, trihydrat), C17H19NO3 . HCI . 3 H,0,
M = 375,8 g/mol; Sigma
e Morphin 6-acetat (MAM) (hydrochlorid), C;9H2;NO4 . HCI, M = 363,8
g/mol; Sigma
e Fenfluramin (hydrochlorid), C12H16F3N . HCI, M = 267,7 g/mol; Sigma
Navazila jsem vzdy 1 mg kazdé z uvedenych latek, rozpustila v 1 ml methanolu
adoplnila do objemu 10 ml. Tyto tfi zasobni roztoky jsem pouzivala
pro nafedéni vzorkl smésné moce obsahujici vSechny uvedené slouceniny

v riznych koncentracich (viz tabulky — vysledky).

4.2.5 Pfiprava vzorku — moce

Vzorky jednotlivych koncentraci smésné mocCe svySe uvedenymi
slou€eninami jsem prevedla do specialnich vialek s filtrem. Centrifugovala jsem
5 minut pfi 3000 g. Odpipetovala jsem 1 ml pfefiltrované moce do umélohmotné
mikrozkumavky. Pfidala jsem 0,2 ml roztoku vnitfnich standardi pro moc&. Opét
jsem centrifugovala 5 minut pfi 8000 g. Po centrifugaci jsem vlozila oteviené

mikrozkumavky do autosampleru.

4.3 Vlastni méreni

4.3.1 Kalibrace

Analyticky systém REMEDi HS je rutinné pouzivan v rezimu kvalitativniho
vyhodnocovani analyz. Pro kvantitativni analyzy je tfeba nejprve definovat
nazev stanoveni, kalibrator a ostatni potfebné udaje v pfislusné tabulce

kvantitativnich metod. V menu Options, Method Setup jsem navolila
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Quantitative Method, Edit. Nazev jsem zvolila OPIAT1. V knihovnim seznamu
vSech analytd jsem vyhledala zvolené latky a zadala jejich koncentrace.
Prikazem Include byly tyto analyty zahrnuty do kalibraCniho procesu
i nasledného kvantitavniho méfeni.

Pfiprava vzorku pro kalibraci je stejna jako pro rutinni méfeni. V menu
Organize Run v tabulce Set Up Runs jsem navolila specifikaci kalibratoru.
Nazev metody byl pfepsan na OPIAT1.QNT. Pfivlastek QNT znadi, Ze pfistroj
bude méfit vrezimu kvantitativnino vyhodnocovani. Analyzu jsem spustila
pfikazem START.

Po zmérfeni kalibratoru pfistroj vykalkuloval pro kazdy analyt fixni faktor,

kterym byly pfepocitavany koncentrace dalSich namérenych vzorkad.

4.3.2 Méreni vzorku

VSechny vzorky jsem méfila po navoleni pfisluSné pozice a specifikace
vmenu Organize Run vtabulce Set Up Runs a po zvoleni metody
OPIAT1.QNT.

Vytistény pracovni protokol obsahoval seznam identifikovanych analytt

a namérené koncentrace jednotlivych slozek smésné moce.
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5. Vysledky
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Tabulka ¢€.1: Vysledky méfeni — Codein, N-desmethyl

Cilova
koncentrace Mérené koncentrace (ng/ml)
(ng/ml)
24,75 X X X X
49,5 49,1 46,6 50,7 X
99 1144 98,2 98,4 93,5
198 186,1 176,9 205,6 186,5
490 509,4 457,3 482,5 X
588 532,7 557,5 572,5 X
784 770,7 748,8 759,2 X
980 949,8 953,5 975,4 X
Pramér « . Variaéni
méFeny?h S:)n;crﬁ;akt:a koeficient Recz((;o\;ery Pocet méreni
vzorku (%)
48,80 1,69 3,46 98,59 3
101,13 7,91 7,82 102,15 4
188,78 10,45 5,53 95,34 4
483,07 21,27 4,40 98,59 3
554,23 16,41 2,96 94,26 3
759,57 8,94 1,18 96,88 3
959,57 11,30 1,18 97,91 3
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Tabulka ¢€.2: Vysledky méfeni — Morphin 6-acetat

Cilova
koncentrace Mérené koncentrace (ng/ml)

(ng/ml)

49,75 X X X X

99,5 118,5 93,0 99,9 X

199 205,2 184,3 200,1 210,6
495 509,8 481,5 460,2 X

594 582,2 574,6 563,4 X

792 767,6 785,4 747,6 X

990 990,6 938,4 975,8 X
Primér + . Variaéni

o Smérodatna e Recovery - vy .

mérenych odehvika koeficient (%) Pocet méreni

vzorku y (%)

103,80 10,77 10,38 104,32 3
200,05 9,82 4,91 100,53 4
483,83 20,32 4,20 97,74 3
573,40 7,72 1,35 96,53 3
766,87 15,44 2,01 96,83 3
968,27 21,97 2,27 97,80 3
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Tabulka €.3: Vysledky méfeni — Fenfluramin

Cilova
koncentrace Mérené koncentrace (ng/ml)
(ng/ml)
197 X X X
485,2 458,1 476,2 465,9
582,2 567,6 573,4 549,2
776,2 726,2 755,4 738,6
970,3 964,1 935,3 941,9
Primér + . Variaéni
o Smérodatna . Recovery - vy .
mérenych odehvika koeficient (%) Pocet méreni
vzorku y (%)
466,73 7,41 1,59 96,20 3
563,40 10,32 1,83 96,77 3
740,07 11,97 1,62 95,34 3
947,10 12,32 1,30 97,61 3
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Tabulka €.4: Vypocitané vysledky méfeni — primérné hodnoty

o v Smérodatnych Variac¢nich ex .

Primery: odchylek koeficientl Vytéznosti
Codeine, N-desmethyl 11,14 3,79 97,67
Morphin 6-acetat 14,34 4,19 98,96
Fenfluramin 10,50 1,58 96,48

)Cp: "
sp= |5 )
(n-1)
CV=S—D*100 [%]
X
p
X
R=—2%*100 [%]
C

ref

Xp.....aritmeticky pramér
Xi.....nameérfena koncentrace
Cref.....Cilova koncentrace
n.....pocet méreni
SD.....smérodatna odchylka
CV.....variatni koeficient

R.....vytéZnost (recovery)
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Obr.¢.1: Ukazka pracovniho protokolu
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Obr.¢.2: Porovnani absorpCniho spektra morphinu 6-acetat s knihovnim
spektrem
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Obr.€.3: Porovnani absorpéniho spektra codeinu, N-desmethyl s knihovnim
spektrem
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Obr.¢.4: Porovnani absorpcniho spektra fenfluraminu s knihovnim spektrem
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Analyticky systétm REMEDi HS je rutinné pouzivan k toxikologickému
screeningu jiz nékolik rokd na useku toxikologie Ustavu klinické biochemie
a diagnostiky LF a FN v Hradci Kralové. Na tomto useku jsem fadu let
s pfistrojem pracovala, proto nebylo tfeba se seznamovat s jeho
zakladnim provozem, ktery jsem dobfe znala. Systém je nastaven
v kvalitativnim rezimu, ktery je vyuzivan po celych dvacetctyfi hodin denné
pro klinické ucely. Kvantitativni analyzy jsem provadéla ve specialnim
nastaveni, které bylo pro mé novym poznatkem a které jsem se naucila
pouZzivat.

Ackoliv neni mozné pracovat s kalibraci ve smyslu spravné laboratorni
praxe, vysledky splnily nasSe ocCekavani. Programové vybaveni umoziuje
kalibraci pouze jednou vybranou koncentraci latky, kdy je stanoven fixni faktor,
pomoci kterého jsou vzorky prepocitavany na koncentrace. Pro srovnani byly
provedeny kalibrace ve dvou koncentraCnich hladinach, kdy bylo zjisténo, Ze
hodnota fixniho faktoru se zménila minimalné.

Vzhledem k tomu, Ze je analyticky systém vyuzivan pro klinické potreby,
vzorky byly méfeny v prabéhu dvou mésicu, €imz byla testovana i Zivotnost
kolon, ktera je definovana pocétem nastfikl. Tento udaj je vSak relativni, protoze
v okamziku zhorSené separace, ktera se projevi asymetrii pikl, chvostovanim,
anebo v dusledku znedisténi kolon balasty dojde k vysokému tlaku na jedné &i
vice kolonach. V tomto pfipadé je tfeba provést purifikaci nebo vyménu
inkriminované kolony.

Navzdory vySe uvedenym podminkach vytéznost dopadla uspokojivé.
Hodnoty se pohybovaly mezi 94 — 104%. Pramérna vytéZznost pro codein,
N-desmethyl byla 97,67%, pro morphin 6-acetat byla 98,96% a pro fenfluramin
96,48%. Hodnoty smérodatnych odchylek byly lepSi v nizSich koncentracich.
Zvysujici se koncentrace koreluji v jisté mife s hodnotami smérodatné odchylky,
coz je dano symetrii piku a delSim ¢asem eluce latky z kolony. Pro codein,
N-desmethyl se hodnoty smérodatné odchylky pohybovaly v rozmezi
2 - 20 ng/ml, primérna hodnota byla 11,14 ng/ml. Pro morphin 6-acetat se
hodnoty smérodatné odchylky pohybovaly v rozmezi 7 — 21 ng/ml, primérna
hodnota byla 14,34 ng/ml. Pro fenfluramin se hodnoty smérodatné odchylky
pohybovaly vrozmezi 7 — 12 ng/ml, primérna hodnota byla 10,50 ng/ml.

Primérna hodnota variaCnich koeficientd pro codein, N-desmethyl byla 3,79%,
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v v,

100 ng/ml a pro fenfluramin 500 ng/ml.

Z dnesniho pohledu nejsou plné vyuzity vnitfni standardy pro kvantitativni
hodnoceni. Systém nebere v Uvahu jejich vytéZznost pfi konkrétni analyze, tudiz
nebere v potaz stav separacnich kolon, kdy ke konci jejich Zivotnosti se méni
i plocha pikd separovanych vnitfnich standardl. Je kalkulovano pouze s jejich
retenCnimi Casy v hodnoceni kvality analyzy. Pfesto se da méfeni koncentraci
analytickym systéemem REMEDi HS chapat jako velmi dobra semikvantitativni
analyza.

VSechny vysledky byly naméfeny v moci. Z davodu pfitomnosti primérné
biomatrice byla smésna moc€ pfipravena z vybéru dvaceti pacientl, ktefi méli
negativni toxikologicky nalez. Mo€ se nejvice vyuziva pro odhad miry intoxikace
ve srovnani s klinickymi vysledky. Tento biologicky material je také nejsnaze
dostupny v relativné dostateCném mnozstvi. Jsem si védoma, Ze mérfeni
kvantity v séru by bylo analyticky zajimavéjsi, avSak z ekonomickych aspektu
byla zvolena pouze moc. Lze oCekavat, Ze méfeni v séru by pfineslo podobné
vysledky, pouze by doSlo ke zméné biomatrice. V séru musi byt nejprve
odstranény bilkoviny. | pfesto dochazi k zanaseni analytickych kolon a hrozi
jejich kratsi Zivotnost.

Pfi méfeni kvantity analyticky systtm REMEDi HS umoznuje identifikaci
i ostatnich separovanych analyt, i kdyz nebyla provedena jejich kalibrace
a nemaiji fixni prepocitavaci faktor. Analyty nejsou tedy kvantifikovany, jsou
vSak vytistény v pracovnim protokolu v seznamu identifikovanych latek. Tim |ze
spojit méfeni kvantity i kvality v jedné analyze. Odhad odpadd analytl v moci by
mohl velmi dobfe slouzit klinikim k monitorovani intoxikace. Problémem vSak
zustava dostupnost standardl potiebnych ke kalibracim, zvlasté v oblasti
navykovych latek.

Analyticky systém REMEDi HS je unikatni a v kategorii rychlého
toxikologického screeningu je nenahraditelny. Po Iéta je uZivany pFfedevSim
v zemich zapadni Evropy, v nasi republice je ojedinély. Je Skoda, Ze jeho
komercni produkce konci, avSak bude pravdépodobné nahrazen systémem

s vys8i specifickou detekci typu hmotnostni spektrometrie.
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Byla provedena kalibrace tfech vybranych slou€enin v rezimu méfeni
kvantity analytického systému REMEDi HS.

Byly zméfeny vzorky moce, které obsahovaly tyto tfi vybrané latky v osmi
riznych hladinach koncentraci.

Z vysledku Ize vyhodnotit, Ze analyticky systém REMEDi HS by mohl velmi
dobfe slouzit pro semikvantitativni analyzy, i kdyz jeho hlavni tézisté v klinické
laboratofi je v rychlém toxikologickém screeningu farmakologicky vyznamnych

a navykovych latek.
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