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Abstrakt

Amfetamin stimulujici latky (ATSs) ptedstavuji Sirokou skupinu farmakologicky
a toxikologicky ucinnych latek, které maji spolecny zaklad ve fenylethylaminové
struktufe. Kromé& omezeného farmakologického wvyuziti jsou diky svym
psychostimulacnim ucinkiim primarné zneuzivany jako rekreacni drogy. V soucasnosti
predstavuji druhou nejvétsi skupinu nelegalné uzivanych drog na svété. Mezi hlavni
predstavitele této skupiny fadime amfetamin (AMF, speed), metamfetamin (MAMF,
pervitin) a 3,4-methylendioxy-N-metamfetamin (MDMA, extaze). Rovnéz sem mtzeme
zatadit i syntetické katinony, které zaroven patii do skupiny novych psychoaktivnich
latek (NPS), jez jsou primarné syntetizovany za ucelem obejit zakon, protoze ¢asto nejsou
uvedeny v seznamu zakdzanych latek. VSechny tyto slouceniny maji relativné nizkou
molekulovou hmotnost a slab¢ bazicky charakter, coz jim umoznuje Sirokou distribuci do
tkani a biologickych tekutin, a to véetné placenty plodu i matefského mléka. Z téchto
davodu je v relevantnich ptipadech nutné zjistit, zda neni novorozenec exponovan témito
latkami, k ¢emuz mize mimo jiné slouzit i analyza matetského mléka (MM). Vzhledem
k tomu, ze MM je velmi komplexni a variabilni matrice obsahujici velké mnozstvi
interferujicich latek, je pfed vlastni analyzou potieba uprava vzorkl. V souvislosti
sur¢itymi nevyhodami konvenénich metod pro upravu vzorkii je v poslednich
desetiletich vyznamnym trendem jejich miniaturizace. Cilem této prace bylo vyvinout
mikroextrakéni metody pro izolaci amfetaminii a vybranych katinon z matetského
mléka. Zamétili jsme se na mikroextrakéni metody odvozené od extrakce z kapaliny do
kapaliny, ato elektromembranovou extrakci (EME) a paralelni mikroextrakci pomoci
kapalnych membran (PALME =z anglického ,parallel artificial liquid membrane
extraction®). Tyto metody byly pro extrakci téchto latek z MM testovany viibec poprvé.
Pro analyzu extrahovanych vzorkl byla pouzita metoda UHPLC-MS/MS s ionizaci
elektrosprejem v pozitivnim moédu, pro separaci byla pouZita kolona Luna Omega Polar
a optimdalni separace bylo dosaZeno s mobilni fazi tvofenou smési A 0,1% kyseliny
mraven¢i a B acetonitrilu v gradientovéem modu. U obou extrakénich metod byl
optimalizovéan vybér SLM, slozeni donorové i akceptorové faze a délka extrakce. U EME
byla navic optimalizovdna i1 vhodna velikost vloZeného napéti. Extrakéni metody
nasledované UHPLC-MS/MS byly tspesné validovany a pouzity pro analyzu 6 redlnych

vzorku.



Abstract

Amphetamine-type stimulants (ATSs) refer to a group of pharmacological and
toxicological agents that have a common phenethylamine structural backbone. In addition
to their limited pharmacological use, they are primarily abused as recreational drugs due
to their psychostimulant effects. They currently represent the second largest group of
illicit used drugs in the world. the second largest group of illicit used drugs in the world.
The main representatives of this group include amphetamine (AMF, speed),
methamphetamine (MAMEF, pervitin) or 3,4-methylenedioxy-N-methamphetamine
(MDMA, ecstasy). This ATSs also includes synthetic cathinones, which belong to the
group of new psychoactive substances (NPS), which are primarily synthesized in order
to circumvent the law, because they are often not included in the list of prohibited drugs.
All of these compounds are low molecular weak bases which are widely distributed to
tissues and biological fluids, including placenta and breast milk. For these reasons, it is
necessary to determine exposure of newborn by these substances, in relevant cases. One
of the way to detect this exposure is an analysis of breast milk (MM). Due to the fact that
MM is a very complex and variable matrix which contain a large amount of fat and
proteins, the pretreatment of the sample is necessary before the analysis. Due to some
disadvantages of conventional sample pretreatment techniques, their miniaturization has
been a significant trend in recent decades. The aim of this work was to develop
microextraction techniques for the isolation of the amphetamines and selected cathinones
from breast milk. We focused on microextraction techniques with basis in liquid-liquid
extraction, namely electromembrane extraction (EME) and parallel artificial liquid
membrane extraction (PALME). These techniques were applied for the isolation of ATSs
from MM for the first time. UHPLC-MS/MS with electrospray ionization in positive
mode was used for analysis of target analytes.For the separation was used a Luna Omega
Polar column and mobile phase consisted from mixture of 0.1% formic acid (A) and
acetonitrile (B) in gradient mode. For both microextraction techniques, the following
parameters were optimized: organic solvents for SLM, composition and pH of donor and
acceptor phases and extraction time. In addition, the electrical potential was optimized
for EME. Extraction techniques followed by UHPLC-MS/MS were successfully

validated and used for analysis of 6 real samples.
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1 Uvod

Matetské mléko (MM) predstavuji vysoce komplexni variabilni biologickou
tekutinu, kterd obsahuje velké mnozstvi proteint, lipidd, sacharidii, vitaminii, mineralt
a dalSich latek pro tvorbu imunity novorozence. WHO doporucuje vyluéné kojeni po
dobu prvnich 6 mésici od narozeni [1]. Kojeni je spojeno se zna¢nymi zdravotnimi
benefity pro dité¢ i matku, avSak sloZzeni daného MM mimo jiné€ zavisi i na stravé matky.
Mnoho substanci véetné¢ 1€Civ 1 nelegaln€ uzivanych latek maze byt vylu¢ovano do MM,
coz muize znamenat znac¢né riziko pro kojence [2]. Obecné jsou ve vysoké mife do MM
extrahovany latky s nizkou vazebnosti na plazmatické bilkoviny, s nizkou molekulovou
hmotnosti, vysokou lipofilitou a nizkou hodnotou pH [2]. Mezi tyto latky patii mimo jiné
1 amfetaminy a jim strukturdlné podobné latky (syntetické katinony), které mohou
u kojence zptusobovat poruchy chovani, a dokonce byla zaznamenana i jeho smrt po
expozici metamfetaminem [3].

Vzhledem k tomu, Ze jsou amfetaminové slouceniny (ATS) v poslednich letech
fazeny mezi druhé nejuzivanéjs$i nelegélni latky na svété [4], je nutno v relevantnich
ptipadech provést jejich detekci pro zjisténi expozice téchto latek novorozenci, k cemuz
muze byt mimo jiné vyuzita i analyza matetského mléka, jehoz odbér je jednoduchy
a neinvazivni [5]. Extrakce latek z této matrice pfedstavuje analytickou vyzvu z divodu
vysokého obsahu lipidii a proteinti a variabilniho slozeni v pribéhu laktace [2].

Pro upravu vzorki je mozné pouzit béZné konvencni techniky, jako proteinovou
precipitaci (PP) ¢i extrakei na tuhou fazi (SPE), pficemz pro extrakci amfetaminti z MM
se osvédcila extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) [1, 6].

Vzhledem k urcitym nevyhoddm téchto metod jsou pro jejich zjednoduSeni
1 zlepSeni ekologického aspektu vyvijeny jejich miniaturizované verze [2]. Pro izolaci
slou¢enin z MM bylo v minulosti pouZito n€kolik mikroextrakénich technik, pficemz
dominuje disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny (DLLME) a mikroextrakce na
tuhou fazi (SPME). Podle naSich nejlepSich znalosti nebyla dosud mikroextrakce
amfetamini z matefského mléka publikovéna. Pro izolaci dalSich nelegélnich latek, jako
napft. kokain a jeho metabolity z MM byla pouZita technika mikroextrakce z kapaliny do
kapaliny za pomoci dutého vlakna (HF-LPME) [2]. Tato technika byla dale
modifikovana na komerc¢né dostupny 96-jamkovy format (PALME), jenZ umoziiuje
vysokou propustnost laboratofi a jeho rutinni uziti. Tato multiformatova technika byla

mimo jiné pouZita i pro extrakci novych psychoaktivnich latek vcetné néckolika
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amfetaminovych derivatii a syntetickych katinonli z plazmy a plné krve [7]. Dalsi
alternativni mikroextrakéni technikou je elektromembranova extrakce, ktera rovnéz
predstavuje modifikaci klasické HF-LPME metody, ale jeji princip zalozeny na vloZzeném
elektrickém poli je zcela odlisny od HF-LPME ¢i PALME (pasivni difuze). Touto
technikou byly mimo jiné izolovany amfetaminy z plazmy a byly zde zaznamenany
vyborné vytéznosti [8].

V této studii byly pro izolaci amfetamint a vybranych katinonti z matetského mléka
optimalizovany dvé mikroextrak¢ni metody, PALME a EME v 96-jamkovém formatu.
Obé metody nasledované UHPLC-MS/MS metodou byly validovany a aplikovany na

analyzu 6 redlnych vzorkit MM.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Psychostimulaéni latky

Amfetaminy nebo také amfetamin stimulujici latky (ATSs) tvoii Sirokou skupinu
farmakologicky a toxikologicky ucinnych latek, které maji spole¢ny zaklad ve
fenylethylaminové struktufe. Mezi jejich typické ucinky patii vazokonstrikce, anorexie,
stimulace centralniho nervového systému (CNS) a/nebo halucinace. Jsou ziskavany
chemickou syntézou a tadi se mezi tzv. sympatomimetické aminy. ATSs maji své
terapeutické vyuziti, ale ¢astéji byvaji zneuzivany jako rekreacni drogy. Po marihuané
jsou tyto stimula¢ni latky druhou nejvétsi skupinou nelegalné uzivanych drog na svété
[9]. Mezi hlavni ptedstavitele této skupiny patii amfetamin (speed, AMF), metamfetamin
(pervitin, MAMF) a 3,4-methylendioxy-N-metamfetamin (extaze, MDMA) [10, 11, 7,
12].

S cilem obejit zdkony a predpisy se na trhu nelegalnich latek objevuji analogy
tradi¢nich drog, které nejsou uvedeny v seznamu zakazanych latek, a jsou tedy ,,legalni®.
Tyto latky jsou oznacovany jako tzv. nové psychoaktivni latky (NPS). Piikladem NPS
jsou syntetické katinony, které vzhledem ke své struktufe mohou byt fazeny také do
skupiny ATSs [7, 13, 14, 15]. Evropské monitorovaci centrum pro drogy a drogovou
zavislost (EMCDDA) ve své zpravé za rok 2019 uvadi, ze syntetické katinony tvofi
druhou nejvétsi skupinu novych psychoaktivnich latek [14]. Nejcastéji jsou prodadvany na
internetu pod nazvy jako koupelové soli, vonné tyCinky, rostlinna strava ¢i vyzkumné

latky [16].

2.1.1 Chemicka struktura ATSs

Jak je jiZ zminéno vySe, struktura amfetaminovych sloucenin je odvozena od
fenylethylaminu. Strukturdln€ jsou si podobné s katecholaminovymi neurotransmitery
(adrenalin, noradrenalin, dopamin). Od téchto neurotransmiterd se 1i§i absenci

aromatickych hyroxylovych skupin viz Obrazek 1 [17, 18].
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HO NH, OH oH
@A/ HO NH;, HO N._
HO
HO HO

Dopamin Noradrenalin Adrenalin

H
mNHQ mNH\ <O:©ATN\
o]
Amfetamin (AMF) Metamfetamin (MAMF) 3,4-methylendioxy-N

log P 1,76 pKa 9,9 log P 2,07 pKa 9,9 metamfetamin (MDMA)
log P 2,15 pKa 9,9

Obrazek 1: Chemické struktury neurotransmiteri a amfetamini s vybranymi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi.

Jsou to nizkomolekularni, lipofilni, slabé bazické slouc¢eniny s hodnotou pKa 9,9
[17]. Casto se vyskytuji v podobé soli (nejéastéji hydrochlorid &i sulfat) [17].
Amfetaminy jsou chiralni latky a jednotlivé enantiomery se obvykle li§i v intenzité
ucinku. Naptf. v piipadé MAMF jsou oba enantiomery agonisty CNS, nicméné
L-metamfetamin ma podstatné slabsi a kratsi ucinek ve srovnani s D-metamfetaminem
(cca 10 % ucinkl). Dokonce ve Spojenych statech miizeme L-enantiomer nalézt ve volné
prodejnych nazalnich dekongestantech (napt. Vicks Vapolnhlaer™) [17, 19, 20].
Strukturalni zéklad syntetickych katinonli tvoii monoaminovy alkaloid katinon,
ktery je nositel psychotropniho u¢inku a je obsazeny ve stalozelené rostliné Catha edulis
[11]. Jsou to beta-keto fenylethylaminy, které jsou strukturadlné¢ podobné amfetaminiim

a katecholamintim [13, 21, 18], viz Obrazek 2.

°o o o) O ¢ "
2 ~ o N N N
ot ot ot oy O

Katinon Mefedron (MEPH) Methylone (METH) 3,4-methylendioxypyrovaleron Flefedron (4-FMC)
log P 2,15 pKa 7,4 log P 1,91 pKa 7,7 (MDPV) log P 3,97 pKa 8,4

(o}

o] H (e} H (o] [e]
Oj@)K(N\/ oml\l\ CI\©)H/NH\ ©)\<\IH\ mNHJ
o] (o)

Ethylon Butylon (BUT) 3-CMC Bufedron 4-MEC
o} o o o o™\
! H\ o H\ ! NO ' NQ ~ J)\,N‘_‘/’
< E&“ S
o
Pentedron Pentylon Pyrovaleron a-PvpP a-PHP

Obrazek 2: Chemické struktury katinond. 3 nejcastéjSi katinony (MEPH, METH a MDPYV)
s vybranymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi.

14



2.1.2 Farmakokinetika a farmakodynamika ATSs

Absorpce amfetaminovych sloucenin je dobra u vSech zptisobi podani, jako je
Stupéni, koufeni a ordlni ¢i nitrozilni podani. Po oralnim uziti dosahuji maximalni
plazmatické koncentrace za cca 2 hodiny [17]. Jsou eliminovany jatry a ledvinami a okolo
40 procent je vylucovano v piivodni nezménéné formé. Prekracuji hematoencefalickou
bariéru a jsou ve vysoké mife distribuovany do vSech tkani a také do placenty plodu
a matefského mléka. Je uvadéno, Ze koncentrace amfetamini v mléce je mnohem vyssi
nez v matciné€ plazmé. V ptipad¢, Ze kojici Zena uzije MAMEF, je dle studii o distribuci
psychostimulaénich latek [17,22] doporuc¢eno vynechat kojeni po dobu 24-48 hodin od
podani. Existuje 1 pfipad, kdy byly v Kalifornii odsouzeny 2 matky za ohrozeni ditéte
podavanim metamfetaminu skrze mateiské mléko [23].

Mechanismus u¢inku amfetaminovych sloucenin vychazi ze strukturalni podoby
s monoaminovymi neurotransmitery (dopamin, noradrenalin, serotonin). V perifernim
nervovém systému i v CNS pusobi jako nepfimi agonisté na monoaminergnich
receptorech a také inhibuji metabolismus monoamini, coz ma za nasledek zvySeni
koncentrace téchto neurotransmiterii. VSechny amfetaminové slouceniny maji podobny
mechanismus uc¢inku, ale v zavislosti na jejich struktufe se 1iS§i mirou ptsobeni na
jednotlivé neurotransmitery. AMF a MAMF plsobi vice na dopaminové
a noradrenalinové receptory, kdezto MDMA diky své substituci na fenylovém jadie
pusobi vice na serotoninové receptory [17].

Syntetitcké katinony rovnéZ plisobi na zvySeni mimobunéfné koncentrace
monoaminovych neurotransmiterti, ale v ramci skupiny katinonii se miize jejich
mechanismus uc¢inku mirné lisit. Katinony se substituci na fenylovém jadfe jako je napf.
mefedron se chovaji jako substraty monoaminovych transportérd. Ty, které obsahuji ve
sv¢ struktuie pyrrolidin (napt. MDPV), plisobi jako inhibitory transportérti, a tim blokuji
zpétné vychytavani neurotransmiterti [13].

Amfetaminy 1 syntetické katinony zplsobuji v ndvaznosti na zplsobu uZiti pocit
zvysené energie, zvySené pozornosti, tvofivého mysleni, zvySenou hovornost, euforii.
Dochazi ke zlepSeni nalady, zvySeni sebevédomi a k celkovému zvySeni fyzické
1 psychické vykonnosti. Zvysuji sexudlni touhu, snizuji chut’ k jidlu a potlacuji tinavu.
Maji rovnéZ omezené vyuziti v 1é€b& — pii 1é€beé urazu mozku, narkolepsie, chronického
unavoveého syndromu a u poruch pozornosti u déti (ADHD syndrom). V mensi mife se

pouzivaji 1 jako anorektika k potlaceni hladu a snizeni télesné hmotnosti. Mezi off-label
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uziti patfi 1écba tnavy u pacientli s rakovinou, 1écba chronické bolesti a rovnéz 1éba
dysforie/deprese v kombinaci s antidepresivy [11, 17, 24].

MDMA a n¢které jemu strukturalné podobné syntetické katinony vyvolavaji méné
psychostimulac¢nich ucinkti a spiSe se pohybuji na pomezi stimulancii a psychedelik
(halucinogentl). Zpisobuji zvySenou miru empatie a nutkdni po socialnim kontaktu
(emocionalnim i fyzickém). Proto jsou rovnéz oznacovany jako tzv. empatogeny [11, 25].

Mezi nezadouci ucinky patii zména vniméni a chovani, zejména podrazdénost,
agresivita, neklid, paranoia a mohou se dostavit i zavraté. Mezi dal$i nezadouci ucinky
fadime hypertenzi, tachykardii, zvySenou dechovou frekvenci, mydridzu a bolesti hlavy
[11]. Dale vznika vysoky stupeni psychické zavislosti a s ni spojeny abstinen¢ni syndrom.
Ve srovnani s uzivanim tlumicich latek CNS (heroin, sedativa-hypnotika) je mirn&;si.

Nékolik studii naznacuje, Ze uzivani téchto latek v téhotenstvi miize zplsobit
malformace plodu (rozStép patra, pilonidalni sinus, abnormality usi, urogenitalni
a srdec¢ni anomalie), poruchy neurobehavioralniho vyvoje, abnormality svalového tonu,
zvySenou nemocnost, potize s krmenim a nespavost. Dale mohou ATSs zpisobit
pfedcasny porod a nizkou porodni hmotnost novorozence [26, 15]. V nejhorSim piipadé
mohou zpiisobit i smrt plodu. Co se tyce abstinen¢nich pfiznakd u novorozenct matek
uzivajicich psychostimulancia se mize objevit extrémni podrazdénost, Spatna technika
sani a pritomnost piiznakii autonomniho stresu [21, 22]. Pfi podezfeni na uzivani
amfetamind pii kojeni je vhodné tuto domnénku potvrdit, k ¢emuz slouzi rGzné

screeningove testy.

2.1.3 Typy vzorkt

Amfetaminové slouCeniny je mozné testovat v rizném biologickém materialu.
Vybér konkrétni biologické matrice zalezi na u€elu analyzy, stejn€ jako na vyhodach
a limitacich, které¢ kazd4a matrice ptfinasi. Jednotlivé typy vzorkl se lisi zejména mezi
zachytu (tzv. asové detekéni okno, viz Obréazek 3), které se riizni od nékolika hodin az
dnt (t€lni tekutiny), pfes mésice (smolka) az roky (vlasy, nehty). Takto Siroka detekéni

okna mohou byt pouzita mimo jin€ i pro hodnoceni gesta¢ni expozice dané¢ latky [19, 27].

16



Krev

Ovrilni tekutina |

| Moé |

Typ vzorku

| Pot |

| Smolka l

I Viasy ]

Minuty Heodiny Dny Tydny Mésice Roky

Casové obdobi

Obrazek 3: PribliZzné detekéni periody latek v riznych biologickych vzorcich. Pfevzato z: [19] a upraveno.

Uziti alternativnich biologickych vzork jako jsou vlasy, sliny, pot nebo mateiské
mléko ma oproti konvenénim typlim vzorkl (mo¢€ ¢i krev) urc€ité vyhody. Jednoduchost
odbéru, kterd nevyzaduje odborného pracovnika, absence problémut souvisejicich se
ztratou soukromi (pfi odbéru moci) a snizeny potencidl k falSovani vzorki patii mezi
hlavni z nich [28].

Vzhledem k tématu této prace budou dale diskutovany pouze dvé€ alternativni
matrice, a to smolka a materské mléko.

Smolka

Smolka je prvni novorozenecka stolice, ktera je formovéana v plodu jiz mezi 12.
a 16. tydnem t¢hotenstvi a vétSinou je vylu¢ovéana 1 az 5 dni po narozeni [29]. Jeji analyza
se pouziva ke zjisténi prenatdlni expozice drog a poskytuje informaci o relativné dlouhé
historii uZivani danych latek v té¢hotenstvi [29, 30]. Smolka je tedy vzorkem prvni volby
pfi zjiStovani expozice latek in utero. Prestoze odbér smolky je jednoduchy a neinvazivni,
je jeji analyza, vzhledem kpovaze matrice, podstatné slozit¢jsi ve srovnani
s biologickymi tekutinami jako mo¢ nebo krev. Mezi dalsi nevyhody této matrice patii

problémy s interpretaci vysledkl (nestandardizované cut off limity) [19, 31].
Matefské mléko

Tato matrice obsahuje vysokou koncentraci tuki a bilkovin a jeji pH je niZsi nez

pH plazmy (6,35 - 7,35) [30, 32]. SloZeni matetského mléka se méni béhem laktace, tzv.
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predni mléko (prvni 1/3) obsahuje nizsi koncentraci tukl nez tzv. zadni mléko (zbyvajici
2/3) [5]. Prvnich pér dnii po porodu je produkovano tzv. mlezivo (kolostrum), coz je
krémove bilé az zluta tekutina, ktera je bohata na vitaminy, mineraly a proteiny a zajistuje
pasivni imunitu novorozenci [29].

Mnoho latek uzivanych matkou muze prechazet do mateiského mléka. Koncentruji
se v ném predevSim latky o nizké molekularni hmotnosti charakterizované nizkou
vazebnosti na bilkoviny v plazmé a vysokou lipofilitou. Do mléka rovnéz prechazi
bazické molekuly, coz je ptfipad pravé amfetaminovych sloucenin [32]. Analyza této
matrice tedy slouzi zejména pro ziskdni informace o aktudlni expozici dané latky
novorozenci. Vyhodou je rovnéz jednoduchy a neinvazivni odbér vzorku, nicméné
vzhledem ke komplexnosti matrice je obvykle nezbytna jeho dikladnd uprava pted
analyzou. Hlavni komplikaci jsou zejména lipofilni slozky mléka, které mohou
zpisobovat vyrazné matricové efekty ptfi detekci hmotnostnim spektrometrem (MS)

[29, 5].

2.1.4 Stanoveni amfetaminovych slouc¢enin

Stanoveni amfetaminti mizeme rozdélit do 2 kategorii, a to screeningové testy
a konfirmaéni metody. Screeningové testy jsou pouzivany k prokazani pritomnosti
amfetaminil ve vzorku. Ty jsou nejCastéji zaloZzené na principu imunoanalytickych metod
a poskytuji ndm informaci o celé skupiné latek nikoliv o konkrétnim amfetaminu.
Nasledné¢ se provadi konfirmacni test, ktery slouzi k identifikaci konkrétniho amfetaminu
a jeho kvantifikaci, k ¢emuZ se nejCastéji vyuzivaji chromatografické metody. Hojné
uzivanou metodou pro stanoveni amfetaminll je kapalinova chromatografie ve spojeni

s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) [33, 29, 30].
2.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (HPLC, LC) umozZziiuje separaci latek ve smési na
zakladé jejich rozdilné distribuci mezi dvéma fazemi (mobilni a stacionarni), které jsou
vzajemné nemisitelné. Mobilni faze (kapalina, MF) wunaSi slozky vzorku
chromatografickou kolonou, ktera je naplnéna fazi stacionarni (pevna latka, SF) [34].

Typicky LC systém se sklddd ze zasobniku mobilni faze, odplynovace pro
odstranéni bublinek rozpusSténych plynt z MF, vysokotlakého cerpadla, davkovace
vzorku, analytické kolony naplnéné stacionarni fazi a detektoru. Bézné je cely systém

napojen na pocitac, ktery zaroven slouzi ke sbéru dat [30, 34].
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Mobilni faze je umisténa v zasobnich lahvich, ve kterych jsou umistény specialni
filtry pro zachyt tuhych castic pfed vstupem do kolony. Slozeni MF miize byt bud’
konstantni po celou dobu analyzy (tzv. izokratickd eluce) nebo se miize ménit (tzv.
gradientova eluce). V pfipad¢ gradientové eluce jsou jednotlivé slozky miseny ve
sméSovacim zafizeni dle vychoziho nastaveni. Tento sméSova¢ mize byt umistén pied
(jednim) vysokotlakym cerpadlem nebo za (dvéma) vysokotlakymi cerpadly.
Gradientova eluce zvysuje v prib¢hu separace elu¢ni silu MF a umoznuje tak zkratit dobu
analyzy [34].

Transport MF je uskute¢iiovan diky vysokotlakému cerpadlu (¢i Cerpadlim).
Délime je na pneumatické Cerpadla, Cerpadla injek¢éniho typu, membranova, pistova ¢i
dvoupistova cerpadla, které v soucasnosti patii k nejpouzivanéj§im. Tato dudlni
vysokotlaka pistova ¢erpadla jsou pohanéna jednim motorem, kdy v pritbéhu plnéni jedné
¢asti Cerpadla, je kapalina vypuzovana do systému druhou ¢asti. Timto se dosahne témer
bezpulzniho Cerpani [34].

Vzorek, ktery je umistén v automatickém davkovaci (autosampler) je automaticky
nastiikovan do proudu MF, coz je fizeno za pomoci Sesticestného ventilu. Tyto
automatické davkovace jsou spojeny se zasobnikem vzorkd, kde jsou umistény vzorky ve
vialkach uzavienych pryZzovanym septem nebo perforovanou zatkou z polypropylenu.
V ptipad€ malého objemu (desitky az stovky mikrolitrit) jsou ve vialkach jesté vlozeny
tzv. inzerty [34].

Vzorek je separovan na chromatografické kolong, ktera se sklada z kovového plasté
uzavieného kovovou porézni fritou a ze stacionarni faze, pfi¢emz oba jeji konce jsou
zakonceny pievlecnym ochrannym krouZkem a z koncové hlavice, ve které je otvor pro
kapilaru s hydraulickou spojkou. Tato kapilara slouZi k propojeni kolony s ddvkova¢em
a detektorem. V soucasné dob& jsou nejCastéji pouzivany kolony z nerezové oceli
o rozmérech 50 — 250 mm % 2,1 — 4,6 mm s primérnou velikosti ¢astic 1,7 — 5 um [30].

Kolona je umisténa v kolonovém prostoru, jehoz soucésti je termostat, ktery
zajiSt'uje rovnomeérnou distribuci teploty v celém instrumentu, a tim zabranuje teplotnim
vykyviim béhem analyzy [34].

Jednotlivé slozky vzorku jsou na koloné separovany na zaklad¢ rizné afinity ke
stacionarni fazi. Béhem separace probihd opakujici se ustalovani rovnovahy délenych
latek mezi MF a SF. Je nutné zvolit vhodny typ stacionarni faze, ktery bude dostate¢né

interagovat se vzorkem [34].
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Po vlastni separaci je vzorek undSen na detektor. V toxikologii je nejCastéji
vyuzivan spektrofotometricky (UV), fluorescenéni a MS detektor, ktery bude zminén
v samostatné kapitole 2.3 [30, 34].

Existuje fada médu Kkapalinové chromatografie dle mechanismu interakce
analytu se stacionarni fazi, a to chromatografie na normalnich fazich, na reverznich
fazich, iontové-vymeénna chromatografie, vyluCovaci chromatografie, iontové-parova
chromatografie. Jednotlivé stacionarni faze mohou byt rozdéleny dle téchto médi na
normalni, reverzni, ionexy, gely, chiralni faze a dalSi. Toto rozdéleni neni vSak

dle jejich chemického slozeni, kterému je vénovana nasledujici kapitola [34].

2.2.1 Stacionarni faze

Nejcastéji jsou vyuzivany casticové kolony, kde jsou jednotlivé Castice tvoreny
napt. silikagelem, oxidy kovi (nejéastéji oxid zirkoni¢ity), polymery atd. Céstice mohou
byt bud’ pln€ porézni nebo mohou mit pevné jadro, které je obaleno poréznim sorbentem
(tzv. core-shell), jeZ generuje nizsi zpétny tlak. DalSimi jsou kolony monolytické, které
jsou tvoreny jednim kusem porovitého materidlu, ktery vypliuje celou vnitini ¢ast kolony
[35, 36, 37].

Silikagel je nejrozsifenéj$im polarnim anorganickym sorbentem. Je levny, relativné
stabilni, inertni a m4 dobrou mechanickou stabilitu. Navic je dostupny v riiznych
velikostech ¢astic s rozlicnou distribuci. Na povrchu silikagelu jsou silanoloveé
(hydroxylové) skupiny, diky kterym ma polarni, slabé kysely charakter. Tyto skupiny
jsou aktivnimi centry a diky své reaktivité je 1ze snadno chemicky modifikovat, ¢ehoZz se
vyuziva pfi separaci na reverznich fazich. V tomto pifipad€ je na silanolové skupiny
nejcastéji navazan oktadecyl (C18), dale napt. fenyl, oktyl, alkylfenyl, difenyl. Mohou
byt navdzané i stfedné polarni substituenty (nitro-, kyano-, amino- skupiny apod.), které
mohou byt pouZity pro separaci na normalnich i reverznich fazich, pfipadné i v moédu
hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC) [34, 38].

Vzhledem ke slabé kyselému charakteru povrchu jsou ve vétsi mife zadrzovany
bazické latky, coz mize zplsobovat narust retencniho Casu a tzv. chvostovani piku.
Stabilita silikagelovych stacionarnich fazich je obvykle limitovana rozsahem pH, kdy pfi
hodnoté niz$i nez 3 dochézi k hydrolyze siloxanovych skupin, a naopak pti hodnoté vyssi
nez 7 dochazi k rozpousténi silikagelu. Dalsi limitaci v pfipad€ reverznich fazi je pouZiti

¢ist€¢ vodnych MF. Pfi separaci polarnich latek je vyzadovano, aby eluc¢ni sila MF byla
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minimalni, a nedochdzelo tak k pfili§ rychlé eluci téchto latek. Toto vSak neni
kompatibilni s klasickymi C18 reverznimi fazemi. Hydrofobni fetézce nemohou byt diky
velkému rozdilu v polarité dostate¢né smaceny a muze dojit az ke zhrouceni C18 fetézcu
(tzv. hydrofobni kolaps), ¢imz se narusi funkce SF. Pro pouziti 100% vodnych MF je
feSenim vhodna modifikace SF (vlozeni kratkych ¢i dlouhych alkylovych fetézct, vlozeni
polarnich substituentli, zvétSeni priméru port stacionarni faze ¢i pouziti hydrofilni
polarné endcappované stacionarni faze). Endcapping je fyzikalné chemicky proces,
kterym jsou redukovany volné silanolové skupiny. Zaslepeni téchto skupin je provedeno
chemickou reakci s nékterym hydrofilnim, polarnim substituentem, ktery slouzi jako
takovy kloboucek ,,cap“. Vyrobci uvadi v parametrech kolony i udaj o piipadném
endcappingu, avSak obvykle nezvefejiuji presné informace o struktuie danych sorbentt,
takZze konkrétni latky pouzité pro endcapping nebyvaji specifikovany [34].

Stacionarni faze na bazi kovovych oxidu se vyznacuji lepsi chemickou stabilitou ve

srovnani se silikagelem, coz zahrnuje moznost pracovat v celém rozsahu pH i pfi
vysokych teplotach (do cca 200 °C), diky ¢emuz muize byt vyvoj metody flexibilné;si.
Nejcastéji se pouziva oxid zirkonicity, dale je mozné vyuzit také oxid hlinity ¢i oxid
titanicCity [34].

Dalsim typem SF jsou polymerni faze, které se obvykle vyznacuji stabilitou v celém
rozsahu pH 1 pfi vysokych teplotach. K separaci analytli na reverznich fazi se nejcastéji
pouziva kopolymer styrenu a divinylbenzenu, v mensi mife 1 polyvinylalkohol
a metakrylaty. V pfipad¢ reverznich fazi jsou kompatibilni s béZné pouZivanymi
organickymi rozpoustédly, avSak v ptipad¢ vysokého obsahu organické slozky v MF,
muze dojit ke srazeni ¢i bobtnani téchto fazi [34].

Kombinaci anorganického silikagelu s organickym organosilanem vznikly tzv.

hybridni staciondrni fdze. Tato kombinace spojuje nejlepsi vlastnosti silikagelu (4€innost,

mechanickou stabilitu) s nejlepSimi vlastnostmi polymeru (pH, teplotni stabilita

a absence volnych silanolovych skupin) [34].
2.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je separacni analytickd metoda, jejiz zakladni princip
spociva v prevedeni molekul na ionty, v separaci téchto iontt dle jejich poméru hmotnosti
a naboje ,,(m/z)* a nasledny zdznam relativnich intenzit jednotlivych iontt [39, 40]. Je to
vysoce citlivda metoda, kterd poskytuje kvalitativni 1 kvantitativni informace

o analyzované latce. Vzhledem ktomu, ze se jednd o destruktivni metodu, je
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v analytickém systému fazena vzdy na konec [40]. Mezi zakladni ¢asti hmotnostniho

spektrometru patii iontovy zdroj, hmotnostni analyzator a detektor.

2.3.1 lonizaéni techniky

Jak je uvedeno vyse, iontovy zdroj patii k zdkladnim castem hmotnostniho
spektrometru. U LC-MS slouzi tento zdroj jako rozhrani neboli interface, ktery spojuje
kapalinovy chromatograf se spektrometrem [35, 40]. Odehréava se zde d¢j zvany ionizace,
coz je pfeména neutralnich molekul analytu na nabité Castice (ionty) [40]. Ve spojeni
LC-MS se bézné pouzivaji tzv. meékkeé ionizacni techniky, které pracuji za atmosférického
tlaku (tzv. API techniky). Jedna se o Setrnéjsi techniky ve srovnani s elektronovou
ionizaci, jelikoZ ionizovana molekula ziskavda mnohem mensi mnoZzstvi energie, a proto
nejcastéji vznikaji (de)protonované ionty analytu [34]. Tyto techniky zahrnuji ionizaci
elektrosprejem (ESI), chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI) a dale
fotoionizaci za atmosférického tlaku (APPI) [34]. Prvni dvé zminéné ionizacni techniky
jsou standardem pro komeré¢ni LC-MS systémy, APPI technika je spiSe alternativa
vhodna pro nepolarni a velmi termolabilni latky [40]. Na zaklad€ nastavenych parametrii
jednotlivych ioniza¢nich zdroji probiha ionizace bud’ v pozitivnim nebo negativnim
moédu. Zaznam kladnych iontil je vhodny pro Sirokou skupinu latek a je takika
univerzalni, zatimco zdznam zapornych iontl je vhodny pro slouceniny, které ve své
struktufe obsahuji sulfo-, karboxy-, (poly)hydroxy- nebo nitro- skupiny, halogenované
slouceniny, organokovy atd. [40]. Nevyhodou téchto technik miize byt skutecnost, ze
nameéfend spektra nelze porovnavat s rozsahlymi knihovnami jako v ptipadé elektronové
ionizace [30, 34].

Ionizace elektrosprejem je nejCastéji pouzivand ionizacni technika ve

spojeni LC-MS (Obrazek 4). Tato metoda je vhodna pro analyzu stfedn¢ polarnich az
velmi polarnich latek véetné biomakromolekul (napt. peptidy) [41, 40]. Kovova kapilara,
na kterou je vloZeno vysoké napéti (3 az 5 kV) ptivadi eluent (obsahujici mobilni fazi
a rozpusténé analyty) do iontového zdroje. Za pomoci zmlzujiciho plynu je eluent na
vystupu z kapilary rozpraSen, ptfiCemz vznikajici kapky nesou velké mnozstvi naboju.
Postupnym odpafovanim mobilni fdze dochazi ke zvySovani hustoty povrchového
naboje. Pfi dosazeni kritické hodnoty (Rayleightiv limit) zptsobi odpudivé sily tzv.
Coulombickou explozi, kterd zplsobi rozpad kapek a tvorbu samostatnych iontl
nesoucich jeden ¢i vice ndboji [29, 35, 40, 42]. Typické priitoky mobilni faze pro tuto
techniku jsou od 1 pl/min do 1 ml/min [34].
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Obrazek 4: Schematické znazornéni ionizace elektrosprejem. Pievzato z: [43].
Dalsi €asto pouzivanou metodou, jez je vhodna pro malo polarni az nepolarni latky

o nizké molekulové hmotnosti (cca do 1000 az 1500 Da) je ionizace za atmosférického

tlaku (Obrazek 5) [41]. Vyhodou oproti ESI je moznost pouzit vySsich pratoki mobilni
faze (az 2 ml/min), zatimco nevhodna je pro latky termolabilni, jelikoz se pracuje za
vysoké teploty (kolem 400 °C). Eluat je pfivadén kapilarou, kterd je umisténa ve
vyhiivané zon¢, na jejimz konci je tento eluat, za pomoci vysoké teploty a zmlZujiciho
plynu, rychle odpatfen. V iontovém zdroji je dale umisténa vybojova jehla, na kterou je
vloZeno vysoké napéti (cca 10 kV), ¢imz vznikne koronarni vyboj, diky kterému jsou
1onizovany molekuly mobilni faze (pfedevSim molekuly vody a dusiku). Ty pak ptedavaji
naboj analytu. Vzniklé ionty jsou elektrodami usmériiovany do analyzatoru. Na rozdil od

ionizace elektrosprejem zde Cast&ji dochdzi k fragmentacim [19, 30, 41].
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Obrazek 5: Schematické znazornéni chemické ionizace za atmosférického tlaku. Pievzato z: [43].
Modifikaci vySe uvedené techniky predstavuje fotoionizace za atmosférického
tlaku (Obrazek 6). Jeji pouziti je v§ak mnohem mensi. Své vyuziti nachazi zejména pii
ionizaci mén¢ polarnich latek, které nejsou vhodné pro metodu ESI ¢i APCI [35, 41, 43].
Ma obdobné uspofadani jako metoda APCI, srozdilem, Ze zde je pro tvorbu iontl
pouzivano UV zéfeni a vlastni ionizace je zpusobena fotony [35, 41]. Ionizované
molekuly musi mit niz$i ionizac¢ni energii nez fotony, aby doslo k fotoexcitaci a nasledné
ionizaci. Vzhledem k tomu, ze pfimé ionizace analytu je mén¢ pravdépodobnd, pouziva

se tzv. dopant (aceton, toluen), ktery predava ziskany naboj analytu [35, 43].
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Obrazek 6: Schematické znazornéni fotoionizace za atmosférického tlaku. Pirevzato z: [43].

2.3.2 Analyzatory

Tak jako je kolona srdcem chromatografického systému, tak analyzator je mozno
nazvat srdcem hmotnostniho spektrometru [34]. Poté, co ionty opousti iontovy zdroj,
vstupuji do analyzatoru, ktery ve vysokém vakuu rozdéluje ionty dle jejich poméru m/z
na zaklad€ riznych fyzikalnich principi, které budou pro vybrané analyzéatory popsany
nize.

Hmotnostni analyzatory se lisi v jednotlivych parametrech, kterymi jsou rozliSeni,
spravnost, hmotnostni rozsah, linearni dynamicky rozsah a dale také u€innost a citlivost
[19, 30, 34, 35]. RozliSeni vyjadiuje schopnost analyzatoru detekovat ionty s velmi
blizkou hodnotou m/z. Dle této rozliSovaci schopnosti délime analyzatory na ty s nizkou
rozliSovaci schopnosti (<10 000), mezi které fadime iontovou past a kvadrup6l a na ty
s vysokou rozliSovaci schopnosti nazyvané t¢Z HRMS (>10 000). HRMS analyzatory
jsou schopny méfit hodnoty m/z se spravnosti <5 ppm, pii niZ je mozné urcit elementarni
sloZzeni daného iontu. Do této skupiny fadime analyzitor doby letu (TOF), orbitrap
a iontovou cyklotronovou rezonanci s Fourierovou transformaci (FT-ICR) [44]. DalSim
vyznamnym parametrem je spravnost, jez popisuje miru schopnosti analyzatoru urcit
spravnou hodnotu m/z. Je to vlastné rozdil mezi namétenou a teoretickou hodnotou m/z

[34, 35, 40, 42, 44].
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Magneticky sektorovy analyzator

Historicky to byl prvni Siroce pouzivany analyzator, nyni je vSak jeho vyuziti spise
omezené a z velké Casti je jiz nahrazeny kvadrupolem a iontovou pasti. Princip spociva
ve vyuziti zakfiveni drahy letu iontu, ke kterému dochdzi pti prichodu magnetickym
polem (polomér drahy iontd je timérny pomeéru m/z). lonty jsou nejprve urychleny
vysokym napétim do magnetického pole (vytvoieného elektromagnetem ve tvaru
kruhové vysece) a dale analyzovany. Hmotnostni spektrum je ziskano plynulou zménou
(tzv. skenovanim) magnetického pole nebo urychlovaciho napéti, diky ¢emuz projdou na
detektor postupné vSechny ionty [29]. Magneticky sektorovy analyzator s dvojitou
fokusaci ma kromé magnetické fokusace 1 elektrostatickou, ¢imz se vyznamné zvysi jeho

rozliseni [30].

Kvadrupolovy analyzator (Q)

Mezi vyhody tohoto analyzatoru fadime jeho jednoduchost a cenovou dostupnost.
Naopak nevyhodou mize byt mensi rozsah méfenych hmotnosti a nizsi rozliSovaci
schopnost. Princip separace iontl spociva ve stabilité jejich trajektorie v oscilujicim
elektrickém poli. Uvnitf analyzatoru jsou umistény Ctyti kovové tyce, na které je vlozeno
stejnosmérné a vysokofrekvencni stfidavé napéti. Ion, ktery je priveden do stfedu osy,
zacne oscilovat. Nastaveni hodnot napéti pfedurcuje, ktery ion s ur€itym pomérem m/z
projde k detektoru, vSechny zbyvajici jsou zachyceny na ty¢ich kvadrupolu [19, 38].
Hmotnostni spektrum je tvofeno plynulou zménou hodnot stejnosmérného a sttidavého
napéti [19]. Kvadrupolovy analyzator je Casto kombinovan s dal§imi analyzatory (dalsi

kvadrupdly, analyzéator doby letu, orbitrap atd.), kde ma funkci iontového filtru [42].

Iontova past (IT)

Tento analyzator je zaloZzen na podobném principu jako kvadrupol, ptri¢emz
existuje dvojrozmérna (linearni-LIT) a trojrozmérna (3D-IT) konfigurace. Konvenéni 3D
konfigurace je tvofena kruhovou elektrodou a dvéma koncovymi elektrodami, na které je
vloZeno napéti. lonty jsou piivadény do pasti vstupnim otvorem koncové elektrody.
Vhodnymi poméry napéti jsou jednotlivé ionty zadrzovany v pasti. Tyto poméry jsou
postupné ménény, a tim jsou ionty dle poméru m/z vypuzovany na detektor. Stejnym
zptisobem muze byt urCity ion vybran a podroben fragmentaci pfed vypuzenim na
detektor [19, 30, 35, 43]. Svou rozliSovaci schopnosti a spravnosti urceni m/z je tato
technika srovnatelnd s kvadrupdlem. Iontové pasti jsou vSak cCasto vyuzivany

v tandemové spektrometrii (MS,), protoze umoziuji uchovavani iontl v analyzétoru
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a nasledné provadéni MS, experimentti, cehoz se Casto vyuziva u kvantitativni analyzy

[42, 43].

Analyzator doby letu (TOF)

Tento hmotnostni analyzdtor zaznamenava dobu letu iontd ve vakuové letové
trubici, do které jsou urychleny napétovym pulzem. lonty s riznou hodnotou m/z se pii
stejné energii pohybuji riznou rychlosti, a tedy v riizném case dopadaji na detektor (ionty
s mensimi hodnotami m/z se pohybuji rychleji) [29, 30]. Tento analyzator se vyznacuje
Sirokym rozmezim hodnot m/z, které je schopen detekovat v zavislosti na dobé trvani
analyzy a délce letové trubice. Ma vSak nizsi rozliSovaci schopnost, kterou lze vylepsit
pouzitim tzv. reflektronu (iontového zrcadla), ktery otaci smér letu, diky cemuz se
prodlouzi draha i doba letu a rovnéz jsou tim sjednoceny kinetické energie iontil se

stejnou m/z, ¢imz padem dopadnou na detektor ve stejnou chvili [29, 30, 42, 43].

2.3.3 Detekce

U vétSiny hmotnostnich analyzatori pfechazi ionty do detektoru. Princip detekce je
zalozen na dopadu iontii na povrch detektoru a na tvorbé sekundarnich elektront, které
jsou dale zesilovany, diky ¢emuz vznika méfitelny proud [41, 39]. Mezi konvenéni
detektory fadime elektronovy nasobi¢, fotondsobi¢ a Faradayovu klec, novéjSimi typy
detektorii jsou napt. mikrokanalkovéa desticka nebo channeltron [39]. Orbitalni past
aiontova cyklotronovad rezonance nepotiebuji detektor, jelikoz frekvenci pfevadi na

hmotnostni spektrum Fourierova transformace (odehrava se ptimo v analyzatoru) [41].

2.3.4 Tandemova hmotnostni spektrometrie

V soucasnosti je velmi rozsifené kombinovani hmotnostnich analyzatord, coz
piinasi celkové zlepSeni analytickych 1 identifikacnich schopnosti. V MS/MS uspotadani
dochazi nejprve k fragmentaci sledovanych (prekurzorovych) iontl a nésledné jsou tyto
fragmentované (produktové) ionty podrobeny hmotnostni analyze. Spojeni téchto kroka
muze byt provedeno bud v case, kdy jsou vSechny kroky provedeny v jednom
analyzatoru ale v jiné Casové sekvenci (iontova past) nebo v prostoru, kde jsou jednotlivé
kroky provedeny ve vicero analyzatorech (napf. trojity kvadrup6l-QqQ). V trojitém
kvadrup6lu slouzi prostiedni analyzator jako tzv. kolizni cela, ve které jsou ionty
fragmentovany pomoci kolizniho plynu [19, 34, 42, 44]. Mezi nejvétsi vyhody
kvadrupdlovych analyzitor fadime rychlost méfeni a také moZnost provadét

fragmentace s naslednou detekci produktovych iontd (SRM), ¢ehoz se hojné vyuziva
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v kvantitativni analyze [42]. V piipadé, kdy jsou spojeny riizné typy analyzatord,
hovofime o tzv. hybridnich spektrometrech. Mezi oblibené hybridni analyzatory patii
spojeni kvadrupdlu s analyzatorem doby letu (QqTOF), kvadrupdlu s orbitrapem nebo

linearni iontové pasti s ICR ¢i orbitrapem [19, 34, 44].
2.4 Spojeni LC-MS

Kombinace dvou separacnich technik, a to kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie, se stala kliCovym analytickym néstrojem v bioanalyze [38, 36]. Vyuziva
se nejen k identifikaci latek v biologickych matricich, ale také k jejich kvantifikaci, a to
ivelmi nizkych koncentraci. Mezi hlavni vyhody spojeni LC-MS patii vysoka
spolehlivost, citlivost, selektivita, rychlost analyzy, moznost automatizace, mensi
spotteba vzorku, Siroky linearni rozsah, u¢innéj$i separace, nizsi spotfeba MF a moznost
analyzovat i velmi komplexni vzorky [30, 34, 35].

Vzhledem k tomu, Ze se mobilni fAize v hmotnostnim spektrometru ptimo ucastni
procesu ionizace, je nutné¢ pouzit pouze tekavé MF jako je acetonitril (ACN) nebo
methanol (MeOH) a v ptipadé€ vodnych pufrii je doporuovano pouziti t€kavych aditiv ve
velmi nizkych koncentracich (kyselina mravenci, octova, mravencan ¢i octan amonny).
Vsechna pouzita rozpoustédla by méla byt ve vhodném stupni Cistoty oznacované jako

,LC-MS grade* [34, 45, 35].
2.5 Interpretace a kvantifikace vysledkii

Vsechny moderni hmotnostni spektrometry jsou napojeny na pocitac se
sofistikovanym softwarem pro analyzu dat. Datovy vystup ze spektrometru se nazyva
hmotnostni spektrum. Je to graf zavislosti intenzity iontl na jejich m/z [29]. LC-MS
analyza poskytuje dva hlavni vystupy, a to chromatogram, kde jsou analyty zaznamenany
jako chromatografické piky a hmotnostni spektra. Kazdy bod chromatogramu ptfedstavuje
intenzitu signalu hmotnostniho spektra zaznamenaného v konkrétnim casovém bodé

(Obrazek 7) [30].
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Obrazek 7: Ukdzka chromatogramu a hmotnostniho spektra. Pievzato z: [30].

Skenovanim vSech m/z hodnot miizeme systémem MS ziskat zaznam celého spektra
(tzv. full scan zaznam) ¢i sledovanim jedné specifické m/z hodnoty ziskame tzv. SIM
(selected ion monitoring) zaznam. V piipadé tandemové spektrometrie mizeme ziskat
sken produktovych ¢i prekurzorovych iontl, selektivni zdznam jedné nebo vice reakci
(SRM nebo MRM sken) a sken neutralnich ztrat [34].

Pro kvantifikaci v LC-MS je nezbytné pouzit vnitini standard (IS). Pouziti vnitiniho

standardu zlepSuje pfesnost a preciznost kvantifikace stejn¢ jako robustnost analytické
metody. RovnéZz slouzi jako korekéni faktor u matricovych efektd [35, 46]. Vybér
vnitfniho standardu musi byt peclivy s ohledem na strukturalni a fyzikalné-chemickou
podobnost s analytem. Zarovenl musi mit odliSnou molekulovou hmotnost a nesmi se
vyskytovat v analyzovaném vzorku.

V ptipadé¢ LC-MS analyzy lze kromé strukturnich analogli pouZit izotopicky
znacené IS (SIL, zanglického ,stable isotopically labelled*). SIL standardy jsou
nejvhodnéjsi a mély by byt pouzity vZdy, kdy je to mozné. Jejich molekularni hmotnost
by méla v idealnim piipad¢ byt o 4 az 5 daltonii vyssi nez hmotnost analytu, aby se
redukovaly izotopické interference. Standardy znacené '*C a/nebo "N jsou sice vhodng;jsi
skrze vétsi shodu s analytem, ale v praxi byvaji Cast€ji pouzivané ty znaené deuteriem
a to z divodu nizsi ceny [30, 46].

V ptipadé, kdy nejsou SIL standardy dostupné Ci je jejich cena pftili§ vysoka, I1ze
pouzit strukturni analogy. Nejvhodnéjsi analogy jsou ty, jez maji klicové chemické

struktury a skupiny stejné jako analyt a rozdil je pouze v délce C-H skupin [46].
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Pro zajisténi dostatecné presnosti, spravnosti a spolehlivosti musi byt pied
kvantifikaci latek v komplexnich vzorcich provedena validace dané metody. Mezi
zakladni validani parametry patii: linearita, stanoveni limitu kvantifikace, piesnost,
preciznost, vytéznost, pienos, stabilita a v pfipadé MS detekce je nutné¢ hodnotit
1 matricové efekty (ME) [45, 47, 48].

Fenomén obecn¢ znamy jako matricové efekty predstavuje jednu z nejvétSich

komplikaci v kvantitativnich LC-MS analyzach komplexnich biologickych vzork.
Pfi¢inou vzniku matricovych efektl jsou latky obsazené v matrici, které mohou byt
béhem upravy vzorku extrahovany spolu s analyty, a tim pAdem mohou rovnéz vstupovat
do iontového zdroje, kde soutézi s analytem o ziskani néboje a mohou tak signal
analyzované latky potlacit ¢i zesilit [45, 35]. Vzhledem k tomu Ze ME mohou vyznamné
ovlivnit vysledky kvantitativni analyzy, musi byt tento parametr hodnocen [32]. Ovéteni
vlivu matricovych efekti mtze byt provedeno nékolika pristupy, kdy nejcastéji se

pouziva metoda post extrakéniho nebo post kolonového pridavku [45].
2.6 Uprava vzorki

Biologické vzorky jsou komplexni matrice, které mnohdy obsahuji rtzné
interferujici latky (napt. proteiny, soli, lipidy, sacharidy atd.), které mohou negativné
ovliviiovat analyzu, a proto je potieba tyto vzorky pied vlastni analyzou vhodné upravit
a idealné tyto nezadouci latky odstranit. Tyto latky mohou zplsobit matricové efekty
(nejcastéji zpusobené fosfolipidy ¢i zbytky soli z matrice) ¢i kontaminaci instrumentu
[49, 50]. Navic jsou analyty v biologickych komplexnich matricich €asto pfitomny
v nizkych koncentracich, a tudiZ je mnohdy potieba jejich zakoncentrovani [51]. Uprava
vzorku predstavuje aZ 60 nebo dokonce 80 % z celkového Casu analyzy, a to z diivodu
intenzivnich, vice krokovych a ¢asové narocnych postupii [50]. Vzhledem k tomu, Ze
uprava vzorku predstavuje kritickou a Casoveé nejnarocnéjsi ¢ast, jeZ ma vliv na vSechny
nasledujici kroky v celém analytickém procesu, je obzvlasteé dalezity spravny vybér
metody Upravy vzorku [45].

K tradi¢nim a v praxi velmi casto pouZivanym metoddm fadime proteinovou
precipitaci, extrakci z kapaliny do kapaliny a extrakci na tuhou fazi. Tyto techniky jsou
v analytickych laboratofich velmi rozsifené, obvykle dobfe optimalizované
a reprodukovatelné¢ [50]. U vSech téchto metod je pro zvySeni propustnosti vzorkl
v laboratofich moznost vyuZiti 96-jamkového formatu, diky kterému je mozna ¢astecna

automatizace celého procesu [41].
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Precipitace proteini je rychla, jednoduchd a levna metoda, kterd je nejcastéji
pouzivand pro piecisténi matric bohatych na proteiny, jako je plné krev, plazma ¢i sérum
[52, 53]. Jeji princip spociva v odstranéni proteinii za pomoci precipitacniho cCinidla,
kterym jsou nejcastéji organickd rozpoustédla (acetonitril, methanol), ale mohou byt
pouzity i silné kyseliny (trichloroctova, chlorista) ¢i soli vicemocnych iontl (napf. siran
zine¢naty, méd’naty) [45]. Nevyhodou této metody je naifedéni a nizké precisténi vzorku,
jelikoz jsou takto odstranény pouze proteiny. Ve vzorku tedy nadale ziistavaji ostatni
interference a je zde velké riziko vzniku matricovych efekti [45, 52, 53]. I pies to je PP
jednou znejcastéji vyuzivanych metod. Tato technika nevyzaduje Zzadné specialni
pfistrojové vybaveni, a navic je nenarocnd na optimalizaci.

Extrakce na tuhou fazi patii diky své vysoké vytéZznosti a uwcinnému
zakoncentrovani vzorku mezi oblibené techniky pro analyzy biologickych tekutin. Diky
Siroké Skale komercéné dostupnych sorbentt je tato metoda vhodna pro analyty s riznymi
chemickymi strukturami i polaritami [45, 52, 54]. Analyt je extrahovan na zaklad¢
interakci (napft. polarni, nepolarni, iontové ¢i afinitni) mezi pevnou stacionarni (extrak¢ni
kolonka) a kapalnou fazi. Jednotlivé druhy sorbentii jsou obdobné t€ém pouzivanym
v HPLC. Tato metoda je Casové naro¢né&jsi v porovnani s PP, je zde také vétsi pocet
operacnich krokti, déale je relativné finan¢né narocna (kolonky jsou casto urceny pro
jednorazové pouziti) a ma stale velkou spotiebu organickych rozpoustédel [52].

Extrakce z kapaliny do kapaliny patii také mezi prvni techniky vyvinuté pro
upravu vzorkl a vyznacuje se jednoduchym principem. Extrakce je zaloZena na rozdéleni
analytu mezi extrakénim organickym ¢inidlem nemisitelnym s vodou a vodnym vzorkem
na zéklad¢ rozdélovaciho koeficientu oktanol/voda (log P). Pro G¢innou extrakci do
organické faze je nutné vhodné optimalizovat pH vzorku, aby byly molekuly analytu ve
své neionizované formé [45, 55]. Pii spravné zvolenych podminkéch je touto metodou
mozné odstranit ze vzorku soli 1 fosfolipidy, a tudiz potlacit ¢i Upln¢ odstranit vliv
matricovych efektd. Co se tyCe optimalizace procesu, provedeni ¢i pfistrojového
vybaveni neni metoda nijak naro¢na, ma vSak fadu nevyhod. Vysokd spotieba
polarnich latek a také nutna rekonstituce vzorku pii LC-MS analyze na reverznich fazich
patii mezi hlavni z nich [50, 55, 52].

Moderni trendy v Upraveé vzorkd se zaméiuji pfedevs§im na redukci organickych
rozpoustédel i mnozstvi potfebného vzorku, automatizaci, zvyseni selektivity, snizeni

finan¢nich nakladd a zdroji potencionalnich chyb a dale na snizeni jednotlivych kroka
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a tim zkraceni celkového c¢asu. Vyznamnym smérem v upravé vzorkil je jejich
miniaturizace (tzv. mikroextrakce) [45, 51, 50]. Mikroextrakéni metody mizeme dle
jejich principu rozdélit do 2 hlavnich kategorii, a to na metody odvozené od LLE a od
SPE. Mezi mikroextrakéni metody zaloZené na principu SPE fadime napt. mikroextrakci
na tuhou fazi, sorpcni extrakci za pomoci magnetického michadla (SBSE), extrakci
pomoci jednorazovych pipetovacich Spicek (DPX) nebo mikroextrakci pomoci plnéného
tuhého sorbentu (MEPS). Mikroextrakce zaloZzené na principu LLE zahrnuji extrakci do
jediné kapky rozpoustédla (SDME), mikroextrakci pomoci dutého vlédkna, disperzni
mikroextrakei z kapaliny do kapaliny a extrakei z kapaliny do kapaliny podpotené tuhou
fazi (SLE) [45]. Vybrané mikroextrakéni metody odvozené od LLE budou podrobné

diskutovéany v nasledujici kapitole.
2.7 Mikroextrakce odvozené od LLE

2.7.1 Extrakce do jedin¢ kapky rozpoustédla

Tato technika vyuziva k extrakci mikrokapku organického rozpoustédla, kterd visi
na $picce jehly standardni Hamiltonovy mikrostfikacky. Kapka mize byt umisténa bud’
pfimo ve vodném roztoku vzorku, tzv. imerzni méd ¢i nad nim tzv. headspace (HS) mod,
viz Obrazek 8. Vlastni extrakce analytu probiha na zédkladé pasivni difuze neionizovanych
analytl. Po extrakci je kapka nasata zpét do mikrostiikacky, a dale nasttiknuta do systému
plynové (GC) ¢ po rekonstituci do kapalinové chromatografie nebo kapilarni
elektroforezy (CE). Neni vyZzadovano Zadné specialni zatizeni a jeji provedeni je velmi
jednoduché. Nicméné€ zna¢na nestabilita kapky, jeji nezddouci disoluce ve vzorku a také
jeji maly povrch vedouci k delSim extrakénim Caslim patii mezi nejvétsi nevyhody [30,

4]. Z téchto divodu je jeji vyuziti v bioanalyze relativné malé [6].
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Obrazek 8: SDME extrakce v dvojim usporadani. Pievzato z: [44].

2.7.2 Mikroextrakce do kapalné faze pomoci duté¢ho vldkna

V roce 1999 Pedersen-Bjergaard a Rasmussen predstavili metodu mikroextrakce do
kapalné faze pomoci dutého vlakna [56]. Organické rozpousStédlo je imobilizovano
v porech stény polypropylenového dutého vldkna (nékolika sekundovym ponotfenim
vlakna do rozpoustédla), kde funguje jako tzv. kapalnd membréana (supported liquid
membrane, tzv. SLM). Vnittek dutého vldkna je naplnén nékolika mikrolitry akceptorové
faze a vldkno je nasledné¢ umisténo do roztoku vzorku (imerzni mdd) ¢i nad néj
(HS-HF-LPME). Hnaci silou pro piechod analytti z roztoku vzorku do akceptorové faze
je, stejné jako u metody SDME, pH gradient a s nim souvisejici pasivni difuze molekul
analytu. Diky nizkému objemu akceptoru je vzorek U€inné zakoncentrovan. Spotieba
organického rozpoustédla je pouze 5-30 pl, diky cemuz tato metoda spliluje pozadavky
tzv. zelené chemie [4, 57, 58]. Oproti technice SDME je zde n¢€kolik vyhod, jako moZnost
michani vzorku pfi vysSich otackach, snaz$i prenos hmoty z divodu vétsi plochy
kontaktu a vysokd mira pteciSténi vzorku, jelikoz duté vldkno slouzi jak chemicka, tak
1 fyzikalni bariéra. U této metody jsou vyuzivany dva zpiisoby provedeni — dvoufazové
a tfifazové (Obrazek 9), pfiCemz kazdé znich je kompatibilni s jinou ndslednou
analytickou metodou. U dvojfazového uspotadani je stejné organické rozpoustédlo
umisténo uvnitt vlakna (akceptor) i v jeho poérech (SLM). Toto je vhodné zejména pro

hydrofobni analyty a finalni extrakt Ize pfimo nastfiknout do GC instrumentu. Naopak
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trojfazové uspotfadani, kde akceptorem je vodny roztok, je pfimo kompatibilni
s metodami LC ¢i CE. Jak je uvedeno vyse, pouze neionizovand forma analyti muze
prostupovat kapalnou bariérou, coZ lze zajistit spravnym nastavenim pH. V ptipadé
polarnich analytl, které jsou omezené extrahovany prostou difuzi, je mozné vyuzit tzv.
prenasece, jez vytvareji hydrofobni iontové pary s analyty, které snaze prostupuji pies

membranu [59].

tiifazova HF-LPME

vodna akceptorova faze
SLM

vzorek

dvoufazova HF-LPME

organicka akceptorova
faze nemisitelna s vodou

duté vldkno

Obrazek 9: HF-LPME extrakce ve dvoufazovém a ti'ifazovém provedeni. Pirevzato z: [44].

Parametry ovliviiujici extrakei (typ organického rozpoustédla pouzitého na SLM,
slozeni a pH donorového ¢i akceptorového roztoku, délka extrakéniho ¢asu ¢i rychlost
michani) musi byt vhodné optimalizovany. Vybér organického rozpoustédla pro SLM je
klicovym parametrem této techniky. Rozpoustédlo musi byt nemisitelné s vodou,
schopné se pevné imobilizovat v pérech vladkna, mélo by byt mélo t€kavé, mit nizkou
viskozitu a v ptfipadé¢ dvojfazového uspotaddni musi byt kompatibilni se selektivni
analytickou metodou. Toluen, 1-oktanol, dodecylacetat (DDA) a dihexylether (DHE)
spliuji tyto pozadavky a byvaji hojn¢ vyuzivany v obou modech HF-LPME. Typ dutého
vlakna a jeho rozméry jsou rovnéz dilezitou soucasti optimalizace metody. Polypropylen

je obvykle volen diky svym hydrofobnim vlastnostem a kompatibilitou se Sirokou Skalou
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organickych rozpoustédel. Rozméry dutého vldkna musi zajistit dostatecnou kontaktni
plochu, odpovidajici objemovy pomér donoru a akceptoru, mechanickou stabilitu
a velkost porit musi umoznit snadnou penetraci cilenych analyti [59].

Tato technika je vyuzivana v enviromentalni, potravinové ¢i bioanalytické oblasti,
avsak kromé nevyhody spocivajici v délce extrakéniho ¢asu je zde problém i s komeréni
dostupnosti vybaveni pro tuto metodu a nizkou moznosti automatizace, coz komplikuje
jeji vyuziti v klinické praxi. V roce 2013 byla pfedstavena tato metoda v 96-jamkovém
formatu, tzv. ,parallel artificial liquid membrane extraction” (PALME), jejiz veskeré
vybaveni je komer¢né dostupné a zaroven tento format zvySuje propustnost vzorkl

laboratofi [6].

2.7.3 PALME

Tato extrakce je zaloZena na stejném principu jako HF-LPME s tou zménou, Ze
probiha ptes plochou membranu v tzv. sandwichovém formatu. Tento extrakéni systém
se skldda ze dvou odliSnych 96-jamkovych desticek: spodni donorové a vrchni
akceptorove [7, 60]. U akceptorové desticky je na spodni stran¢ kazdé jamky umistén
tenky porozni filtr z polyvinylidenfluoridu (PVDF, 0,45 um), na ktery je ukotveno
organické rozpoustédlo, jez tvoii SLM. Poté je roztok vzorku napipetovan do ptislusnych
jamek donorové desticky, na kterou je nasledn€ umisténa desticka akceptorova, do jejichz
jamek je nakonec napipetovan akceptorovy roztok (Obrazek 10). Akceptorova desticka
je pro prevenci odpafovani akceptoru béhem extrakce piekryta hlinikovou fo6lii a po
dikladném uzavieni je celd tato sestava umisténa na tiepacku [7, 60]. Jistou nevyhodou
muze byt limitace objemu vzorku, jeZ je ddna objemem jednotlivych jamicek. Vzorku
muze byt maximalné 250 pl a minimalné cca 200 pl, aby dochazelo ke kontaktu se SLM,

zatimco objem akceptoru byva obvykle v rozmezi 50-100 ul [44, 61].
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5
e SLM
(organické  Akceptor
rozpoustedla)
\ ;

~ 96 jamkova I', \ I'I /

STaTaTs akceptorova ||,
; / desticka

. ~
[ 96 jamkova
donorova desticka

Vzorek

Obrazek 10: PALME usporadani. (A) spodni ¢ast je donorova desticka (vzorek), prosti‘edni ¢ast je akceptorova
desticka (kapalna membrana a akceptorovy roztok) a vrchni ¢ast je ochranné vicko. (B) schématické znazornéni
jedné jamky. Pievzato z: [60] a upraveno.

Opét zde plati, Ze pH vzorku musi byt nastaveno tak, aby byl cilovy analyt
neionizovany, zatimco pH akceptorového roztoku je potteba nastavit tak, aby byl analyt
ionizovan pro zabranéni zpétné extrakce analytu do SLM. V ptipad¢ extrakce bazickych
analytl bude mit vzorek bazické pH, zatimco akceptor bude kysely [7]. Pro bazické
analyty se nej€astéji pouziva jako organické rozpoustédlo dodecylacetat, dihexylether,
isopentylbenzen a n-hexadekan. Pro extrakcei kyselych latek jsou nejéastéji voleny alifatické
alkoholy, jako 1-oktanol a 1-nonanol [44]. Stejn¢ jako u piedchozi uvedené metody jsou
1 zde problémy souvisejici s nizkou vytéznosti u polarnich latek. Toto Ize rovnéz vytesit
pfiddnim vhodného ptenasece, a to bud’ do donorového roztoku, anebo do organického
rozpoustédla  tvofictho SLM. Vhodnym SLM pienaSeCem je napiiklad
di(ethylhexyl)fosfat (DEHP). Optimalizuji se stejné parametry jako v ptipadé HF-LPME
(vybér vhodného organického rozpoustédla, pH donorové a akceptorové faze, rychlost
ttepani a délka extrakce [44, 60, 53].

PALME se vyznacuje jednoduchym pracovnim postupem (nizky pocet operacnich
kroki), nizkou spotiebou organickych rozpoustédel (3-5 pm) a také vysokou mérou
precisténi vzorku. Kromé nabitych sloucenin, které neprojdou skrz SLM jsou velmi
ucinné odstranény 1 vétsi molekuly jako proteiny, ale také fosfolipidy. Nicméné stale zde
zUstava nevyhoda v del$im extrakénim case, ktery byva obvykle v rozmezi 30-60 minut
[7, 6, 53, 61, 44]. ZvySeni efektivity extrakce a zkraceni extrakcnich ¢ast bylo dosazeno
modifikaci HF-LPME, tedy jeji kombinaci s elektrickym polem, kdy vznikla tzv.

elektromembranova extrakce [62].
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2.7.4 Elektromembranova extrakce

Tato technika byla poprvé piedstavena vroce 2006 Pedersen-Bjergaardem
a Rasmussenem jako inovace tfifazové HF-LPME [62]. Zakladni princip extrakce je vSak
zcela odliSny. Na rozdil od vySe zminénych mikroextrakénich technik je zde princip
zalozen na elektrokinetické migraci nabitych (ionizovanych) molekul analytu
v elektrickém poli. Vlozenim napéti pomoci dvou elektrod do EME systému dochézi
k transferu ionizovanych slouCenin zvodného roztoku vzorku pies SLM do
akceptorového roztoku. Dle sméru elektrického pole mizeme extrahovat bud’ kyselé nebo
bazické slouceniny. Pro bazické slouceniny, jez jsou extrahovany jako kationty je zaporné
nabitd katoda umisténa do akceptorového roztoku a anoda do roztoku donorového. Pro
kysel¢ analyty, jez jsou extrahovany jako anionty je uspotfadani elektrod opacné [63, 64].

Pro ucinnou extrakci je potfeba hodnotu pH nastavit tak, aby byla zajisténa plna
ionizace cilenych analytl, a to jak v akceptorovém, tak donorovém roztoku. Kli¢ovym
parametrem je zde rovnéz volba organického rozpoustédla, kterd ovliviiuje ucinnost
transferu analytl 1 selektivitu metody. Idealni rozpoustédlo by mélo spliiovat nékolik
kritérii, jako jsou dobré¢ hydrofobni vlastnosti pro uG¢innou vazbu na pordzni filtr,
schopnost hydrogenovych nebo dipo6l dipol interakci s analytem k usnadnéni prestupu
vzorku a nizkou viskozitu k udrzeni rychlého pfenosu analytli. Déle nesmi byt misitelné
svodou a musi mit vysoky bod varu. Pro bazické analyty je nejvice pouzivan
2-nitrofenyloktylether (NPOE), pro polarnéjsi latky se v menSi mife pouziva
1 2-nitrophenylpentylether (NPPE). Pro latky kyselé jsou vhodné nékteré alkoholy jako
napf. 1-oktanol [64-67]. Pro podporu extrakce polarnich latek je moZné pouZzit vhodnéjsi
SLM, napf. bis(2-ethylhexyl)fosfit (DEHP1) nebo i zde 1ze pouzit ptimési do SLM, napf.
DEHP, tris-(2ethylhexyl)fosfat (TEHP) a tributylfostat (TBP) [44].

EME byla pivodné vyvinuta v konfiguraci HF-LPME, ale postupem casu byla tato
metoda modifikovana i do 96-jamkového formatu, viz Obrazek 11 [64, 65, 68].
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Condisttive B6-well sample plate

Obrazek 11: EME uspoiadani. (A) Spodni ¢ast je donorova desticka obsahujici donorovy roztok. (B) 96-
jamkova filtra¢ni desti¢ka obsahujici akceptorovy roztok. (C) Hlinikové viko s 96 elektrodami. (D) VSechny ¢asti
priklopeny k sobé. (E) Ilustrace extrakéni sestavy spojené s vnéjSim energetickym zdrojem. Pievzato z: [68]
a upraveno.

Oproti HF-LPME ¢i PALME se EME vyznacuje rychlymi extrakénimi Casy, které
se pohybuji typicky v rozmezi 5 az 15 min [63, 64]. Stejn¢ jako u PALME je potieba
optimalizovat vybér SLM, sloZzeni donorové a akceptorové faze, rychlost tfepani a délku
extrakce. Navic je dilezit¢é vhodné optimalizovat velikost vlozeného napéti, aby
generovalo maximalné 50 az 100 pA na jamku, protoze jinak by diky vzniklé elektrolyze
hrozila formace bublin a zména pH v roztocich. Stejné¢ jako u HF-LPME i zde neni

komeréni dostupnost vybaveni pro tuto metodu, coZ patii mezi jeji hlavni nevyhodu [59].
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3 Cile prace

Tato rigor6zni prace je veénovana optimalizaci dvou mikroextrakénich technik
v 96-jamkovém formatu (PALME a EME) pro separaci amfetaminii a vybranych
katinond z mateiského mléka. Mezi hlavni cile této prace patii:
e Vyvoj extrakénich podminek pro metodu PALME a EME
e Validace extrakénich metod nasledovanych UHPLC-MS/MS analyzou
e Porovnani obou metod z hlediska vytéznosti a dalSich parametra

e Analyza realnych vzorkt
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Chemikalie

Methanol, kyselina mravenc¢i (98-100%), acetonitril (vS8echny LC-MS Cistota),
kyselina chlorovodikova (0,1M), hydroxid sodny (97%), dodecylacetat (DDA),
dihexylether (DHE), trioktylamin (TOA), 2-nitrofenyl(oktyl)ether (NPOE),
di(ethylhexyl)fosfat (DEHP), bis(2-etylhexyl)fosfit (DEHPi) byly objednany od firmy
Merck (Darmstadt, Némecko). Rovnéz zdsobni methanolové roztoky amfetaminu,
metamfetaminu, 3,4-methylendioxy-N-metamfetaminu o koncentraci 1 mg/ml a jejich
deuterované vnitini standardy ds-AMF o koncentraci 0,1 mg/ml, ds-MAMF a ds-MDMA
o koncentraci 0,5 mg/ml byly objednany od firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Zasobni
methanolové roztoky (cca 0,5 ml) katinont: flefedron (4-FMC), methylon (METH),
butylon (BUT), methylendioxypyrovaleron (MDPV), mefedron (MEPH), a-PVP,
bufedron, 3-CMC, a-PHP, ethylon, 4-MEC, pentedron, pentylon, pyrovaleron
a deuterované standardy d;-MEPH a ds-MDPV vse o koncentraci 0,5 mg/ml byly
poskytnuty laboratoti forenzni analyzy biologicky aktivnich latek VSCHT v Praze.
Ultracistd voda (déale jen voda) byla vyrobena Millipore purifikaénim systémem

(Merck-Millipore, Darmstadt, Némecko).
4.2 Priprava roztoki a pufri

Z dodanych methanolovych zasobnich roztokli jednotlivych analyti a vnitfnich
standardii ve vySe uvedenych koncentracich byly odpovidajicim nafedénim stejnym
rozpoustédlem pfipraveny pracovni roztoky analytd (0,015-20 pg/ml) a wvnitinich
standardii (2,5 pg/ml). Takto pripravené roztoky byly uchovavany v -20 °C a pouzivané
po dobu 14 dni.

Pro nastaveni potfebného pH donorové a akceptorové faze byly pfipraveny
nasledujici roztoky: roztok 40mM NaOH (pH 12,6) byl pfipraven jeho navaZenim
arozpusténim ve vodé¢, roztok 20mM HCOOH (pH 2,74) byl pfipraven nafedénim
koncentrované kyseliny mravenc¢i do vody a roztok 10mM HCI (pH 2,0) byl pfipraven

nafedénim koncentrované HCI do vody.
4.3 Materské mléko

Blankové vzorky MM byly ziskany od zdravych darct v rozmezi 14 dni az 12
meésicl od zahdjeni kojeni (7 rlznych vzorkidl matrice). Tyto vzorky byly po odebrani

uchovany v lednici a do 12 hodin byly hluboce zmrazeny. Pro experimenty bylo pouZzito
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smésné mléko z téchto vzorki MM. Ddle bylo ve studii pouzito 6 redlnych vzorki MM
od kojicich matek, které byly na oddéleni poporodni péce ve Vseobecné fakultni
nemocnici v Praze, ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové a v oblastni nemocnici Kolin.
Vzorky mléka byly ziskany od piipadu pozitivniho AMF/MAMEF nalezu ve smolce
novorozence (Vzorek ¢€.1), od matky, kterd pfiznala nedavné uziti MAMF (Vzorek ¢.2),
nebo od matek, které ptiznaly svou historii uzivani MAMF (Vzorek ¢. 3-6). VSechny
vzorky byly odebrany 24-72 hodin od narozeni novorozence. Jednalo se o klinické
vzorky, které byly jiz analyzovany a urceny k likvidaci. Pro tcely této prace byly vzorky
plné anonymizovany. Déle bylo kdispozici 5 kontrolnich vzorkli s nezndmou
koncentraci, které byly p¥ipraveny tisekem klinické a forenzni toxikologie v ramci Ustavu

klinické biochemie a diagnostiky, Fakultni nemocnice Hradec Kréalové.
4.4 UHPLC-MS/MS

Pti vyvoji metody pro stanoveni amfetamini a 14 katinond jsme vychazeli
z metody pro stanoveni AMF, MAMF a MDMA v mo¢i, kterd byla jiz na pracovisti
vyvinuta. Analyza byla provedena na UHPLC-MS/MS pfistroji Agilent 1290 Infinity II
s trojitym kvadrupdlem jako MS (6400 sérii) s vyuzitim Jet Streman elektrospreje
a MassHunter softwaru (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Chromatografické separace
bylo dosazeno na analytické koloné¢ Luna Omega 1,6 um Polar C18 (100 X 2,1 mm,
1,6 um). Mobilni faze byla tvofena 0,1% kyselinou mravenci (slozka A) a acetonitrilem
(slozka B), pro eluci byl pouZit gradientovy mod. Ionizace probihala elektrosprejem
v pozitivnim mddu. Hmotnostni spektrometr byl ladén automaticky.

Pro kvantifikaci analytti byly pouzity deuterované vnitini standardy ds-AMEF,
ds-MAMF, ds-MDMA, d7-MEPH a ds-MDPV. Pro kvantifikaci jsme pouZili SRM

pfechod, jednotlivé pfechody jsou zminény v tabulce 1.
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Tabulka 1: SRM piechody, CE=Kolizni energie, IS=vnitini standard.

Analyt Prekurzorovy Produktovyion CE
ion [Da] [Da] [eV]
MDPV 276,1 126,1 32
122 24
a-PHP 246,2 140,1 28
91,1 28
Pyrovaleron 246 175,1 16
126,1 32
Pentylon 236 188,1 20
175,1 24
a-PVP 232,1 105 32
91 28
Ethylon 222,1 174,1 20
91,1 48
Butylon 222 146,1 32
131,1 44
Methylon 208 160 20
132,1 32
ds-MDMA 199,1 165,1 12
107 28
ds-MAMF 155,1 121,1 8
92,1 24
3-CMC 198,1 180 12
145,1 20
MDMA 194,1 163 12
105 28
4-MEC 192,1 174,1 12
144,1 36
Pentedron 192 132,1 20
91 28
Flefedron 182 164,1 12
149 24
Mefedron 178,1 145,1 24
91 40
Bufedron 178 131,1 24
91 32
MAMF 150,1 119,1 8
91 24
ds-AMF 141,1 124,1 8
96,1 16
AMF 136,1 119,1 8
91,1 20
d;-MEPH 185,1 152,0 27
149,0 29
ds-MDPV 284,1 134,0 37
213,1 25
183,0 27
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4.5 PALME

Zatizeni pro provedeni metody PALME se sklada z 96-jamkové donorové desticky
vyrobené z polypropylenu s 0,5ml objemem kazdé jamky (Agilent, Santa Clara, CA,
USA) a z 96-jamkové akceptorové filtracni destiCky s PVDF filtry (0,45 um) (Millipore
Ltd, Carrightowhill, Irsko), jez slouzi jako podpora pro vznik kapalné membrany.
Nakonec byla pfilozena aluminiové folie a vrchni viko pro zabranéni odpatrovani
akceptorového roztoku béhem extrakce. Celé schéma tohoto zafizeni je zndzornéno na
obrazku 10.

Pted vlastni extrakci byly naneseny 3 pl organického rozpoustédla na vnéjsi
filtratni membranu jamky akceptorové desticky. Poté byly jamky donorové desticky
naplnény roztokem vzorku o objemu 125 pl, ktery byl alkalizovéan 125 pl pufru. Na zavér
bylo pipetovano 100 pul akceptorové faze do prislusnych akceptorovych jamek. Cela tato
sestava byla tfepana ptfi 950 ot/min na zafizeni Vibramax 100 (Heidolph, Kellheim,
Némecko) po urCeny ¢as. Po probehlé extrakei byl extrakt bud’ ithned analyzovan nebo
pfed analyzou jesté¢ fedén (1:4) 20mM kyselinou mraven¢i. Kazd4d jamka donorové
1 akceptorové desticky slouzi k jednorazovému pouziti.

Podminky pro provedeni PALME byly optimalizovany za pouziti cistého
donorového roztoku ¢i blankové matrice (spikované analyty na finalni koncentraci
100 ng/ml). Pro inicidlni experiment (optimalizace SLM) byly pouzity nasledujici
parametry: donorova faze v kazdé jamce se skladala ze 125 pl 40mM NaOH a 125 pl
Cisté vody spikované 2,5 pl pracovniho roztoku analyt (smés AMF, MAMF a MDMA)
o koncentraci 5 pg/ml a 2,5 pl pracovniho roztoku vnitinich IS standardi (smés ds-AMF,
ds-MAMEF a ds-MDMA) o koncentraci 5 pg/ml, akceptorova fadze obsahovala 100 pl
20mM HCOOH, rychlost tfepani byla nastavena na 950 ot/min a jako extrakéni ¢as byl
zvolen 60minutovy interval. DHE, DDA, DEHPI, DHE s 1% ptidavkem TOA, DDA
s 1% ptidavkem TOA a DEHPi s 1% ptfidavkem TOA byly testovany jako organicka
rozpoustédla pro SLM. Pro 2 nejlepsi rozpoustédla byla optimalizace provedena na
matrici smésného matefského mléka. VSechny tyto experimenty byly provedeny ve
4 opakovanich pro kazdé rozpoustédlo (n=4).

Dalsi parametry byly optimalizované pfi extrakci z matrice. Optimalizovano bylo
sloZeni akceptorové faze, kdy byla na zacatku zkousena 20mM HCOOH (pH 2,74) a jako
kyselejsi akceptor i 10mM HCI (pH 2,0), slozeni donorové faze, kde byl kromé
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samostatného 40mM NaOH zkouSen i1 12% pfidavek methanolu a findln¢ byl

optimalizovan i extrakéni ¢as v rozmezi 20-90 min.
4.6 EME

EME zaftizeni se sklada z vodivé nerezové 96-jamkové donorové desticky, z vicka
s elektrodami, které byly vyrobené v laboratofi a z akceptorové filtracni desticky, ktera
je totozna jako u metody PALME (PVDF, 0,45 um, Millipore Ltd, Carrightowhill, Irsko).
Do donorovych jamicek byl pipetovan roztok vzorku (125 ul), ktery byl okyseleny 20mM
kyselinou mravenci (110 pl). Akceptorovy roztok byl tvofen rovnéz 20mM kyselinou
mravenéi (100 pl). Objem rozpoustédla slouzici pro tvorbu SLM je totozny jako
u predchozi metody (3 ul). Obé tyto faze byly propojeny s anodou (akceptorova desticka)
a katodou (donorova desticka) a vlastni extrakce byla zahajena aplikaci napéti na
donorovou 1 akceptorovou fazi (ES 0300-0,45, Delta Elektronika BV, Zierikzee,
Nizozemi) a tfepanim vzorku pfi rychlosti 1050 ot/min. Extrakéni proud v systému EME
byl monitorovan pomoci Fluke 287 multimetru (Fluke, Everett, WA, USA). Stejn¢ jako
u PALME byl vysledny extrakt bud’ ihned analyzovan nebo pted analyzou jesté fedén
(1:4) 20mM kyselinou mraven¢i. Zatimco kazda jamka 96-jamkové akceptorové desticky
je uréena pro jedno pouziti, vodiva donorova desticka a vrchni vicko s elektrodami jsou
uréeny pro pouziti opakované. Pro prevenci pienosu, tzv. ,carry-over® efektu mezi
vzorky je nutno desticku dikladné umyt okamzité po uskute¢néné extrakci za pomoci
Milli-Q vody a ethanolu.

Pti optimalizaci extrakénich podminek bylo nejprve vybrano vhodné organické
rozpoustédlo pro SLM, tato optimalizace probihala pii extrakci ze standardniho vzorku
(100 ng/ml) bez matrice. Byla zkouSena nasledujici rozpoustédla: NPOE, NPOE s 10%
ptidavkem DEHP (m/m), DEHPi a NPOE v kombinace s DEHPi (v poméru 1:1, m/m).
Optimalizace dalSich parametri byla provedena z matrice MM. DalS§im optimalizovanym
parametrem bylo vloZené napéti (30-75 V). Nakonec byla testovana nejvhodnéjsi délka
extrakce, kdy byly analyty extrahovany v Sminutovych intervalech aZ do celkového ¢asu
30 min pfi rychlosti tfepani 1050 ot/min na zatizeni Vibramax 100 (Heidolph, Kellheim,

Némecko).
4.7 Validace

Metody PALME i EME nasledované UHPLC-MS/MS analyzou byly validovany
dle smérnice evropské lékové agentury (EMA) [47]. Do validace byly zahrnuty
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nasledujici parametry: selektivita, ptesnost, preciznost, vytéznost, linearita, nejnizsi limit
kvantifikace (LLOQ), matricové efekty a pfenos neboli ,.carry-over”. Do hodnoceni
validacnich parametrii byly zafazeny vSechny amfetaminy (AMF, MAMF a MDMA)
a vybrané nejcastéji vyskytované katinony (mefedron, methylon a MDPV).

4.7.1 Selektivita

Selektivita byla hodnocena analyzou blankové matrice MM, kde byly hodnoceny

signaly (odpovéd’ detektoru) v reten¢nich ¢asech analytli a vnitinich standardu.

4.7.2 Presnost a preciznost

Ptesnost byla kalkulovana jako procentudlni odchylka naméfené hodnoty od té
referencni. Preciznost je vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka (RSD) ziskanych
dat. Kratkodoba (within-run) i dlouhodoba (between-run) pfesnost a preciznost byly
hodnoceny z analyzy 5 vzorkil na 3 koncentra¢nich hladinach spikované matrice MM
(3; 30 a 300 ng/ml), které pokryvaji cely rozsah kalibra¢ni ptfimky. Dlouhodoba pfesnost

a preciznost byly hodnoceny ze 3 analyz ve 2 riznych dnech.

4.7.3 Vytéznost

Vytéznosti byly testovany na nizké (3 ng/ml), stfedni (30 ng/ml) a vysoké
(300 ng/ml) koncentracni hladin¢ kalibra¢niho rozsahu (n=6 pro kazdou hladinu).
Vytéznost byla vypocitana z poméru plochy piku blankové matrice MM spikované pred

a po extrakci.

4.7.4 Linearita (kalibracni piimky)

Linearita byla testovana v koncentraénim rozsahu 0,5 - 400 ng/ml (9 kalibra¢nich
bodi). Kalibra¢ni kiivky byly pfipraveny piidavkem standardli testovanych analyt
(2,5 ul) do blankové smésné matrice MM. Pro ziskdni nejvhodnéjSiho kalibra¢niho

modelu byla pouZita nevaZzend a vazena (1/x a 1/x?) linearni regrese.

4.7.5 Matricové efekty

ME byly hodnoceny ze 7 ruznych vzorkii matefského mléka na tfech
koncentra¢nich hladinach (0,3; 30 a 300 ng/ml). Tento parametr (vyjadien v %) byl
vypocitan z poméru plochy piku blankové matrice MM spikované po extrakci a z plochy
piku standardniho roztoku analytd. Byly hodnoceny individudlni matricové efekty pro
kazdou slouceninu a rovnéz matricové efekty normalizované na vnitini standard. Varia¢ni

koeficient pro individualni i normalizované ME by nemél piekrocit limit +15 %.
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4.7.6 Carry-over (pfenos)

Pro hodnoceni ptenosu byl po vzorcich o vysoké koncentraci analytli nastfikovan
vzorek Cistého rozpoustédla, ve kterém byl v retencnich ¢asech analyti hodnocen
ptipadny signal. Tento signal by nemél byt vyssi nez 20 % limitu kvantifikace a u IS vyssi
nez 5 %.

5 Vysledky a diskuze

5.1 UHPLC-MS/MS

Ptestoze byla pouzita MS detekce, bylo potfeba nékteré latky separovat, jelikoz jsou
isobarické, a navic poskytovaly velmi podobné fragmenty (bufedron vs mefedron,
separace a-PHP a pyrovaleronu. Co se ty¢e sloZeni mobilni faze, byl testovan ¢isty nebo
okyseleny acetonitril jako slozka B a déale byl optimalizovan vhodny gradient.
Optimalnich podminek bylo dosazeno za pouziti gradientu uvedeného na obrazku 12.
Souhrnné optimalni podminky UHPLC-MS/MS jsou shrnuty v tabulce 2
a reprezentativni chromatogram z matetského mléka po PALME extrakci je uveden na

obrazku 13.
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Obrazek 12: Gradientova eluce.
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Tabulka 2: Optimalni podminky metody UHPLC-MS/MS.

Podminky pro UHPLC separaci

Analyticka kolona kolona Luna Omega 1,6 um Polar C18 (100 % 2,1 mm)
Mobilni faze 0,1% FA a okys. ACN
Prutok 0,3 ml/min
Nastiik 3ul
Teplota — kolona 30 °C
Teplota — autosampler 10 °C
Podminky pro MS/MS
Teplota plynu 330 °C
Prttok plynu 6 ml/min
Nebulizér 25 psi
Teplota vyhievného plynu 400 °C
Pratok vyhievného plynu 11 /min
Kapilara — pozitivni mod 3000 V
Kapilara — negativni mod 3500 V
Napéti trysky — pozitivni mod ov
Napéti trysky — negativni mod 500V
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Obrazek 13: Reprezentativni chromatogram — hladina 0,5 ng/ml extrahovano z MM metodou PALME.
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5.2 Optimalizace PALME

Pro optimalizaci byly zvoleny 3 modelové analyty (AMF, MAMF, MDMA), zbylé
analyty (katinony) byly analyzovany s pouzitim finalnich podminek. Pii optimalizaci
jednotlivych parametri extrakce jsme vychézeli z publikace, jez byla zaméfena na
extrakci novych psychoaktivnich latek z plazmy [7]. Mezi zminénymi analyty bylo také
neékolik katinoni (methylon, pentedron, MDPV) a vzhledem k jejich strukturalni
podobnosti s amfetaminy jsme predpokladali obdobné extrakéni podminky. Vardal et al.
pouzili pro extrakci novych psychoaktivnich latek nasledujici podminky: SLM
DDA+TOA 1 %, 40mM NaOH jako donor, 20mM HCOOH jako akceptor, doba extrakce
120 min, intenzita tfepani 900 ot/min. V souvislosti se srovnatelnymi
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi (zejména log P a pKa) jsme pii optimalizaci pouzili
shodné slozeni donorového roztoku (40mM NaOH) a akceptorového roztoku (20mM

HCOOH).

5.2.1 Vybér SLM

Jednotliva organicka rozpoustédla pti optimalizaci SLM byla vybrana jednak na
zaklad¢ vyse zminéné publikace [7] (DDA a DHE), a dale jsme se, na zaklad¢ polarity
naSich analytil, rozhodli vyzkouset také DEHP1, ktery byl doposud studovany jen jako
rozpoustédlo pro polarnéjsi latky v metodé EME [69]. Pfi prvotnim vyvoji metody
PALME byly autory pozorovany problémy v souvislosti s nezddoucimi vazbami mezi
sloZzkami vzorku a PVDF membranou [60]. Tento jev byl ispéSné odstranén pfidanim
1 % TOA do organického rozpoustédla [7]. Z téchto diivodl byl do optimalizace zahrnut
1 1% ptidavek TOA do vSech ndmi zvolenych rozpoustédel. Co se tyce délky extrakce
jsme jako kompromis napfi¢ riznymi studiemi a také na zakladé naSich vlastnich
zkuSenosti zvolili 60minutovy interval. Na por6zni filtr kazdé jamky byly pipetovany 3 ul
rozpoustédla, tento objem byl zvolen na zéklad¢ ptedchozich zkuSenosti s PALME a dale
jiz nebyl optimalizovan [61].

Nejlepsi vytéznosti vSech testovanych amfetamint bylo dosazeno pti pouziti DHE
s ptidavkem TOA a cisttho DEHPi. Srovnatelnd vytéZznost MAMF a MDMA byla
pozorovana rovnéz u DDA s pfidavkem TOA, ovSem vytéZznost AMF byla v porovnani
s predchozimi rozpoustédly nizsi. Z obrazku 14 je patrné, ze ptidavek TOA do DDA ¢i
DHE vyrazné zlepsil vytéznost amfetamind, zatimco v piipadé DEHPi byly vytéznosti
srovnatelné s ¢istym rozpoustédlem. Pro dalsi optimalizaci byly pouZzity DHE s 1 % TOA

a Cisty DEHPi. Na zakladé nasledné extrakce provedené z matrice mateiského mléka
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(Obrazek 15), s ohledem na vytéznost a varia¢ni koeficient, byl jako SLM vybran DHE s 1%
pridavkem TOA.
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Obrazek 14: VytéZnost pro jednotlivé SLM z pufru.
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Obrazek 15: Vytéznost pro DHE+TOA a DEHPi z mateiského mléka.

5.2.2 Ptidavek methanolu do donorové faze

Jak je patrné z obrazku 15, vytéznosti z matetského mléka byly pro testované
amfetaminy (zejména pro AMF) niz$i nez pii extrakci z vodného vzorku bez matrice
(Obrazek 14). Podobny trend pozorovali i Ho et al. v pfipadé extrakce bazickych latek
(amfetamin, petidin, promethazin, metadon a haloperidol) z plazmy, kde sniZeni extrakce
bylo pravdépodobné zplisobeno vazbou analytti na slozky matrice [70]. Pro rozruseni
téchto (hydrofobnich a iontovych) vazeb ptidali do donorové faze MeOH, coz vedlo
k podstatnému zvyseni vytéznosti (srovnatelnych s extrakci z vody).

BohuZel v naSem ptipadé ptidani 12 % methanolu nevedlo ke zvySeni vytéZnosti

testovanych amfetaminii a vys$s$i koncentrace MeOH nebylo moZné pouzit, jelikoz

zpusobovala unik SLM do donorové faze.
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5.2.3 Zvyseni kyselosti akceptorové faze

Hodnota pH akceptorové faze by méla byt idealné nastavena tak, aby byly vSechny
analyty vysoce ionizované, a tudiz zde nebyla hrozba zpétné difuze do fdze donorové.
Pilotni nastaveni pH bylo pfi pouziti 20mM kyseliny mravenci 2,74 a ptestoze by pfi
tomto pH mély byt vSechny testované analyty 100 % ionizovany, rozhodli jsme se
vyzkouset i kyselejsi prostiedi za pouziti 10mM kyseliny chlorovodikové s finalnim pH
akceptoru 2,0. Pfi pouziti 10mM HCI vsak bylo dosazeno spiSe nizSich extrak¢nich

vytéznosti, tudiz byla pro dalsi extrakce pouzivana 20mM HCOOH.

5.2.4 Doba extrakce

Nakonec byla optimalizovana délka extrakce, kdy vytéznosti byly méteny po 20,
30, 45, 60 a 90 minutach. Jak vyplyva z obrazku 16, je vytéznost srovnatelnd pii 45
a 60minutové délce extrakce. Vzhledem k analytu AMF, ktery mél nejmensi vytéznost,

jez se s ptibyvajicim ¢asem zvySovala, byl extrakcni ¢as stanoven na 50 minut.
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Obrazek 16: Doba extrakce - PALME.
Pti finalnich podminkach PALME byly amfetaminy extrahovany ze 125 ul MM,

jez bylo v donorové jamce smichano se 125 ul 40mM NaOH (pH 12,6). Jako SLM bylo
pouzito DHE s 1 % TOA (3 pl) a akceptorova faze byla tvofena 100 pl 20mM kyseliny
mraven¢i (pH 2,74). Extrakce probihala pii tfepani 950 ot/min po dobu 50 minut.
Z divodu linearniho dynamického rozsahu pfistroje byl vysledny extrakt pted analyzou
fedén 20mM kyselinou mravenc¢i v poméru 1:4.

S ohledem na variabilitu sloZzeni matefského mléka v pribcéhu laktacniho obdobi
jsme hodnotili vytéznost nejen ze smésné matrice, ale také z 5 riiznych vzorki MM

ziskanych v rozmezi 1 mésice az po 16 mésicti od zacatku laktace. Extrakéni vytéznost
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z riznych matric byla srovnatelnd a relativni odchylka mezi vytéZznosti byla méné nez

5 %. Vzhledem k tomu bylo ve vSech experimentech pouzivano mléko smésné.
5.3 Optimalizace EME

Stejn¢ jako u PALME byly extrakéni podminky EME optimalizované na
3 zvolenych analytech — AMF, MAMF a MDMA. Vzhledem k optimalizovanym
podminkam PALME, byla jako donorovy 1 akceptorovy roztok zvolena 20mM kyselina
mravenci a tento parametr nebyl dale optimalizovan. Stejn¢ tak intenzita tfepani nebyla
optimalizovédna a bylo pouzito 1050 ot/min na zéklad¢ piedchozich zkuSenosti s touto

extrakéni metodou.

5.3.1 Vybér SLM
Co se tyce volby organického rozpoustédla pro SLM, jsme jako prvni zvolili NPOE,

jakozto nejcastéji pouzivané rozpoustédlo pii extrakci bazickych latek [64]. Stejné jako
u PALME jsme 1 zde, vzhledem k mirné polarit¢ naSich analytd, vyzkouSeli pouziti
¢ist¢tho DEHPi [69]. Pro dalsi zvySeni vytéZznosti polarnich latek bylo v nékolika studiich
uspesné vyzkouseno také pridani ion parového prenasece DEHP do NPOE, a to v rozmezi
5-25 % tohoto aditiva. Pro na$ experiment jsme zvolili 10% ptidavek DEHP do NPOE
[67]. Pro vybér optimalniho organického rozpoustédla byla provedena extrakce
sledovanych latek z vodného standardu bez matrice s délkou extrakce nastavenou na
25 minut.

Pti extrakci s ¢istym NPOE bylo dosazeno skvélych vytéznosti zejména pro MAMF
a MDMA. Naproti tomu ptidavek pfenase¢e DEHP do tohoto rozpoustédla vedl k poklesu
vytéznosti. Tato skute€nost byla jiZ pozorovana pii extrakci jinych analytl z plazmy [71].
Tento jev mlZe byt zplisoben tim, Ze testované analyty, jez nesou kladny naboj mohou
byt zadrzovany v SLM diky negativnimu naboji DEHP (na zakladé iontovych interakci).
Jak mizeme vidét v obrazku 17, jsou zde zaznamenany vyborné vysledky nejen pfi
pouziti ¢isttho NPOE ale i u DEHP1, kdy v pfipadé NPOE byla vytéZnost témét 100%
pro MAMF a MDMA, zatimco u DEHP1 témét 100% pro AMF.
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Obrazek 17: VytéZnost pro jednotlivé SLM z pufru.
Na zdkladé¢ téchto pozorovani jsme vyzkouSeli kombinaci téchto dvou
rozpoustédel v poméru 1:1, coz vedlo knejlepsSim dosazenym vysledkim, viz

Obrazek 18.
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Obrazek 18: VytéZnost pro NPOE+DEHPi (1:1) z pufru.

5.3.2 Optimalizace napéti

Vzhledem k pfedpokladim, Ze ¢im vySSi napéti je aplikovano, tim vyssi je
vytéznost extrakce, jsme se snazili pouzit co nejvyssiho napéti, ale zaroven bylo potieba,
aby byl proud, ktery je systétmem generovan, mens$i nez 50 pA/jamka
z diivodu nésledného rizika elektrolyzy a nestability systému [69]. Vzhledem k tomu, ze
sloZzeni SLM ma znac¢ny vliv na velikost generovaného proudu, bylo nutné tento parametr
optimalizovat pro kazdé¢ testované organické rozpoustédlo. Naptiklad v ptipadé€ Cistého
NPOE bylo mozné pouzit napéti 75 V, avSak vybrana smés rozpoustédel NPOE+DEHP1

Jiz pti 40 V generovala proud vyssi nez 50 pA, a navic proud s pribéhem casu dale
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stoupal, coz poukazovalo na nestabilitu systému. Pro zachovani stability systému bylo

tedy nutné napéti snizit na optimalni hodnotu, kterou bylo 30 V.

5.3.3 Optimalizace Casu

Jako posledni optimalizovany parametr byl extrakéni ¢as. Vzhledem k tomu, ze
byla EME zavedena i pro urychleni piedchézejici HF-LPME techniky, byly do tohoto
experimentu zvoleny kratsi ¢asy nez u metody PALME [6]. Vytéznosti z matrice MM
byly méteny po 5 minutach az do celkového ¢asu 30 minut. VytéZznosti vSech testovanych
analytll se zvySovaly s délkou extrak¢niho Casu a ustélily se pti 20 az 25minutovém

intervalu (viz Obréazek 19). Proto byla jako findlni délka extrakce zvolena 20minutova.
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Obrazek 19: Doba extrakce z mléka — EME.

V souvislosti s vySe uvedenymi experimenty jsme u metody EME zvolili
nasledujici podminky. Analyty byly extrahovany ze 125 pul MM, jeZ bylo smiseno se
110 ul 20mM kyseliny mravenéi v donorové jamce, SLM tvofenou smési NPOE
a DEHPi (1:1, m/m, 3 ul) do 100 pl akceptorové faze tvofené 20mM kyselinou mravenci.

Extrakce probihala 20 minut pfi konstantnim napéti 30 V a tfepani pii 1050 ot/min.

5.4 Validace

5.4.1 Selektivita

Odpovidajici selektivita byla potvrzena, jelikoz plochy detekované v retencnich
Casech analytll ¢i wvnitfnich standardii v blankovém vzorku MM spliovaly limity

predepsané EMA [47].
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5.4.2 VytéZznost

U metody PALME se extrakcni vytéznost pohybovala u prvni hladiny v rozmezi od
50-85 %, u druh¢ hladiny od 47-89 % a u tteti od 50-90 % pro zvolené analyty. U metody
EME byly namétené vytéznosti podstatné vyssi a to od 84-91 % pro prvni koncentracni
hladinu, od 88-94 % pro druhou a 81-87 % pro tfeti. Grafické zndzornéni vSech ziskanych

vysledki je uvedeno v obrazku 20.
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Obrazek 20: Vytéznosti u metod PALME a EME pro 3 koncentra¢ni hladiny, a) 0,3 ng/ml; b) 30 ng/ml;
¢) 300 ng/ml.

Z tohoto grafického znazornéni miZeme pozorovat, Ze ziskané vytéZnosti jsou
u vétSiny analyt ve vSech koncentracnich hladinidch vyssi u EME nez u PALME.
Pravdépodobné to souvisi s odlisSnym a efektivnéjSim mechanismem prostupu analytt
skrz SLM u metody EME (elektrokinetickd migrace) nez u metody PALME (pasivni
difuze). Navic EME potiebuje pro ziskdni dobrych vytéznosti kratsi cas (20 min) nez
u metody PALME (50 min), coz odpovida pozorovani jinymi autory [72, 73]. V mensi
mife mizeme u metody EME pozorovat snizené vytéznosti se stoupajici koncentracni
hladinou, coz bylo dfive zaznamenano i v jiné studii zaméfené na porovnani metod EME

a PALME. Tato skute¢nost neni dosud uspokojiveé vysvétlena [72].
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5.4.3 Ptesnost a preciznost

Jak mizeme vidét v tabulce 3, kratkodoba i dlouhodoba ptesnost a preciznost
odpovidaly danym kritériim smérnice EMA [47] (naméfené hodnoty se pohybovaly
v rozmezi + 15 %).

Tabulka 3: Hodnoty preciznosti a presnosti vybranych analyta v MM (n = 5).

Kratkodoba Dlouhodoba
Analyt Koncentrace Ptesnost Preciznost Ptesnost Preciznost
(ng/ml) (%) (R.S.D.) (%) (R.S.D.)
0,3 98,7 2,9 95,4 6,5
AMF 30 90,5 4,5 93,5 6,0
300 93,9 3,5 94,6 2,3
0,3 98,4 2,2 100,5 2,5
MAMF 30 93,8 4,1 94,9 4,9
300 90,1 2,6 91,6 2,6
0,3 98,4 2,5 100,9 3,6
MDMA 30 95,0 4,1 95,9 4,4
300 91,6 24 92,6 3,0
0,3 105,4 2,7 103,4 32
METH 30 100,8 4,7 95,9 5,6
300 94,7 2,5 96,7 3,1
0,3 108,2 2,1 103,3 2,7
MDPV 30 1074 3,6 106,1 43
300 97.4 3,1 97,2 4,8
0,3 104,7 1,4 102,3 3,6
MEPH 30 99,7 4,2 104,6 4,3
300 95,6 2,7 99,2 4,6

AMF — amfetamin, MAMF — metamfetamin, MDMA — 3,4-methylendioxy-N-metamfetamin, METH — methylon,
MDPV — methylendioxypyrovaleron, MEPH - mefedron
5.4.4 Linearita (kalibra¢ni ptimky)

Ob¢ metody byly linearni v koncentracnim rozsahu (0,5-400 ng/ml). Ziskané
kalibra¢ni body jsou prolozené linearni regresni kiivkou s véazenim 1/x*. Grafické
znazornéni kalibracnich kiivek ziskanych po extrakéni metodé PALME jsou uvedeny
v obrazku 21. Kalibraéni kiivky po metodé¢ EME byly velmi blizké témto kiivkam, a tak
neni jejich grafické zobrazeni vloZeno. Determinaéni koeficienty R? byly u obou metod
vys§i nez 0,993 pro vSechny testované analyty. NejnizS$i bod kalibracni piimky

(0,5 ng/ml) predstavuje zaroven nejnizsi limitni hodnotu kvantifikace (LLOQ).
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Obrazek 21: Kalibraé¢ni kiivky ziskané po extrakéni metodé PALME.

5.4.5 Matricové efekty

U obou metod byly hodnoty absolutnich ME stejné jako hodnoty ME
normalizovanych na vnitini standard £15 %. V ptipadé€ normalizovanych hodnot ME byl
varia¢ni koeficient (RSD) u obou metod mensi nez 8 %, coz spliluje podminky EMA [47].
Srovnani absolutnich hodnot ME v pfipadé obou extrakénich metod je uvedeno

v obrazku 22.
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Obrazek 22: Matricové efekty.

5.4.6 Carry-over efekt (pienos)

V ¢istém rozpousteédle nastiiknutém po vzorku s vysokou koncentraci analytti nebyl

zaznamenan zadny signal v retencnich ¢asech téchto analyti.
5.5 Realné vzorky a vzorky s neznamou koncentraci

Pro ovéteni prakticke pouzitelnosti metod PALME a EME byly na zavér provedeny
analyzy kontrolnich (s neznamou koncentraci) a realnych vzorkli. VSechny namétené
hodnoty u vzorkil s neznamou koncentraci se pohybovaly v porovnani s témi pridanymi
v rozmezi = 15 % kromé& 4 hodnot u EME a 3 hodnot u PALME (£ 20 %) a 1 hodnoty
u obou metod, kde byla odchylka =+ 30 % (vzorek ¢. 5, methylon).

V Zadném ze 6 testovanych realnych vzorkli jsme z celkovych 14 vybranych
katinonli nedetekovali ani jeden a pouze 2 vzorky byly pozitivhi na testované
amfetaminy, konkrétné na AMF a MAMF. Zatimco v jednom pozitivnim vzorku jsme se
pohybovali ve velmi nizkych koncentracich (< 5 ng/ml), ve druhém bylo detekovano vice
nez 300 ng/ml MAMF a cca 80 ng/ml AMF. Koncentrace, jez byly stanoveny

v extraktech po EME ¢i PALME u kontrolnich i realnych vzorkll jsou srovnatelné

(viz tabulky 4 a 5).
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Tabulka 4: Naméiené koncentrace u kontrolnich vzorki s neznamou koncentraci pro vybrané

analyty.
¢ [ng/ml] AMF MAMF MDMA METH MEPH MDPV
Pridana 50 200 30 350 20 150
EME 51,9+0,3 191 +2,8 355+0,9 363,3+24,5 21,1+1.8 160,7 + 5,8
Vzorek &. 1 (104 %) (96 %) (118 %) (104 %) (105 %) (107 %)
PALME 49,1+25 193,5+6,4 344+1,8 327,3+21,1 21,0£0,9 168,079
(98 %) (97 %) (115 %) (94 %) (105 %) (112 %)
Pfidana 125 150 160 15 440 475
EME 118,7+3,5 133,014 147,7+ 0,6 16,5+7.8 383,7+1,5 468,7+ 4,5
Vzorek &2 (95 %) (89 %) (92 %) (110 %) (87 %) (99 %)
PALME 119,0 £ 4,6 136,5+2,1 147,0 + 8,0 16,0+ 1,1 407,3 £8,7 509,3 £24,6
(95 %) 91 %) (92 %) (106 %) (93 %) (107 %)
Pfidana 400 75 200 1000 75 45
EME 344,0 +20,7 75,0+ 1,9 190,3+64 | 1116,7+90,2 69.8+2.8 46,5+ 13
Vzorek & 3 (86 %) (100 %) (95 %) (112 %) (93 %) (103 %)
PALME 341,0+ 10,6 66,7+ 1,5 189,7+3,1 | 1040,0 +10,0 72,6+15 50,1+ 1,0
(85 %) (89 %) (95 %) (104 %) (97 %) (111 %)
Pfidana 250 300 70 80 5 110
EME 207,3+3,8 246,5+0,7 62,3+0,7 79,3 +£6,9 41+0.2 113,3+3,5
Vzorek & 4 (83 %) (82 %) (89 %) (99 %) (82 %) (103 %)
PALME 202,3+4,6 | 2555+10,6 | 61,8+0,7 75,6 4,1 39+0 119,7+2,5
(81 %) (85 %) (88 %) (95 %) (79 %) (109 %)
Pfidana 75 15 300 5 600 300
EME 64,3+2,1 149+0,8 261,3+17,9 3,7+0,5 511,7+24,5 | 292,0+14,7
Vzorek & 5 (86 %) (99 %) (87 %) (74 %) (85 %) (97 %)
PALME 63,629 11,84£2,0 | 262,0+4,0 3,5+0,2 546,0 2,0 317,0+3,0
(85 %) (79 %) (87 %) (70 %) (91 %) (106 %)

Znazornéna procenta jsou odchylka od Pridané koncentrace.
AMF-amfetamin, MAMF-metamfetamin, MDMA-3,4-methylendioxy-N-metamfetamin, METH-methylon,
MEPH-mefedron, MDPV- methylendioxypyrovaleron.

Tabulka 5: Namérené koncentrace realnych vzorkiu pro vybrané analyty.

¢ [ng/ml] AMF MAMF MDMA METH MEPH MDPV
Vzorek &.1 | EME 79,2 3313 n.d. n.d. n.d. n.d.
PALME
75,2 332,0 n.d. n.d. n.d. n.d.
Vzorek &. 5 EME
1,0 4,1 n.d. n.d. n.d. n.d.
PALME
1,0 4,0 n.d. n.d. n.d. n.d.

AMF-amfetamin, MAMF-metamfetamin, MDMA-3,4-methylendioxy-N-metamfetamin, METH-methylon,

MEPH-mefedron, MDPV- methylendioxypyrovaleron, n.d. - nedetekovino
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6 Zavér

V této préci byly pro stanoveni amfetaminti v mateiském mléce poprvé pouzity
mikroextrakéni techniky PALME a EME. Experimentdlni podminky téchto metod byly
optimalizovany ve smyslu vybéru vhodného SLM, sloZeni donorové a akceptorové faze,
délky extrakce a u EME rovnéz velikosti vlozeného napéti. Nejvyssich vytéznosti bylo
umetody PALME dosazeno s DHE s 1% pifidavkem TOA jako organickym
rozpoustédlem pro SLM a u EME byla zvolena kombinace NPOE s DEHPi. Extrakce
byly nasledovany analyzou akceptorové faze za pomoci metody UHPLC-MS/MS a cely
tento proces byl poté validovan. Obé metody poskytly relativné rychlou a G¢innou tipravu
vzorkl a byly rovnéz aplikovany na kontrolni a redlné vzorky pro ovétent jejich praktické
pouzitelnosti. Ob&é metody poskytly spolehlivé a srovnatelné vysledky. EME nabizi
rychlou a ucinnou extrakci s dobrym piecisténim vzorku, nicméné jeji limitaci zstava
fakt, Ze potfebné vybaveni pro extrakci neni komeréné dostupné. Naproti tomu PALME,
jez rovnéz nabizi skvélé precisSténi vzorku a obstojné vytéznosti je diky své komeréni

dostupnosti snaze aplikovatelnéd do rutinnich laboratoti, vyZaduje ale delsi extrakéni Cas.
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