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1 Teoreticka c¢ast

1.1 Uvod

Navykové, téz psychotropni, latky, jsou substance, které cilen¢ ovliviiuji fyziologické
chovani organismu tim, ze pisobi v drtivé vétSin€ na receptory, ptipadné na iontové kanalky,
a vyvolavaji tak zmény kognitivnich a behavioralnich funkci mozku. Ve vétSin¢ ptipada
navozuji zvySeni poctu danych receptorti nebo alterace jejich funkci, ¢imz rozviji toleranci
pro danou latku nebo i ablizus a zavislost na dané noxe. Navykovost latek je schopnost
chemickych latek zplisobovat v organismu zmény, jez se projevuji zvySenim nebo snizenim
poctu receptorl, popt. jejich zménou nebo zménou metabolickych drah. V neposledni fadé

se navykovost projevuje zménou psychického vnimani daného ¢lovéka [1].

Derivaty navykovych latek jsou ale nedilnou soucésti lécebného arzenalu fady
medicinskych oborl s vyuzitim predevSim v 1é€bé chronickych bolesti nebo jako soucast
analgosedace a v neposledni fad¢ recentné, a to v terapii fady neurologickych a psychiatrickych
onemocnéni. Nejcastéji se ndvykové latky rozdé€luji z pohledu legalnosti, stupné afinity
k rozvoji zavislosti a taktéz na latky ptirodniho nebo syntetického pivodu. Mezi psychotropni
latky s relativné nizkou navykovosti jsou zafazovany napt. kanabinoidy. Do skupiny vysoce
navykovych latek, schopnych vyvolat zévislost jiz po prvni davce, se fadi naptiklad heroin,
kokain nebo nové pozorované kombinace s cenové podstatné levnéjSim furanylfentanylem,
jehoz smiseni s heroinem vede ke zvySeni omamného ucinku drogy a zaroven zvySeni ziskl
daného distributora. Dale lze tfidit xenobiotika podle toho, zda jsou dané¢ latky ptirodniho nebo

syntetického pavodu [1].

1.2 Farmakologie

Pfedmétem zkoumani védniho oboru farmakologie je strukturdlni charakteristika
a metabolismus latek s i¢inkem na Zivé organismy a jejich exkrece. Obor se obecné rozdéluje
na farmakokinetiku, kterd popisuje reakce organismu na dané xenobiotikum,

a na farmakodynamiku, ktera naopak popisuje ptisobeni xenobiotik na organismus [2, 3].



1.2.1 Farmakokinetika

Farmakologie popisuje a zkouma biologicky aktivni latky z hlediska dynamickych déja,
ato od jejich podani, pisobeni az k exkreci z organismu. Prinik xenobiotik do organismu
a jejich nasledna farmakologicka aktivita zavisi pfedevsim na jejich fyzikalné-chemickych
vlastnostech, misté jejich absorpce do organismu a na charakteristice kontaktu s cilovou
strukturou, ktery nejéastéji probiha skrze prislusny receptor podané latky. Zmény biologické
aktivity organismu jsou podminény vektorovym ovlivnénim piislusSnych metabolickych
kaskad, jez jsou spoustény modulaci aktivity takto aktivovaného receptoru. Poté nasleduje

postupné vymizeni aktivity podané latky a jeji exkrece z organismu [1, 3, 4].

Vstiebavani xenobiotika do organismu — efektivita a rychlost pisobeni — jsou uréeny
zejména misty pruniku z mista podani do krevniho ob&hu smérem Kk cilové struktuie
v organismu. Rychlost absorpce zavisi na zptisobu a misté podani. Cim je dané misto
prokrvengjsi, tim rychleji se dana latka dostavd do ob&hu. Zptisoby vstupu latky do organismu

jsou peroralni, inhala¢ni, per rektalni a injek¢éni — subkutanni nebo intraveno6zni [4, 5].

Distribuce daného xenobiotika v organismu zavisi na struktuie, molarni hmotnosti
a rozdélovacim koeficientu mezi lipofilni a lipofébni fazi. Tyto vlastnosti ovliviiuji zptisoby
pruniku xenobiotika spontdnnim transmembranovym prinikem nebo nékterym z transportnich
mechanismu. Buiiky jsou ohrani¢eny lipidovou dvojvrstvou, do niZ jsou vsazeny membranové
bilkoviny, které vytvari specifické struktury zajistujici selektivni priichod pouze latkam
ur¢itého typu anebo vytvareji komplikované kanalikularni struktury pro transport podané
molekuly intracelularné. S tim souvisi biologicka dostupnost neboli vztah udéavajici procentové

zastoupeni z celkové podané davky, které se dostane do organismu a vyvola efekt [6, 7].

K zakladnim mechanismim pronikani xenobiotik do organismu patii pasivni difuze,
usnadnéna difuze, zpusoby aktivniho transportu biologickou membranou a endocytoza.
Endocytoza je proces vchlipeni vétsich molekul pies biomembrany — tento transport je uréen

zejména pro distribuci cilenych 1&¢iv [8, 9].

Pasivni difuze, kterd k transportu nevyZaduje energii, umoznuje prinik molekul
membranou do nitra buné€k dle koncentracniho gradientu. Uplatiiuje se u neionizovanych forem
xenobiotik, jez maji dostatecné¢ vysokou lipofilni charakteristiku a molarni hmotnost
do 150 Da. Latky svétsi molarni hmotnosti mohou membranami pronikat pouze
za predpokladu, Ze jsou dostatecné lipofilni. Takto mohou difundovat latky jako kyslik, voda,

oxid uhli¢ity, baze, popf. kyseliny, u nichz je postup zna¢né¢ omezen s ohledem na jejich
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disociacni stupen. Latky kyselejsiho charakteru se vstiebavaji zpravidla v zaludku, bazické

latky naopak ve stievech [5, 10].

Usnadnéna difuze umoznuje pfendset latky s nizkym rozdélovacim koeficientem
a dobrou rozpustnosti ve vod¢. Tento druh transportu je zprostiedkovan tzv. pfenaSeCi —
»carriers®. Vznikly komplex carrier—xenobiotikum tak snadno pronika bunéénou membranou

a po nasledné disociaci komplexu vyvolava podana latka pfislusny ucinek [4, 5, 10].

Aktivni transport se podobd usnadnéné difuzi, ale prostup semipermeabilni bunéénou
membranou probihé proti koncentra¢nimu gradientu a elektrochemickému potencialu. Stava

se energeticky narocnym a je nutné dodavat energii $tépenim ATP [4, 10, 11].

Piedposlednimi a poslednimi fazemi pfitomnosti xenobiotik v organismu jsou
eliminace aexkrece. Eliminaci jsou xenobiotika metabolizovana metabolickymi drahami
na biologicky neaktivni produkty, a tak je ukonceno jejich biologické plisobeni, jez vede
ke zménam kognitivniho a behavioralniho chovani v ramci organismu. Zavadi se tzv. polocas
eliminace — veli¢ina poukazujici na sniZzeni piivodni hodnoty koncentrace na jeji polovinu.
Eliminace je provadéna tzv. biotransformaci neboli déjem, pfi kterém organismus pozmeénuje
strukturu ptivodné nepolarnich latek na poldrni za ucelem jejich lepsi exkrece z tcla.
Biotransformace je ovlivnéna fenotypem, zdravotnim stavem a vékem daného jednotlivce [4,

6, 12, 13].

V nekterych piipadech dochéazi v téle po podani exogennich latek k tzv. first pass
efektu, kdy je xenobiotikum pted proniknutim do krevniho systému ¢éste¢né metabolizovano.
Tento efekt probiha zejména v jatrech, plicich nebo stfevech. U vétSiny xenobiotik dochazi
k biodegradaci, mén¢ Casty je vyskyt ptipadd, kdy se bioaktivita xenobiotika po metabolismu
zvysi. Takové substance nazyvame proléCiva. Biotransformace zahrnuje dvé faze,
. faze biotransformace je proces, pii kterém jsou xenobiotika redukovana, hydrolyzovana nebo
oxidovéana za ucelem zvySeni jejich polarity. V ramci této faze dochazi ke zméné toxicity
metabolizované latky, jez se obvykle snizuje; v drtivé vétSin€ jsou tyto latky enzymaticky
katalyzovany jaternim enzymem CYP450 a jeho izoformami. Ve II. fazi biotransformace
dochazi ke konjugaci vzniklého metabolitu z biotransformace 1. faze. NejcastéjSim
konjuga¢nim c¢inidlem byva kyselina glukuronovd, jez vznikd z glukézy. Tato reakce
je katalyzovana UDP-glukuronosyltransferasou, kde se metabolit z I. faze biotransformace
vaze pres etherovou nebo esterovou vazbu na kyselinu glukuronovou. Vysledny metabolit neni
schopny opétovného vstiebavani a je jatry vyloucen z téla. Posledni fazi pfitomnosti xenobiotik
v téle je exkrece, tedy vylucovani vzniklych produktii metabolismu z organismu. Probiha
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na zéklad¢ jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti. Hlavni podil exkrece probiha v ledvinach,
minoritné probiha za pomoci plic, kdy jsou latky vydechovany, déale pak slinami a potem. Jatra
jsou pii exkreci ovlivnéna hepatocyty, zejména jejich enzymovou vybavou, ktera byva
nejéastéji geneticky piedana, dale je urcujici prokrveni jater, staii a pohlavi dané osoby [14-

16].

1.2.2 Farmakodynamika

Védni obor farmakodynamika zkoumé pilisobeni aktivnich farmaceutickych substanci
na organismus. Mechanismy osudu léCiva a jim vyvolané zmény jsou specifické nebo
nespecifické. Nespecificky U¢inek xenobiotik se zakldda na jejich fyzikadlné-chemickych
vlastnostech, pfedevsim na acidobazickych, osmotickych a oxida¢né-redukénich rovnovahach.
Specificky ucinek je, dle teorie ,,zamku a kli¢e®, vyvolavan jedine¢nou vazbou xenobiotika
a receptoru. Xenobiotikum musi mit k dosazeni biologického Gc¢inku adekvatni molekularni
strukturu, jez odpovida konfiguraci dan¢ho receptoru. Takova vazba nasledné méni iontovy tok
kanalikularniho oddilu vazebného mista anebo aktivuje pfislusSnou enzymatickou kaskadu
pfimym ¢i nepfimym zpisobem, a to cestou tzv. druhych posld. Bilkovinné molekuly
cytoplazmatické membrany nebo bunécéného jadra slouZzi jako receptory. Interakce specifické
molekuly s vazebnym oddilem receptoru miize vyvolat i u€inky nezadouci, jez jsou definovany
vlastnosti rozhodujici o uUCinnosti xenobiotika patii schopnost vazby molekuly a daného

receptoru, tzv. afinita molekuly a vnitini aktivita [4, 5, 17, 18].

Obecné byva uvadéno, Ze antagonisté maji vyrazné vyssi afinitu nez agonisté. Vnitini
aktivita oznacuje kvantitativni a pfimo umérnou schopnost dané molekuly pro vyvolani
receptorovych zmeén s nadslednou biologickou odezvou. Podle vnitinich aktivit rozdélujeme
xenobiotika na Uplné nebo parcidlni antagonisty a agonisty. Parcialni agonisté/antagonisté jsou
xenobiotika vyvolavajici v zavislosti na vnitini afinit¢ mensi U¢inek nez jejich varianty s plnym
ucinkem (obrazek €. 1). K vyvolani shodného efektu, tedy k vyvolani shodného biologického
ucinku, je v pfipadé parcialnich forem xenobiotik nutno podat organismu mnohem vétsi davku

[19, 20].
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Obrazek 1-Grafické znazornéni rozdilit mezi plnymi a parcialnimi agonisty [19]

Antagonisté — latky, které zpravidla nevyvolavaji ucinek, jelikoz se jejich vnitini
aktivita pfiblizuje nulovym hodnotam — tedy pouze inhibuji vazbu agonisty na dany receptor.
Antagonisty délime na dva typy podle druhu kompetence na daném receptoru. Prvnim typem
je tzv. kompetitivni antagonista s reverzibilni vazbou na receptor a zpravidla nulovou vnitini
afinitou. Kompetence je v tomto piipadé zavisla na koncentraci antagonistl a agonistti v daném
systému. Jsou-li Vv systému zastoupeni i tito kompetitivni antagonisté, je pro dosazeni
adekvatniho biologického ucinku nutno zvysit koncentraci agonisti v zavislosti na afinité
danych xenobiotik. Druhym typem je tzv. nekompetitivni antagonista, jenZ se vaZe na receptor

ireverzibilng, pti¢emz zpusobuje jeho nezvratnou blokaci [17, 20, 21].

V neposledni fadé je nutné dbat na terapeuticky index. Jedna se o pomér davky
xenobiotika, ktery je schopny vyvolat intoxikaci organismu (TDsp) K minimalni efektivni davce
(EDso). Cim ma dané xenobiotikum mensi terapeuticky index, tim se stiva rizikov&jsim
k pfedavkovani. V minulosti byly pravé napf. barbituraty nahrazeny modernéjSimi
benzodiazepiny, které maji vétsi terapeuticky index, udava se, Ze diazepam ma terapeuticky
index 100. Latky s velmi nizkym terapeutickym indexem, napt. warfarin, je nutno monitorovat
pro dosazeni 1éCebné davky a soucasné ochrany daného uzivatele pied intoxikaci [1, 2, 4, 16,
22].



1.3 Opioidy

Opioidy jsou latky, jez se vdZzou na opiodni receptory. Jsou déleny na pfirodni, k nimz se fadi
napi. morfin nebo kodein; semisyntetické a syntetické, kam spadaji latky typu fentanyl a jeho
derivaty, nebo napi. tramadol aj. Obecnou vlastnosti t€chto xenobiotik je, Ze S rostoucim ¢asem
taktéz nariista tolerance s nutnosti navysovat davky pro vyvolani zaddouciho tc¢inku, at’ uz dana
osoba zneuzivd néktery z opiodnich derivatl v rdmci abusu, nebo jsou tyto latky uzivany
pro analgetizaci nebo analgosedaci. Distribuce opioidi je zprostiedkovana vazanim
na plasmatické proteiny, zejména albumin a y-globulin. Opioidy jsou problematické tim,
ze prechazeji pres hematoencefalickou bariéru, ktera odd¢luje krev mozku od ostatniho téla,
a tim slouzi jako ochranna bariéra mozku. Z diivodu vysoké lipofility jsou opioidy schopny
proniknout do mozku, kde vyvolavaji u€inky. Nasledujici podkapitoly pfiblizi pouze vybrané
opioidy, napft. prave ty nejbéznéjsi pouzivané k terapii pii odvykani, ptipadné pii piedavkovani,
— inhibitory opiodnich receptorti, napf. naloxon. Naloxon, opiodni antagonista s nejvyssi
afinitou na p-receptory, vsak zaroven blokuje o-receptory a k-receptory. Latky nize uvedené

spadaji do kategorie ,,vysoce potentni navykové latky kategorie I1.“ dle FDA [2, 7, 16].

Nékteré opioidy mohou vyvolat tzv. serotoninovy syndrom. Jednd se o zvySenou
hladinu téchto neurotransmiteri v disledku zvySené syntézy a aktivace ptisluSnych receptorti
a naslednou inhibici zpétné absorpce serotoninu, prestoze opioidy nejsou klasifikovany jako
SSRI. Tento syndrom se projevuje zvysenou télesnou teplotou, kterda mize dosdhnout az 41 °C,;
dal§imi ptiznaky jsou zrychlené reflexy, tremor, dilatované pupily, poceni a zvySené agresivni
chovani. V sou€asné dob¢ neexistuje specificky test na tento syndrom. VSechny latky studované

této praci patii do druhé kategorie kontrolovanych latek [23].

1.3.1 Fentanyl

V piipad¢ fentanylu se jednd o opioid anilinového typu (obrazek &. 2), ktery se vyuziva
pfedev§im v medicin¢ jako analgetikum a jako soucast anestezie, zejména pii pokrocilém
nadorovém onemocnéni, kdy samotny morfin neni dostacujici, napf. pti podavani cytostatik
jako paclitaxel. V Siroké mife pfibyva jeho zneuzivani, a to jako potentniho narkotického
analgetika. Z divodu své vysoké lipofility prochazi snadno pies semipermeabilni bunécné

membrany. Udava se, Ze jeho biologicka dostupnost je 92 %. Vykazuje rychly narist a¢innosti,



ta ma ale velmi kratkou dobu. Piehled zakladnich fyzikalné-chemickych vlastnosti je shrnut

Vv tabulce ¢. 1 [24-26].

— 0 CH,
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Obrdazek 2-Struktura fentanylu

V mediciné se fetanyl vyuzivd zejména k Gtlumu bolesti pfi chronickych
onemocnénich a poopera¢nich bolestech. V Ceské republice spada do skupiny piisné
kontrolovanych latek, jez se vydavaji narecept s modrym pruhem. Opakované podavani
fentanylu vede K rozvoji tolerance a rozvoji zavislosti, kterou doprovazi bolest kosti, prijem,
uzkost a poceni. Typickym G¢inkem fentanylu je ospalost, pocit euforie a zazeni pupily. Pocit
euforie je nicméné daleko mensi nez v pfipad€ heroinu nebo morfinu. VedlejSim ucinkem
fentanylu je nejcastéji nevolnost, pocit zavraté, zvraceni, unava, bolesti hlavy, zacpa a dusnost.
Vysoké davky zptsobuji smrt v disledku zéastavy dychani a otoku plic. Dalsi nevyhodou
je Caste¢na inhibice kvili stimulaci p-opiodnich receptorti, pficemz fentanyl stimuluje vyménu
GTP na GDP ainhibuje adenylatcykldzu, coz ma za néasledek snizeni uvoliovani

neurotransmitert, jakymi jsou napt. dopamin, acetylcholin nebo noradrenalin [24, 27, 28].

Tabulka ¢. 1 — Piehled zakladnich fyzikalng-chemickych vlastnosti fentanylu [29-32]

Molekulova hmotnost 336,479 g/mol
Teplota tani 84,1 °C
Teplota varu 461,1 °C
Rozpustnost ve vodé 200 mg/dm?®
pKa (hydrochlorid) 8,77

pKa (citrat) 8,43

Log P 4,01

LDso 3,1 mg/kg




Fentanyl se nejcastéji syntetizuje jako hydrochlorid nebo jako citrat. Od toho se odviji
razné fyzikalné-chemické vlastnosti, viz tabulka ¢. 1. Novégji se fentanyl a jeho derivaty
zneuzivaji v kombinaci s heroinem, kokainem, alkoholem a jinymi latkami tlumicimi CNS,
zejména benzodiazepiny. Udava se, Ze je az 50—100krat vice potentni nez samotny morfin [1,

4, 33].

Fentanyl je polyfunk¢éni molekula, jez ma mnoho metabolickych drah v dtsledku toho,
ze obsahuje fenylovy kruh a aromaticky amin. Fentanyl se metabolizuje hlavné cytochromem
CYP 450 3A4 v 1. fazi biotransformace. Metabolicka pfeména probiha zejména v jatrech [26,
34]. Fentanyl je majoritné metabolizovan enzymem CYP 450 3A4 N-dealkylaci
na piperidinovém dusiku. Takto vznikd pievazné norfentanyl, jenz je biologicky neaktivni
a predev$im netoxicky. Minoritné — udava se mnozstvi mensi nez 1 % fentanylu — byva
metabolizovan zejména na B-hydroxyfentanyl, ktery si, a¢ je polarngjsi nez fentanyl, ponechava
stejné¢ farmakologické vlastnosti. Dal§im minoritnim produktem, ktery lze zachytit mezi
metabolity, je napf. desproprionylfentanyl. Kompletni metabolicka drdha je ukazana
na obrazku ¢. 3. Udava se, Ze in vitro je fentanyl metabolizovan ze 70 % N-dealkylaci za vzniku

norfentanylu [25, 34, 35] .
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Obrdzek 3 — Metabolickad draha fentanylu [25, 26, 34]



1.3.2 Furanylfentanyl

Furanylfentanyl je derivat fentanylu (obrazek ¢. 4), ktery byl ptvodné syntetizovan
a patentovan roku 1986. Nikdy nebylo prostudovan, jaké ucinky ma tento derivat na lidi.
Pfi studiu vlivl, jez ma tato latka na zvitrata, se predpokladal podobny ucinek, stejné jako
Vv ptipad¢ jeho analogického derivatu fentanylu, pfedevsim z toho divodu, ze furanylfentanyl

vykazuje obdobné vedlejsi ucinky. Efektivni davka tohoto xenobiotika ¢ini 0,02 mg/kg [11].

I S

Obrazek 4 — Struktura furanylfentanylu [11]

Potentnost tohoto derivatu je vii¢i opoiodnim receptoriim vyrazné mensi nez v ptipadé
fentanylu a morfinu, nicméné jeho d-receptorova potence je o néco vétsi nez u morfinu.
Soucasné poznatky ohledné novych xenobiotik poukazuji na fakt, ze latky, které obsahuji
furanovy kruh, jsou fazeny mezi potencialni az prokazané toxické a karcinogenni latky.
Furanylfentanyl se v poslednich letech zneuZziva pfi miseni s heroinem pro zvySeni zisku
dealeri za cenu menSich davek ¢istého heroinu. Kombinace heroinu a furanylfentanylu
dramaticky zvySuje riziko ptredavkovani, jez miva ve vétSiné pripadl za nasledek utlumeni
dychaci soustavy, otok plic a nasledné bezvédomi. V roce 2014 bylo zaznamenano pies 47 000
ptipadt predavkovani touto latkou, pfi¢emz se jedna o 60% narist v porovnani s heroinem

a jinymi opioidy [11, 36].

Tabulka ¢. 2 — Piehled zakladnich fyzikalng-chemickych vlastnosti furanylfentanylu [29, 32, 37]

Molekulova hmotnost 374,48 g/mol
Teplota tani 145.3 °C
Teplota varu 517,2 °C
Log P 3,71




Z divodu své vysoké lipofility je furanylfentanyl snadno absorbovén, ¢imz témér
okamzité vyvolava ucinek. Konkrétni letalni davka neni prozatim zndma, avSak muizeme
usuzovat, ze bude daleko nizs§i, zejména z divodu vétsi afinity k opoiodnim receptoriim. Stejné
jako LD50, tak i rozpustnost ve vodé neni zatim uréena ani predikovana. Furanylfentanyl
je stejné jako fentanyl oxidovan v jatrech enzymem CYP 3A4. Na rozdil od sufentanilu nebo
fentanylu se furanylfentanyl pifevazné metabolizuje amido-hydrolyzou (produkt oznacen
na obrazku ¢. 5 jako D14). Dalsi centrum biotransformace predstavuje aromaticky furanovy
cyklus. Furan je zndm pro své charakteristické bioaktivacni reakce, jako jsou napft. epoxidace
nebo otevieni heterocyklického kruhu. Epoxidace nebo otevieni kruhu na o, B-nenasyceny
karbonylovy intermediat mize vést k reaktivnim metabolitim, které mohou zplsobovat
nekrézu jater nebo ledvin. Tyto reakce umoziuji vznik metabolickych produkti
furanylfentanylu, které se vyrazné 1i8i od ostatnich analogi fentanylu. Jako dalSi nejcastéjsi
biotransformac¢ni reakce se udava epoxidace furanového kruhu a jeho nasledna hydrolyza
zavzniku metabolitu obsahujiciho diolovou skupinu (na obrazku ¢. 5 metabolit D10).
V biotransformacni II. fazi je dal$i meziprodukt D4 konjugovan s Kyselinou glukuronovou nebo
sulfatem [38, 39].
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Obrdzek 5 — Metabolickad draha furanylfentanylu [38]
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1.3.3 Sufentanil

Dalsi z mnoha derivatu fentanylu, sufentanil (obrazek €. 6), byl syntetizovan jako nové opiodni
analgetikum potencidln€ pouzitelné v medicing€. Svou strukturou je sufentanil velmi podobny
fentanylu. Pfitomna methoxy skupina byva popisovana jako nejcastéjsi divod, proc
ma sufentanil tak kratkodobé ti¢inky. Dals$i zménou ve struktufe je nahrazeni fenylového kruhu

thiofenovym kruhem [35].

j AN
S a st
/ 2//\%3
(0]

X

CHs

Obrdazek 6 - Struktura sufentanilu [33]

Toto syntetické xenobiotikum se pouziva zejména v mediciné jako soucast naplasti
pro velmi vézné urazy, ptedev§im pro urazy spojené s tézkymi chronickymi bolestmi,
kdy je tteba podat dostate¢né silnou latku s kratkym wGéinkem. Udava se, ze sufentanil
je nejsilngjsi 1€k proti bolesti dostupny pro Cloveéka, v literatufe se uvadi jako 5—7krat
potentnéjsi. Jeho kratkodobé ucinky Ize odvodit naptiklad z faktu, ze k vyvolani stejného
terapeutického uc¢inku lze podat 5—10krat mensi davku nez v pfipadé fentanylu. Dal$im faktem
sufentanilu, jakoZto kratkodobé psychotropni latky, je jeho polocas eliminace, ktery vykazuje
rychlej§i metabolismus nez v pfipadé fentanylu. Siln€j§i derivaty se pouZivaji pouze
ve veterinafstvi. Mezi vedlejsi ucinky sufentanilu patii zeyména vysoké riziko predavkovani,

nevolnost a dusnost, ktera mize vést az k zastavé dychani [27, 40].

Tabulka ¢. 3 — Zakladni fyzikalné chemické vlastnosti [29, 32, 41]

Molekulova hmotnost 386,554 g/mol
Teplota tani 96,6 °C
Teplota varu 493,1 °C
Rozpustnost ve vodé 76 mg/dm?®
pKa 8,01

Log P 3,95

LDso 18,7 mg/kg
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Diky své potentnosti byva sufentanil zneuzivan zejména narkomany. Oproti fentanylu
ma vyrazné vyssi hodnotu LDso = 18,7 mg/kg, ktera byla zjisténa na mysich. Z toho lze
navykové latky. Sufentanil je metabolizovan enzymem CYP 450 3A4 v jatrech stejné jako jiné
derivaty. Vzhledem k podobné struktufe je jeho oxidace velmi podobna fentanylu. Udava se,
ze nejcastéj$im krokem pfi biotransformacni fazi 1. je demethylace methoxy skupiny na 4—
hydroxy derivat sufentanilu. Stejné jako je tomu u fentanylu, v pfipad¢ in vitro pievazovala N-

alkylace. Ptehled vzniklych produktii je mozné shlédnout na obrazku ¢. 7 [27].
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Obrazek 7 — Metabolismus sufentanilu [26]

1.4 Analytické stanoveni fentanylu a jeho derivati

1.4.1 Extrakce

Pro biologické vzorky (krev, moc, plasma, popft. tkan¢) se stanovuje koncentrace xenobiotika.
Pted samotnou extrakci jsou biologické vzorky centrifugovany k odstranéni ervenych krvinek,
popt. jinych nerozpustnych ¢astic. Nasledné se vybira rozpoustédlo s vysokou rozpoustéci

schopnosti pro dana xenobiotika — methanol nebo acetonitril [39, 42-44].
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Fentanyl a jeho analogy se nejéastéji extrahuji pomoci extrakce kapalina—kapalina (L—
L), kdy je potieba upravit pH tak, aby latka byla zcela neionizovana, pH by mélo byt 2 jednotky
vy$$i nez pfislusnd hodnota pKa. Neionizovand forma latky piechdzi do organického
rozpoustédla, nejCastéji se vyuziva ethylacetat. Jinou moznosti je vyuziti SPE extrakce, kdy
se nejcastéji vyuziva stacionarni faze C18 a jednotlivé latky jsou oddéleny pravé z divodu
rozdilnych hodnot poté, co je stacionarni fize promyvana rozpoustédly o rizném pH.
K odstranéni potencidlné interferujicich nepolarnich hydrofobnich latek se nasledné vzorek
okyseli a provede se L-L nebo SPE extrakce, pficemz fentanyl a jeho analogy piechazeji
do vodné faze. SPE vykazuje obvykle mensi ztraty analytu pii separaci nez vyse zminéna L—-L
extrakce. Udava se, ze fentanyl je stabilni v plasmé pti pokojové teploté po dobu Sesti hodin,
pii —20 °C po dobu az Sesti mésict. Furanylfentanyl, sufentanil a jiné analogy jsou stabilni
po dobu 30 dni ve §tavelanu draselném, a to jak pii pokojové teploté, tak v lednici ¢i mrazaku

[39, 43].

1.4.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinovéa chromatografie je v dnesni dobé jednou z nejpouzivanéjSich
separacnich technik. Zakladni instrumentace této techniky se sklada ze zasobniku mobilni faze
(MF), vysokotlakého Cerpadla, davkovaciho systému, kolony a detektoru. Dnesni HPLC
systémy operuji zejména na systému tzv. reverznich fazi, kdy MF (voda s ptidavkem polarniho
organického rozpoustédla) je polarnéjsi nez staciondrni faze (SF). Stacionarni faze byva
nejCastéji silikagel s kovalentné navazanymi alkylovymi fetézci (Cs — Cis), popi. jinak
modifikovana méné€ polarni SF. Pokud se slozeni MF v pribéhu separa¢niho procesu neméni,
jde o tzv. isokratickou eluci, ta se vyuziva napf. pro refraktometricky detektor. Hojnéji
je vyuzivana gradientova eluce, kdy se méni sloZeni a tim i eluéni sila MF s rostoucim ¢asem.
Gradientova eluce se realizuje binarnim michanim roztokt. Po separaci jsou analyty dopraveny
VvV MF na detektor. HPLC analyza poskytuje jak kvalitativni (retencni Cas), tak kvantitativni
(obsah plochy pod kiivkou) tdaje. V knihovnach tedy muzeme naleznout shodu mezi
reten¢nimi ¢asy, nicmén¢ je nutno dat si pozor na to, aby byla pouzita stejna MF, popf. stejné
nastaveni gradientové eluce. Detektory pouzivané v HPLC se d€li na hmotnostni
a koncentra¢ni. Detektory mohou byt taktéz univerzalni, napt. UV/VIS, pro latky obsahujici

chromofor, anebo selektivni, napt. fluorescenéni [45].
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Pro tuto praci byl vybran elektrochemicky detektor, ktery vyuziva redoxni déje analyt
na rozhrani fazi elektroda/roztok (mobilni faze). Je tedy vyuzitelny selektivné k detekci
elektroaktivnich latek. Selektivitu lze dale zvysit nastavenim vhodného potencidlu na pracovni
elektrodu. Tento detektor mlize vykazovat v zavislosti na elektrochemickych vlastnostech
analytu velmi nizké hodnoty LOD, je kompatibilni s gradientovou i isokratickou eluci.
Pro elektrochemickou detekci se pouziva jako MF roztok elektrolytu, ktery musi byt dostate¢né

Cisty a pro detekci v katodické oblasti potencialit dokonale odvzdusnén [45, 46].

Byly vyvinuty HPLC-MS/MS metody pro detekci 24 analogu fentanylu a jejich
metaboliti v krvi. Pro praci byla vyuzita kolona Raptor Biphenyl LC (150 mm x 3 mm,
2,7 um), ktera byla termostatovana na 40 °C. Jako druha kolona byla testovana C18. Mobilni
fazi pro gradientovou eluci tvofily vodné roztoky 10 mM mravencanu amonného a 0,1 %
mravenci kyseliny — slozka A a 0,1% kyselina mravenci v acetonitrilu — slozka B. Prvni dvé
minuty analyzy byl pomér slozek MF 9:1 (A:B), néasledn¢ byl pomér MF obracen béhem
6 minut a po dobu 0,5 min drzen 1:9 (A:B). Nakonec byla MF vracena na ptivodni pomér
9:1 a celkova analyza trvala celkem 13,5 minut. Priitokova rychlost béhem celé separace byla
nastavena na 0,4 ml/min. Vysledky z analyzy prokazaly, ze C18 reverzni SF neposkytuje
dostate¢nou separaci pro vSechny analogy fentanylu. Jako instrumentalni koncovku byl vyuzit
trojity kvadrupdl. Ionizacni technika ESI byla nastavena do pozitivniho moédu. Pritokova
rychlost plynu — N2, ktery byl temperovan na 350 °C byla 12,0 1/min. Na kapilaru bylo vkladano
napéti 4000 V. Jako software, ktery zaznamendval priib&h pokusu, byl pouzit MassHunter
Qualitative and quantitative analysis. Diky trojitému kvadrupdlu bylo mozné zaznamenavat

MRM [47].

Byla vyvinuta i jind metoda separace a nasledné identifikace fentanylu a jeho analogt.
MF byla tvotena ze dvou slozek. Prvni slozka byla tvofena 0,1 % kyseliny mravenc¢i o pH = 2,2
a druhou sloZkou byl methanol. Jako separa¢ni kolonu vyuzili Acquity BEH C18 kolonu
(150 mm x2,1mm, 130 A, 1,7 um). Byla vyuZivdna binarni gradientovou eluci,
kdy na pocatku byl pomér slozek ve smési 68:32. Po 4 minutach separace byl gradient zménén
na 63,3:36:7. Jako instrumentalni koncovku pro stanoveni vyuzili Q-TOF umoziiujici méteni
presné hmoty. Napéti vkladané na kapilaru bylo 3500 V. Jako kolizni plyn vyuzili argon, jehoz
tlak odpovidal asi 5,9-10° mbar, MRM pfechody byly zkoumény v pozitivnim modu.
Pro fentanyl bylo zkoumano MRM piechody 337>188 m/z a 337>105 m/z [48].

Jind metoda byla vyvinuta pro forenzni stanoveni heroinu, kokainu, fentanylu a jeho

analogu pomoci HPLC-DAD-AD Agilent HP Series 1100 Liquid Chromatography Instrument
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(Agilent Technologies, Wokingham, UK), kde jako mobilni faze byla vyuzita smés
20 mM mravencanu amonného a 100 mM chloridu draselného, ktery byl nasledné¢ smichan
s acetonitrilem 30:70 (v/v) pro isokratickou eluci, pH bylo upraveno na 7 pomoci 0,1 M NaOH.
Pii amperometrické detekci byla vyuzita referentni argentchloridova elektroda. Jako kolonu
vyuzili Eclipse XDB-C8 (150 mm x 4,6 mm, 5 um). Avsak byly testovany i jiné kolony, napf.
Hyperclone C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 um), ktera vSak zadrzovala vybrané drogy déle nez
kolona Eclipse a bylo nutné pouzit az 40 % pomér k vymyti ze SF. Pro optimalizaci
elektrochemického detektoru vyuzili data z cyklické voltametrie, kde je anodicky pik pii 0,9 V.
Pomoci DAD detektoru bylo mozné fentanyl a jeho analogy detekovat aZ po koncentraci 1072
ug/ml. Mez kvantifikace byla v ¥adech 107 az 102 pg/ml. Z vysledku prace vyplyva, ze DAD
detektor vykazoval vétsi LOD nez AD [49].

Vedle HPLC metod lze vyuzit GC ke stanoveni THC, kokainu a opiatu jako morfin,
fentanyl a jejich metabolity. Pro tyto Gcely byla vyvinuta GC/MS metoda vyuZivajici kapilarni
kolonu s nepolarni stacionarni fazi tvoienou z 95 % dimethylarylensiloxanem a5 % fenylu
(DB-5MS, 10 m, 0,18 mm, tloustka filmu 0,18 pum) a helium jako nosny plyn (s pratokovou
rychlosti 0,7 ml/min). Teplotni program byl nastaven tak, Ze pocatecni teplota na kolon¢ byla
140 °C podobu 0,4 minuty, nasledn¢ dochazelo ke zvySovani teploty o 35 °C/min,
az na kone¢nych 280 °C. Po dosazeni 280 °C byla teplota zvySena na 320 °C rychlosti
118 °C/min a udrzovana po dobu 1,5 minuty. Nastfikova ¢ast GC byla temperovana na 280 °C
ve splitless modu. Celkova doba separace trvala 6 minut. MS detekce byla provedena
s vyuzitim ionizace elektronem (EI), kde vkladali 70 eV se skenovacim rozsahem 51-550 m/z.
Za téchto podminek byla mez detekce 30 ng/ml a mez stanovitelnosti 100 ng/ml. Metoda mtize
byt pouzZita na screening mnohych toxikologickych vysetfeni, jako je napt. kvantifikace

a stanoveni metabolitd [50].

Dalsi moznou metodou, jak detekovat fentanyl a sufentanil a jejich metabolity, je vyuziti
GC-MS s moznou derivatizaci pomoci anhydridu kyseliny pentafluoropropionové, kdy diky
této derivatizaci se zvysSila selektivita zejména pro norfentanyl a norsufentanil. Pomoci této
metody bylo mozno dosdhnout LOD az 0,08 ng/ml. Po L-L extrakci methyl-terc-buthyl etherem
byl ptiddn anhydrid kyseliny pentaflouropropionové a ethylacetit. Smes byla ponechana
k inkubovat pii 70 °C po dobu 20 minut. Nasledné byl derivatizovany extrakt odpafen do sucha
proudem dusiku pii 40 °C a rekonstituovan v ethylacetatu. Analyza byla provedena na Agilent
6890 GC spojeny s Agilent 5973 MS s kvadrupdlovym analyzatorem. Nastiikova cast byla

temperovana na 270 °C ve splittless modu. Kapilarni kolona byla tvofena
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z 95 % dimethylarylensiloxanem a z 5 % fenylmethylsiloxanem (DB-5ms, 30 m, 0,25 mm,
0,5 um tloustka filmu). Teplotni program byl nastaven tak, ze pocatecni teplota na kolon¢ byla
po dobu 1 minuty 100 °C. Nasledné dochézelo ke zvySovani teploty o 42 °C/min do kone¢nych
200 °C. Po dovrseni 200 °C se nasledn¢€ navySovala teplota o 15 °C/min do 280 °C, na této
hodnot¢ udrzovana po dobu 12 minut. Jako nosny plyn bylo vyuzito helium s priitokovou
rychlosti 1 ml/ min. Celkovy objem nastfiku byl 1 pl. MS detekce byla provedena s vyuzitim

EI (ionizaé¢ni energie 70 eV) se skenovacim rozsahem 50-500 m/z [51].

1.4.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je technika, kterd byva vyuzivana v analytické chemii nej€astéji pro
identifikaci latek na zakladé urceni jejich molekulové hmotnosti a jejich fragmentace. Tato
technika je pomérné nova a stale vice se dostdvd do komercni zony. Vyznamné uplatnéni
ma Ve farmaceutické analyze pro identifikaci novych syntetickych psychotropnich latek.
Hmotnostni spektroskopie byva nejCastéji spojena se separacni technikou, predevsim
s plynovou nebo kapalinovou chromatografii, ptipadn¢ s kapilarni elektroforézou. Hmotnostni
spektrometr se sklada z iontového zdroje, analyzatoru a detektoru. Princip metody je zalozen
na prevedeni molekul nebo atomil na ionty v plynné fazi a nasledné separaci a detekci vzniklych
iontl a nabitych fragmenti podle poméru jejich hmotnosti a ndboje (m/z). Hmotnostni spektrum
(viz obrazek €. 8) je pak zavislost intenzity iontti (absolutni nebo relativni) na jejich m/z. Iontové
zdroje se daji roz¢lenit na zdroje, které pracuji za atmostérického tlaku a zdroje, které vyzaduji
vakuum. Dalsi ¢lenéni iontovych zdroji spoc¢ivad v mnoZstvi vnitini energie, kterou molekuly
pfi procesu ionizace ziskéavaji, délime je tedy na tvrdé a mékké. Nejtvrdsi ionizaéni technikou
je elektronova ionizace, pii niZ molekula ziska velky pfebytek vnitini energie, ktery se projevi
fragmentaci molekularniho iontu né€kdy v takovém rozsahu, Zze molekularni iont ve spektru
zcela chybi. Mezi mékké, Setrngj$i ionizacni techniky se fadi napf. ionizace elektrosprejem
(ESI), chemicka ionizace (APCI) a fotoionizace (APPI), které pracuji za atmosférického tlaku
a jsou vhodné pro spojeni s HPLC [39, 52].
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Obrdazek 8 — MS spektrum furanylfentanylu ESI v pozitivaim médu a analyzatoru Q-TOF [39]

Tabulka €. 4 — Ptehled intenzivnich fragmentt fentanylu a jeho derivatd zaznamenanych ioniza¢ni technikou ESI

+ a analyzatoru Q-TOF [39]

Zkoumana latka kolizni energie Nejcastejsi
[eV] fragmenty [m/z]
Sufentanil 40 eV 238, 206, 111, 69
Furanylfentanyl 20eV 375, 188, 134,
105
Fentanyl 20eV 337,188, 105

1.4.3.1 Elektrosprejova ionizace

Elektrosprejovd ionizace je mékkou ionizac¢ni technikou, kterd byva v praxi stdle vice
pouzivana, zejména v oblasti analyzy biologickych vzorkd, napf. pro analyzu bilkovin, cukri
a jinych makromolekul. Na kovovou sprejovaci kapilaru je vkladano vysoké napéti, které byva
v rozmezi 3—5 kV, spole¢nost Waters na svych strankach udava rozmezi 2—4 kV [53]. Z analytu
a pomocné kapaliny — rozpoustédla — se na konci kapilary vytvoii kladn€ nebo zaporné¢ nabité
kapicky v zavislosti na polarité napéti na sprejovaci kapilare. Tyto kapic¢ky jsou za pomoci
zamlZujiciho plynu dispergovany na aerosol. Odpafovanim rozpoustédla se zvySuje hustota
povrchového ndboje na kapicce do doby, nez je dosazena kriticka hodnota (Rayleightv limit),
pfi které jsou vyrovnany repulzni sily mezi naboji s povrchovym napétim kapicky, jez ji udrzuje

pohromadég. Po prekroceni Rayleighova limitu nastane tzv. coulombicka exploze, tedy rozpad
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na je$t¢ mensi kapi¢ky srozdélenym puvodnim nabojem. Tento proces se opakuje
az do uvolnéni iontl. Nevyhodou muze byt, ze ESI nelze pouzit pro nepolarni slouceniny
a nepolarni mobilni faze. Pro ESI je typicky vznik protonovanych molekul [M+H]" v kladném
modu, resp. deprotonovanych molekul [M-H]™ v modu zaporném, a také tvorba aduktovych
iontl se sodnym, popt. draselnym kationtem, které je nutné vzit v potaz pii vyhodnocovani
spekter a ur¢ovani molekulové hmotnosti analytti. ESI byva nejcastéji vyuzivana pro spojeni

MS se separa¢nimi technikami, predev§im s HPLC [45].

1.4.3.2 TIontova past

Iontovd past je hmotnostni analyzator, ktery obsahuje vstupni, prstencovou a vystupni
elektrodu. PovaZzuje se za jeden z mala analyzatoru schopny izolovat ionty na urcitou dobu.
Diky tomu lze provadét tzv. kolizni experimenty MS" a fragmentovat izolované ionty. Ionty
jsou piivadény do tohoto analyzatoru kratkym napétovym pulzem pies vstupni elektrodu.
Vhodnymi poméry napéti vkladaného na vSechny tfi elektrody (prstencovou, vstupni
a vystupni) se ionty zadrzi uvniti pasti. Postupnou zménou napé€ti jsou ionty vypuzeny
podle m/z vystupnim otvorem na detektor. Stabilita iontl oscilujicich v iontové pasti

je znazornéna Mathieuovym stabilitnim diagramem (obrazek ¢. 9) [52].

Operating line for
mass selective instability

0.4 —
z stability

0.2

qz

-0.2

r stability
04—
Operating line for

mass selective stability
06—

Obrdzek 9 — Mathieuv diagram stability iontii v iontové pasti [52]
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Trojrozmérny diagram (obrazek ¢. 9) popisuje oblast, kdy je dany iont jesté stabilni.
Jestlize dany iont piekro¢i hodnotu qz = 0,908, stava se nestabilnim a je vypuzen na detektor.
Udava se, ze iontova past je schopna analyzovat pomér m/z az do 10*. Tento analyzator vyuziva
helium jako pomocny plyn, ktery snizuje kinetickou energii iontti, byva taktéz oznacovan jako
tlumici plyn, coz zvysuje citlivost, selektivitu, napomaha udrzet ionty ve stfedu iontové pasti

a slouzi jako kolizni plyn pii MS" experimentech [54].

1.4.4 VVoltametrie

Voltametrie je elektrochemicka metoda pouzivand v analytické chemii zejména
vV primyslovych laboratofich. Vedle vyuziti v kvantitativni analyze muze byt voltametrie
napomocna pii identifikaci nezndmych elektrochemicky aktivnich psychotropnich latek,
a to poskytnutim informaci o jejich oxida¢né-redukénich vlastnostech.  Dale miize
po provedeni elektrolyzy napomoci predikovat piipadné vznikajici metabolické produkty
a zéaroven urcit jejich redoxni potencialy. Udava se, Ze pro elektrochemické studie syntetickych
drog je nejvhodnéjsi skelny uhlik. V ptipadé AdSV lze vyuzit rtutové elektrody, zejména
HDME, SDME nebo MFE. Mezi hlavni pfednosti této metody patii zejména nizka potizovaci
cena, moznost miniaturizace, nizké meze detekce a stanovitelnosti. Nevyhodou muze byt
nutnost pracovat s velmi Cistymi roztoky, a pfedev§im pamétové efekty pracovni elektrody,
kter¢ zhorSuji opakovatelnost voltametrickych méfeni. Jednou z nejpouzivanégjSich
voltametrickych technik je cyklicka voltametrie, jeZ byva vyuzivana pro pocatecni

charakterizaci elektrochemicky aktivnich systémd.

Fentanyl a jeho analogy, stejn¢ jako kokain a heroin, vykazuji z elektrochemického
pohledu pravdépodobnou nevratnou oxidaci jejich tercidlnich aminoskupin. U fentanylu a jeho
derivatd je proces pravdépodobné komplikovany hydroxylaci a naslednou oxidaci na chinon-
iminové skupiny. Mechanismus elektrochemické oxidace fentanylu a jeho derivatl neni zatim
objasnén. Dale bylo zjisténo, ze fentanyl a jeho analogy, spole¢né s heroinem a kokainem
ajinymi latkami, vykazuji podobné elektrochemické oxidacni potencidly, a proto
se voltametrické metody nehodi pro analyzu tzv. ,street drugs®, kdy jsou cisté latky miseny
S jinou latkou — ,,nafezdvany* za uc¢elem vyssiho vydelku dealera. V uvedené studii vyuzivali

jako pracovni elektrodu SPCE a referentni elektroda byla argentchloridova [49].

Dalsi vlastnosti, kterou fentanyl a jeho analogy vykazuji pfi vyuziti voltametrickych

technik, je schopnost adsorbovat se na povrch elektrod. Této vlastnosti Ize vyuzit v piipadé
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AdSV metody s Hgelektrodou (SMDE). Cyklicky voltamogram potizeny v roztoku
alkalického hydroxidu (0,05 mol/dm®) vykazoval dvojici kapacitnich proudovych piki
s potencialy Epc = —1,47 V a Epa = —1,44 V (proti Ag/AgCl, nasyceny KCl). Bylo prokazéano,
ze na povrchu elektrody se adsorbuje neutrdlni forma fentanylu. Adsorpce lze tedy vyuzit
k prekoncentraci fentanylu a pro nasledné stanoveni metodou AdSV. Pii pouziti
60 s akumulace pii —1,1 V a polariza¢ni rychlosti 200 mV/s byla ziskana linearni zavislost
proudu na koncentraci fentanylu v rozsahu 0,1-1 pmol/dm?®. Mez detekce pro tuto metodu byla
5-10" mol/dm? pii akumulaci 10 min [55].

Pro rychlou analyzu fentanylu a jeho analogh piimo v terénu byl vyvinut
elektrochemicky sensor s jednorazovymi uhlikovymi elektrodami na bazi SPCE modifikované
1-butyl-1-methyl-pyrrolidinium  bis-(trifluoromethylsulfonyl)-imidem. Jako analyticka
koncovka tohoto senzoru byla vyuzita cyklicka square wave voltametrie — CSWV. Detekce
je zalozena na zaznamu elektrochemického ,,otisku prstu“ fentanylu, ktery vykazuje prvni
anodicky pik pfi 0,556 V (proti Ag/AgCl, nasyceny KCl) a dvojici pikii odpovidajici
reverzibilni redukci pifi potencialu (-0,235V) a oxidaci (0,227 V). Tento typicky
voltametricky profil umoziuje rychlou (do minuty) identifikaci fentanylu v mikromolarnich
koncentracich v pfitomnosti dalSich latek, které se obvykle pfimichavaji do nelegalnich

drogovych formulaci [56].

Pro fentanyl citrat byl vyroben elektrochemiluminiscen¢ni senzor. Tento senzor
je zalozen na kompozitni pastové elektrodé pfipravené smichanim mikrokulicek ze skelného
uhliku s iontovou kapalinou (N-oktylpyridium tetrafluoroborat), ponofené do roztoku
Ru(bpy)sCl,. PFitomnost citratu fentanylu zesiluje chemiluminiscenéni signal Ru(bpy)s®* pii
610 nm. Béhem experimentu bylo zjisténo, Ze signal nartsta s rostoucim pH od 7 do 8,5. Pii
hodnotach vyssich nez pH=8,5 klesa. Nejvétsi intenzita elektrochemiluminiscencéniho signalu
byla zaznamenana pii cyklické voltametrii. Bylo zjiSténo, Ze elektrochemiluminiscencni
intenzita rapidné roste pfi zvySujici se rychlosti scanu v rozmezi 25-75 mV-s?, kdezto
v rozmezi 75-125 mV-s? roste intenzita daleko pomaleji. Aplikovany potencial pti CV byl
od0do +1,6 V. Pfi optimalnich podminkach vykazoval tento senzor linearitu pro fentanyl
citrat od 10 do 10 mol/dm3. Limit detekce byl stanoven na 8,5-10° mol/dm? [57].
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Materialy a chemikalie

2.1.1 Chemikalie

Kyselina borita (Lachema, Brno, Ceska Republika, 99,5 %)

Kyselina ortho-fosfore¢na 85 % w/v (Fluka® Analytical, Svycarsko, p. a.)

Kyselina octova (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, 99,7 %, w/v)
2-[(furan-2-karbonyl)(methyl)amino]-benzoova kyselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Acetonitril (HPLC grade, VWR Interantional, USA)

Octan amonny (Lachema a. s. Brno, Ceské Republika, p. a.)

Amoniak (Lach-Ners. r. 0, 25 %, p. a.)

Methanol (Lachema a. s. Brno, Cesk4 Republika, p. a)

Oxid hlinity (Sigma — Aldrich, St. Loius, USA, 99,9 %, velikost ¢astic <50 nm, nanoprasek)
Hydroxid sodny (Chemapol, Praha, p. a.,)

Sufentanil citrat (roztok 0,1 mg/ml —uvedena jako volna baze v 1 ml CH3OH, Sigma — Aldrich.
St. Louis, USA)

Furanylfentanyl citrat (roztok 1 mg/ml v CH3OH)
Fentanyl citrat (roztok 0,1 mg/ml v CH3OH)

Furanylfentanyl a fentanyl citrat byl laskavé poskytnut Ustavem soudniho lékaistvi a

medicinského prava Lékaiské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

2.1.2 Material a pristroje

Na tpravu pH Britton-Robinsonova pufru byl pouzit pH metr InoLab pH 720 s kombinovanou
sklenénou elektrodou SenTix 41 (WTW, Némecko).

Voltametrické experimenty byly provadény na pfistroji Autolab PGSTATI128N
(Metrohm, Autolab, Utrecht, Nizozemsko) v tfielektrodovém uspofadani s pracovni elektrodou
ze skelného uhliku (GCE MF-2012, BASi, West Lafayette, USA), referentni kalomelovou
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a pomocnou platinovou elektrodou. Méfeni byla provadéna ve dvoudilné elektrochemické
nadobce pro méfeni v malych objemech (BASi) s vnitini nadobkou zakoncenou fritou
Z Vycoru. Méteny roztok vzorku s pracovni a pomocnou elektrodou byly umistény ve vnitini

nadobce, elektrolyt (0,1 mol/dm® KCI) s referentni elektrodou ve vnéjsi nadobce.

Laboratorni pomtcky — vialky sklenéné, o objemu 2 ml (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA), mikropipety (Eppendorf Reseach PLUS, Hamburg, Némecko) s nastavitelnym
objemem v rozsahu 20—200 a 100—2000 pl.

Odebrana mo¢ byla filtrovana pies Labicom — LUT Syringe Filters Nylon — 30 mm,
0,22 um.

Deionizovana voda (18 MQ) byla pfipravena pomoci purifikacniho systému DirectQ 3

UV (Merck Millipore).

2.1.3 Priprava roztoku

Byla pfipravena sada roztoki Britton-Robinsonova pufru o pH 3, 7, a 10. Zékladni Britton-
Robinsonliv roztok obsahujici kyselinu boritou, fosfore¢nou a octovou — koncentrace kazdé
kyseliny byla 0,04 mol/dm® — byl upravovan 0,2 M NaOH pomoci pH metru, ktery byl pted
samotnym upravovanim kalibrovan sadou standardnich pufri. Déle byl pfipraven zasobni
roztok octanu amonného o koncentraci 20 mM a 50 mM, jenz byl upraven 50 mM kyselinou

octovou a 25 % amoniakem na pufry s vyslednym pH 4, 7 a 10.

2.1.4 Priprava elektrody

Pred kazdym méfenim byla pracovni elektroda oplachnuta destilovanou vodou a nésledné
vyCiSténa pomoci vodné suspenze aluminy, jez byly naneseny na leStici tkaninu. Takto
vylesténa elektroda byla vloZzena do zkumavky s destilovanou vodou a ponechéana

V sonické ultrazvukové 14zni po dobu jedné minuty a nasledné oplachnuta destilovanou vodou.
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2.1.5 Voltametrie 2-[(furan-2-karbonyl)(methyl)amino]benzoové

kyseliny a fentanyli

Bylo ptipraveno 0,5 ml roztoku, ktery obsahoval 0,4 ml deionizované vody a 0,1 ml vzorku 2-
[(furan-2-karbonyl)(methyl)amino]benzoové kyseliny — FBA (viz obrazek ¢. 10) o koncentraci
1 mg/ml a 0,4 ml Britton-Robinsonova pufru o pH 4, 7 a 10. Parametry DPV byly obdobné jako
Vv tabulce €. 5 s tim rozdilem, ze potencial kroku byl nastaven na 0,05 V, modula¢ni amplituda

byla 0,05 V, doba trvani pulzu 50 ms a interval mezi pulzy 500 ms. Obdobné byly prométeny

i vybrané latky.
0 AN
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N—CH,
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Obrdzek 10 — Struktura FBA

2.1.6 Méreni zavislosti na rychlosti skenu

Me¢éteni zéavislosti proudu na rychlosti polarizace elektrod bylo provedeno metodou cyklické
voltametrie (CV) v tiielektrodovém zapojeni, kdy pracovni elektroda byla ze skelného uhliku,
referen¢ni elektroda byla Ag/AgCl, 1 M KCI a platinovy dratek byl vyuZzit jako pomocna
elektroda. Pti méfeni byla vnéjsi ¢ast dvoudilné voltametrické nadobky naplnéna z 1/3 0,1 M
KCI. Do ni byla ponofena vnitini nddobka s vycorovou fritou, do niZ bylo nasledné ptidano
0,480 ml pufru z octanu amonného o pfislusném pH. Po zaznamu cyklického voltamogramu
zékladniho elektrolytu bylo do téhoZ roztoku ptidano 20 pl roztoku furanylfentanylu o zékladni
koncentraci 1 mg/ml. Cyklické voltamogramy byly zaznamenany pii parametrech uvedenych

Vv tabulce €. 5. Jako prvni byla pouzita rychlost polarizace 1,28 V/s.
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Tabulka ¢. 5 — Pfehled parametra cyklické voltametrie

pocate¢ni potencial ov

maximalni potencial 14V
minimalni potencial 0,6V
Potencial kroku 0,02V

2.1.7 Elektrolyza fentanylu a jeho analogt

Pii elektrolyze se jako referen¢ni elektroda vyuzila elektroda kalomelova. Zakladni roztok byl
tvotfen 0,02 M octanem amonnym, do n¢hoz se ptidala voda a methanol, aby mél vznikly roztok
podobné slozeni jako roztok zkoumany. Zkoumany vzorek obsahoval octan amonny, samotny
vzorek o pfislusné koncentraci, ktery byl rozpustény v methanolu a vod¢. Jako pracovni
elektroda byl pouzit platinovy dratek, ktery byl pfedem ocistén v redukcni Casti plamene.
Potencial vkladédn na elektrodu byl 1,1 V, v pfipad€ sufentanilu 1,15 V. Cela elektrolyza
furanylfentanylu probihala 60 minut za probublavani N2. V pfipadé fentanylu byl vzorek
ponechan k elektrolyze 15 hodin, sufentanil byl elektrolyzovan po dobu 2 hodin. Jako referentni

elektroda byla vyuzita elektroda kalomelova.

2.1.8 Optimalizace ESI-MS v zavislosti na teploté

Vzorky z méfeni cyklickych voltamogramu pti riznych rychlostech polarizace byly nasledné
odebrany do vialek o objemu 2 ml a ponechany po dobu jednoho dne v mrazaku. Nasledujici
den byla proméfena spektra v pozitivnim 1 negativnim modu ionizace. Pfi méfeni byla
zvySovana teplota z 150 °C na 300 °C vzdy po 25 °C. Méfeni bylo proméfeno za ustaleni napéti
vkladané na kapilaru a byl zaznamenéan pocet countli pro naslednou analyzu. Napéti vlozené

na kapilaru bylo 3,5 kV pro oba mody.

2.1.9 Identifikace produktii po elektrolyze pomoci HPLC-MS

Roztoky fentanylu a furanylfentanylu po elektrolyze byly separovany na kolon€ XSelectR HSS
T3 - C18 (75 x 2,1 mm, 3,5 um, 100 A) pfi teplot& 26,6 °C. Celkovy nastiik vzorku byl 5 pl.
Pritokova rychlost byla 0,600 ml/min pfi gradientové eluci. Mobilni faze byla michéna ze dvou
slozek: 0,01 M octanu amonného (slozka A) a smési acetonitrilu s vodou v poméru 9:1 (slozka
B). Gradient byl nastaven na pocatku tak, ze obsahoval 78 % slozky A, 22 % slozky B.
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Po 4,5 minutach se gradient zménil na 12 % slozky A a 88 % slozky B. Po 5,5 minutach
se gradient vratil k pocatecnimu slozeni MF. Napéti vlozené na ESI v kladném i zaporném
moédu bylo 0,8 V. Teplota zdroje byla 120 °C, sonda m¢la teplotu 600 °C. Snimany rozsah byl
60-500 m/z. Nasledn¢ byly spektra vyhodnocena programem Mass Lynx 4,1 od spole¢nosti
Watters.

2.1.10 Metoda stanoveni pomoci HPLC-UV-ECD

Jednotlivé vzorky byly analyzovany s vyuzitim HPLC —Thermoscientific UltiMate 3000
(ThermoFisher Scientific, Ceska republika) s UV/VIS detektorem — DioNex 3000 variable
Wavelength detector, a elektrochemickym detektorem ECD-3000RS vybavenym analytickou
coulometrickou celou 6011 RS s pracovni elektrodou z mikroporézniho grafitu a referentni
hydrogen paladiovou elektrodou. Separaci zajiStovala kolona Phenomenex Gemini SU C18
(150 x 4,6 mm, 110 A, 5 um). Kvantifikace byla provedena metodou kalibraéni kiivky.
Kalibraéni roztoky byly pfipraveny postupnym fedénim zasobnich roztokl fentanylti mobilni

fazi. az do koncentrace 0,04 g/l pro furanylfentanyl a 0,02 g/l pro sufentanil a fentanyl.

Byla vyuzita isokraticka eluce. Mobilni fize obsahovala 50 mmol/dm?® octan amonny
(pH = 9) a CH3CN (40:60, v/v). Objem davkovaného vzorku byl vzdy 10 ul. Kazdy bod
kalibra¢ni kiivky byl v disledku omezeného mnozstvi vzorku méten ve dvou opakovanich.
Pratokova rychlost byla nastavena na 0,250 ml/min. UV detektor byl nastaven pro vSechny
latky na 260 nm. Potencial obou pracovnich elektrod v cele ECD detektoru byl pti kvantifikaci

nastaven na hodnotu +900 mV.

2.1.11 On-line spojeni EC-MS pro vybrané derivaty fentanylu

K on-line EC-MS experimentim byl vyuzit hmotnostni spektrometr s iontovou pasti
Agilent 1100 Series LC/MSD Trap (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) s ionizaci
elektrosprejem (ESI). Elektrochemicka cela 5021A (ESA, Chelmsford USA) s grafitovou
porézni pracovni elektrodou a hydrogen paladiovou referentni elektrodou byla pfipojena
k potenciostatu ADLC1 (Laboratorni pfistroje, Praha). Bé€hem experimentu byl vkladan
potencial na EC v rozsahu 0-1000 mV.
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3 Vysledky a diskuze

Modelova latka — FBA, (viz obrazek ¢. 10), jez ma podobny zakladni skelet jako fentanyl a jeho

wrwe

karboxylové skupiny, kterd plisobi na elektrony zapornym mezomernim efektem, tak silnym,

ze FBA neni schopna se oxidovat ani pfi +1,4 V.

Elektrolyza fentanyli byla provedena pii potencidlech (viz kapitola 2.1.7), které byly
uréeny pomoci DPV a CV piislusnych vybranych psychotropnich latek (viz obrazek ¢. 11), jez

byly nésledné ptislusnou dobu ponechany elektrolyze.

Obrazek 11— Cyklické a diferencné pulzni voltamogramy, ,A“ — furanylfentanyl (¢ = 0,Ammol/dmd), ,B* fentanyl
(c = 0,03 mmol/dm3), ,, C* sufentanil (c = 0,03mmol/dm3). Levé strané obrdzku jsou cyklické voltamogramy, a na pravé strané

obrazku diferencné pulzni voltamogramy,
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Pro stanoveni fentanylu a jeho derivatd pomoci HPLC-UV-ECD byla nejprve
vyzkousena mobilni faze o slozeni 60:40 (v/v) methanol / voda. Pfi této mobilni fazi
nedochdzelo k ucinné separaci furanylfentanylu a zarovei nebyla pozorovatelna odezva u ECD
detektoru. Proto byla mobilni faze pozménéna na 60:40 (v/v) methanol / 1% vodny roztok
HCOOH. Separace pii této mobilni fazi poskytla sice rychlou analyzu — reten¢ni cCas
furanylfentanylu byl 2,21 min., avSak bylo zpozorovano rozmyti piku, sice mensi nez v piipadé
methanol / voda, ale ani pfi tomto slozeni MF furanylfentanyl nebyl detekovatelny ECD
detektorem. Zaménil-li se 1% vodny roztok HCOOH za 50 mmol/dm?® octan amonny a upravil-
li se pomér MF na 50:50 (v/v), ECD detektor vykazoval pfijatelnou odezvu, avsak za cenu
prodlouzeni separace, kdy furanylfentanyl mél retencni ¢as 11 minut. Proto byla vyzkousena
MF 60:40 (v/v) acetonitril a 50 mmol/dm? octan amonny s pH upravenym na hodnotu 9 (pomoci
25% amoniaku). Reten¢ni ¢as furanylfentanylu se zkratil na 5,755 min. S touto mobilni fazi
doslo k u€inngjsi separaci i ke zvySeni intenzity odezvy ECD detektoru. Proto byla tato MF
vybrana pro nasledujici praci. Reten¢ni ¢asy fentanylu a jeho derivati jsou uvedeny v tabulce

¢. 6.

Tabulka ¢&. 6 — Piehled retenénich ¢asu pti HPLC separaci pii slozeni MF 60:40 acetonitril a 50 mmol/dm? octan

amonny pH =9
Latka tr [min]
Furanylfentanyl 5,755
Fentanyl 5,485
Sufentanil 7,608

Na rozdil od FBA, fentanyl a jeho dva derivaty se anodicky oxiduji v neutralnim
prostiedi pii potencialech kolem 0,8 V (fentanyl a furanylfentanyl) resp. 0,9 V (sufentanil) proti
nasycen¢ kalomelové elektrodé, jak je patrné zjejich cyklickych a diferencné pulznich
voltamogramu (obrazek €. 11). Rozdvojeny tvar anodického piku furanylfentanylu, resp. Sirsi
tvar piku u dalSich dvou derivatii, naznacuje komplikovanéjsi elektrodovou reakci zahrnujici
postupné odstépovani vice nez jednoho elektronu. Oxidace probiha ireverzibiln€, nebot
ve zpétném skenu na CV nebyly patrné odpovidajici katodické piky. Dvojice piki
Vv potencialové oblasti kolem 0,1 V svéd¢i o vzniku elektrochemicky aktivniho oxida¢niho
produktu. I pfes malou intenzitu téchto proudovych signalii se zde nabizi moZnost

elektrochemicky tento produkt detekovat v katodické oblasti potencialu. Zavislosti vysky piku
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na odmocniné z rychlosti polarizace elektrody zaznamenané pro furanylfentanyl pii pH 3, 7 a

10 byly linearni, coz ukazuje na diftizi jako proces fidici rychlost elektrochemické reakce.

Byly stanoveny LOD, LOQ pro jednotlivé derivaty fentanylu pomoci HPLC-UV-ECD
jako koncentrace odpovidajici plose piku do poméru 3:1 (signal/Sum) pro LOD a 10:1
(signal/sum) LOQ. Spolu s nimi byly proméfeny hydrodynamické voltamogramy. Vsechny
hydrodynamické voltamogramy byly méfeny pfi potencidlech od +300 do +1000 mV na 1. ECD
pracovni elektrodé. Na 2. ECD pracovni elektrodé byly méfeny pii potencialu —500 mV do 0
mV, kdy na 1. ECD pracovni elektrod¢ byl ponechéan potencial +900 mV. V dusledku rozkladu
rozpoustédel, resp. redukce kysliku nebylo mozné zvysit hodnotu potencialu nad +1000 mV,
resp. ji snizit pod —500 mV. Zaroven byla zméfena konverze na jednotlivych celach za
predpokladu, ze celkova konverze z obou cel je 100 %, kdy na oba ECD detektory byl vkladan
potencial +900 mV.

Vyvinuta HPLC-UV/VIS-ECD metoda byla odzkousena na vzorku s realnou matrici.
Byl pfipraven realny vzorek moci s ,,naspikovanym® sufentanilem a furanylfentanylem. Mo¢
byla nejprve prefiltrovana a nasledné zfedéna mobilni fazi v poméru 1:4 (v/v). Kvantifikace
byla provedena metodou standardniho ptidavku. VytéZnost furanylfentanylu pro UV/VIS
detektor byla 85,91 %, pro ECD 73,56 %. V piipad¢ sufentanilu byla vytéznost UV/VIS
detektoru 88,86 %, a ECD 98,62 %. Chromatogram moci s naspikovanym sufentanilem a

furanylfentanylem je ukazan na obrazku ¢. 12.

1 1 modelovy vzorek #7 [manually integrated) moé + standard pf UV_VIS_1 WVL:260 nm
mAU 11-5,705 ’

2-7612

481 480 500 520 540 5,60 580 6,00 620 640 660 680 7,00 720 740 760 780 800 824

Obrazek 12 —\lyrez chromatogramu analyzované moci, pvi slozeni MF 60:40, acetonitril:50 mmol/dm3 octan amonny pH = 9
a UV/VIS detektoru s piky furanylfentanylu a sufentanilu

Pro odhaleni reak¢nich center ve struktufe zkoumanych fentanyld, ktera podléhaji
elektrochemickym pfeménam, byla provedena elektrolyza roztoki téchto latek a nasledna
analyza vzniklych produkti. K tomu byly vyuzity dvé metody: on-line spojeni EC-MS a off-
line kombinace potencistatické elektrolyzy a HPLC-MS analyzy elektrolyzata. Pfed méfenim
on-line EC-MS byla sledovana zavislost mezi teplotou v iontovém zdroji a intenzitou signalu

detektoru. Ionizace byla provadéna v pozitivnim i negativnim modu a vysledky jsou shrnuty
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Vv tabulce ¢. 7. Vliv teploty viontovém zdroji byl testovan s roztokem furanylfentanylu o
koncentraci 1-10° mol/dm?®, ktery byl zfedén deionizovanou vodou. Pfestoze se podafilo
zachytit fragmentové ionty furanylfentanylu i v zaporném modu ESI, vykazovala tato ionizace
vyrazn¢ horsi stabilitu signalu. Pro dalsi experimenty EC-MS byla vybrana teplota iontového

zdroje 200 °C, pfi niz byla odezva protonované molekuly furanylfentanylu nejvyssi.

Tabulka ¢ 7 — Intenzita signdlu protonované molekuly (m/z 375) a deprotonované molekuly (m/z 373)

furanylfentanylu v zavislosti na teploté v iontovém zdroji

Teplota iontového zdroje Countli (+ méd) Countl (— mod)

[°C]

150 1802 577 1784 208
175 595 137 1251 926
200 2 475 608 643 389
225 930 886 394 774
250 881 969 283 999
275 1383 392 428 057
300 1648 621 491911

Hmotnostni voltamogramy byly zaznamenany pomoci on-line EC-MS, kdy teplota
Viontovém zdroji byla 200 °C, pritokova rychlost byla nastavena na 8 pl/min, potenciél
vkladany na kapilaru byl nastaven pro oba mody na 3,5 kV, tlak dusiku ve zmlZzovaci byl 15 psi,
prutokova rychlost suSiciho plynu 5 I/min. Rozsah skenu byl nastaven na 50-800 m/z.
Koncentrace zkoumanych latek v davkovaném roztoku byla 5-10° mol/dm3, kdy vychozi
roztoky standardd (v methanolu) byly fedény smési 0,01 mol/l octanu amonného a methanolu
vpoméru 1:1. Béhem on-line EC-MS experimentd byla nejprve zaznamenana spektra
samotného elektrolytu (methanol a 0,01 mol/l octan amonny, 1:1, v/v) pfi potencialech pracovni
porézni grafitové elektrody 0, 400 a 1000 mV. Nasledné byla zaznamendna spektra vybranych
derivatl fentanylu v potencialovém rozsahu od 0 az 1000 mV, pifi¢emz od 0 do +300 mV byl
zvySovan potencidl po 100 mV a od +300 mV do +1000 mV po 50 mV. Soucasné s celkovym
iontovym proudem byla snimédna i kolizni spektra produkti elektrochemickych pfemén
vychozich latek. Jednotliva spektra byla nasledné analyzovana pomoci softwaru DataAnalysis
4.2. Spektra ziskana z on-line EC-MS a off-line LC-MS experimentt ukazala spolecné, ale

I odli$né reakéni produkty.

Vysledky vySe uvedenych experimentt ziskané pro jednotlivé fentanyly jsou podrobnéji

popsany v nasledujicich kapitolach.
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3.1 Furanylfentanyl

Analyza furanylfentanylu pomoci HPLC-UV-ECD poskytla mez detekce pro vSechny

detektory 1,51-10 mol/dm?3 (5,6

ng/ml), kterd byla urcena jako trojndsobek pomeru signal/Sum.

Mez stanovitelnosti byla uréena pro vsechny detektory 5,22-:10% mol/dm® (19,5 ng/ml) a

v

C. 8 je prehled regresnich parametrt kalibra¢nich kiivek s koeficienty determinace.

Tabulka ¢. 8 — Regresni parametry kalibra¢nich ktivek y = a + bx furanylfentanylu pro HPLC-UV-ECD, n=pocet

kalibra¢nich bodu

Detekce aLsa b=+sp n R? LOD LOQ
[pro UV/VIS mAU, pro [pro UV/VIS [nmol/dm3] | [nmol/dm?3]
ECD nA] mAU-ml/g, pro
ECD nA-ml /g]
(g(\sg\é:r?) -0,016+0,056 900,8+4,2 12 0,9998 15,06 52,16
ECD 1.
pracovni 31,2+15,8 90417,3+1187,2 12 0,9983 15,06 52,16
elektroda
ECD 2.
pracovni 4,38+2,37 47514, 6+177,9 12 0,9999 15,06 52,16
elektroda

Z hydrodynamického voltamogramu (graf ¢. 1) je zfetelné, ze oxidace probiha jiz pii

potencialu +600 mV a strmé

roste az po +1000 mV. V disledku omezeni — vyrobce

nedoporucuje vkladat na pracovni elektrodu potencial vyssi nezZ 1000 mV — nebylo mozné

doméfit tento hydrodynamicky voltamogram do obvyklého sigmoidniho tvaru.

4200
4000

Proud [nA]

100 200 300

400 500 600

Potencidl [mV]

700 800 9S00 1000 1100

Graf ¢. 1 — Voltamogram furanylfentanylu — potencial vkladan na prvni pracovni elektrodu
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Ve druhém hydrodynamickém voltamogramu (graf ¢. 2) byl zaznamenan katodicky
proud v rozmezi 0d —400 do -200 mV, kdy se pravdépodobné redukuji produkty vzniklé oxidaci
na prvni pracovni elektrod€. Nartst proudu pfi zapornéjsich potencidlech mize byt disledkem
toho, ze furanylfentanyl pfi tomto potencidlu vykazuje katalytické u¢inky na vyvoj Hz a dochézi

k posunuti potencialu na referentni hydrogenpaladiové elektrodé.

Proud [nA]

-600 -500 -40 -200 -100 -5-0

Potencial [mV]

Graf ¢. 2 — Hydrodynamicky voltamogram furanylfentanylu — potencial byl ménén na druhé pracovni elektrode

pri konstantnim potencialu prvni pracovni elektrody 900 mV

Stupeit konverze na prvni elektrodé s klesajici koncentraci furanylfentanylu

nadédvkovaného do HPLC-UV-ECD mirné roste ve prospéch prvni pracovni elektrody

(graf ¢. 3).
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Graf ¢. 3 — Stupen konverze na obou pracovnich elektrodach pri konstantnim potencialu E1 = E; =900 mV

V zavislost na koncentraci pro furanylfentanyl

Hmotnostni spektrum samotného furanylfentanylu ziskané pti LC-MS analyze (reten¢ni
Cas furanyl fentanylu je 3,538 min) bylo porovnano se spektrem furanylfentanylu z EC-MS
(obrazek 13 v priloze). Soucasti obrazku €. 13 jsou i navrhované fragmenty iontu m/z 375.
V EC-MS spektru iontu m/z 375 lze naleznout fragment m/z 271 m/z, ktery nalezi

furanylnorfentanylu.

Pii on-line EC-MS furanylfentanylu bylo zjisténo, Ze pti vkladani potencialu +400 mV
se nejprve objevuje jeho oxidaéni produkt, ion m/z 271. Kolizni spektrum a spektrum z LC-MS
analyzy (obrazek 14 v ptiloze) se vzajemné podobaji. lont m/z 271 mél pti separaci LC-MS
retenéni Cas 1,09 minuty. Iont m/z 271 byva v literatufe [44] popisovan jako iont
furanylu norfentanylu, ktery byva majoritné zastoupen pii metabolismu furanylfentanylu

a je dale biologicky neaktivni.

Pti zvySovani potencidlu vkladaného na EC celu dochézi k objeveni dal§iho oxida¢niho
produktu, konkrétné iontu m/z 405, ktery lze nalézt i v HPLC-MS (reten¢ni ¢as 3,205 min).
Tento iont byl identifikovdn jako methoxy-furanylfentanyl. Na obrazku 15 v pfiloze jsou

spektra tohoto produktu spolecné s navrzenymi strukturami jeho fragmenti.

3.2 Vysledky fentanylu

Analyza samotného fentanylu pomoci HPLC-UV-ECD poskytovala mez stanovitelnosti
pro UV/VIS detekci 4,64-107 mol/dm® (156 ng/ml). Mez stanovitelnosti pro ECD detekci
vykazovala na obou elektrodach nastavenych na potencial +900 mV 5,81:10% mol/dm?
(19,55 ng/ml). Prvni bod kalibraé¢ni kiivky odpovida hodnoté¢ LOQ. Mez detekce vykazovala
pro UV/VIS detekci 1,41-107 mol/dm? (47,4 ng/ml). V piipadé elektrochemické detekce byla
LOD 1,76-:10% mol/dm® (5,9 ng/ml). Pfigina vyssiho LOD a LOQ pro fentanyl oproti
furanylfentanylu je zplsobena odliSnou elektronovou strukturou fentanylu, v niZ chybi

konjugovany furanylovy kruh jako dalsi chromofor. V tabulce ¢. 9 je piehled regresnich

parametrt kalibra¢nich ktivek s koeficienty determinace.
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Tabulka ¢. 9 — Regresni parametry kalibraénich kiivek y = a + bx fentanylu pro HPLC-UV-ECD

Detekcee a=+sa b=+ sp n R? LOD LOQ
[pro UV/VIS mAU, pro [pro UV/VIS [nmol/dm3] | [nmol/dmq]
ECD nA] mAU-ml/g, pro
ECD nA-ml/g]
UV/VIS
-0,007 + 0,002 55,15+£0,27 7 0,9999 140,72 464,38
ECD 1.
pracovni 16,05 + 8,58 182648 = 1232 11 0,9996 17,59 58,05
elektroda
ECD 2.
pracovni -6,20 £ 3,01 813499 + 431,8 11 0,9997 17,59 58,05
elektroda

Hydrodynamicky voltamogram fentanylu zaznamenany na prvni pracovni elektrodé
ECD (graf ¢. 4) vykazuje maximum pii +900 mV. Tento potencial byl proto zvolen jako
nejvhodnéjsi pro detekci fentanylu. Dale je z grafu patrné, Ze oxidace fentanylu nastava jiz pfi
potencialu +600 mV, kdy dochazi ke ztetelnému nartistu proudové odezvy. Pii tomto potencialu
byva nejcastéjsim produktem elektrochemické oxidace prave norfentanyl, jak bylo zjisténo pfi

EC-MS experimentech.
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Graf ¢ 4 — Hydrodynamicky voltamogram fentanylu — potencidal vkladan na prvni pracovni elektrodu

Z hydrodynamického voltamogramu pro zdporny potencidl vkladany na 2. pracovni
elektrodu pti konstantnim potencialu +900 mV na 1. elektrodé (graf €. 5) je jasn€ pozorovatelné,
ze optimalni potencial pro detekci produktl vznikajicich pti anodické oxidaci fentanylu je —300

mV.
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Graf ¢. 5 — Hydrodynamicky voltamogram fentanylu — potencial byl ménén na druhé pracovni elektrodé pri

konstantnim potencialu prvni pracovni elektrody 900 mV

Pokud byl na obou pracovnich elektrodach nastaven potencial 900 mV, stupen konverze

na prvni elektrod¢ s klesajici koncentraci fentanylu nadavkovaného do HPLC-UV-ECD mirné

rostl (viz graf ¢. 5), podobné jako tomu bylo u furanylfentanylu.
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Graf ¢. 5 — Stupen konverze na obou pracovnich elektrodach pri konstantnim potencialu E1 = E; = 900 mV

Vv zavislost na koncentraci pro fentanyl
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On-line EC-MS experimenty s fentanylem ukazaly, ze prvotni oxida¢ni produkt vznika
pti +400 mV, stejné jako v piipadé€ furanylfentanylu. Protonovana molekula tohoto oxida¢niho
produktu ma m/z 233. Analyzou kolizniho spektra tohoto iontu byl produkt identifikovan jako
norfentanyl. Tento N-dealkylovany produkt je stejné jako v pfipad¢ furanylfentanylu
majoritnim produktem pii biotransformaci. Norfentanyl byl nalezen i HPLC-MS analyzou
Vv roztoku po elektrolyze, kdy ma tento oxidacni produkt retencni ¢as 0,974 minut. Hmotnostni

spektra ziskana pii EC-MS a HPLC-MS jsou porovnana na obrazku 16 v ptiloze.

Dalsim oxida¢nim produktem, ktery se objevuje pii potencidlu +450 mV, je iont
m/z 349, ktery je pozorovatelny pouze v rozmezi +450 mV az +550 mV (obrazek 17 v piiloze).
Tento iont byl pfitomny pouze pii on-line EC-MS analyze fentanylu. Mozna pfi¢ina
je nestabilni struktura tohoto iontu. Na obrazku 17 je vyobrazena navrhovana struktura iontu

spole¢né s jeho fragmenty.

Ptedposlednim oxida¢nim produktem, ktery se objevoval pii EC-MS a v tomto ptipadé
se objevil i pifi HPLC-MS analyze elektrolyzatu fentanylu, je iont m/z 351. Objevil se pii
vkladéani potencidlu +500 mV na pracovni elektrodu. Na obrazku 18 v ptiloze je mozno

pozorovat podobnost spekter a navrhy struktury iontu spole¢né s jeho fragmenty.

Posledni oxida¢ni produkt fentanylu poskytl iont m/z 353. Hmotnostni spektrum
z HPLC-MS analyzy a kolizni spektrum iontu m/z 353 z EC-MS se v zasad¢ nelisi
(obrazek 19 v ptiloze). Navrzena struktura a fragmenty jsou soucasti obrazku. Neshoda spekter
produktt fentanylu nebo prekryvem EC-MS signalu riznych iont se stejnym pomérem m/z.

Retencni ¢as tohoto 1ontu byl 1,873 minut.

3.3 Sufentanil

HPLC-UV-ECD analyza sufentanylu poskytovala mez stanovitelnosti 8,08-:10" mol/dm?3 (312
ng/ml) pro UV/VIS detekci. Mez stanovitelnosti pro EC detekci poskytovaly obé pracovni
elektrody pii potencialu na elektrodé +900 mV 1,01-10" mol/dm?® (39 ng/ml). Mez detekce pro
UVIVIS detekci vykazovala hodnotu 2,45-107 mol/dm® (95 ng/ml), pro elektrochemickou
detekci vykazovaly obé pracovni elektrody pfi potencidlu 900 mV mez detekce 3,06-108
mol/dm?® (12 ng/ml). Hodnoty LOQ a LOD byly uréeny stejnou metodou jako v piipadé
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furanylfentanylu a fentanylu. V tabulce ¢. 10 se nachazi ptehled regresnich parametra

kalibra¢nich kiivek s koeficienty determinace.

Tabulka ¢. 10 — Regresni parametry kalibra¢nich kiivek y = a + bx sufentanilu pro HPLC-UV-ECD

Detekce a=+sa b=+ sp n R? LOD LOQ
[pro UV/VIS mAU, pro [pro UV/VIS [nmol/dm3] | [nmol/dm?]
ECD nA] mAU-ml/g, pro
ECD nA-ml/g]
UV/VIS
-0,003 £ 0,001 33,7034 £ 0,1155 7 0,9999 244,98 808,43
ECD 1.
pracovni 13,87 +£10,27 115127 + 1406 10 0,9988 30,62 101,05
elektroda
ECD 2.
pracovni 14,54 +£ 5,75 87611 + 787 10 0,9994 30,62 101,05
elektroda

Hydrodynamicky voltamogram sufentanilu na 1. ECD elektrodé¢ (graf ¢. 6) ma stejné
jako v ptipad¢ fentanylu sigmoidni tvar. Nejvétsi proud byl registrovan pii potencialu 900 mV.
Strmy nariist proudu pozorujeme po prekroceni potencidlu 600 mV, podobné jako tomu bylo

u fentanylu.
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Graf ¢. 6 — Hydrodynamicky voltamogram sufentanilu — potencial vkladan na prvni pracovni elektrodu

V ptipadé druhého hydrodynamického voltamogramu registrovaném na 2. ECD
elektrod¢ pti konstantnim potencialu 900 mV na 1. elektrodé (graf ¢. 7) pozorujeme katodicky

proud rostouci v celém rozmezi potencialti —500 az 0 mV.
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Graf ¢. 7 — Hydrodynamicky voltamogram sufentanilu — potencial byl menén na druhé pracovni elektrodé pri

konstantnim potencidlu pracovni elektrody 900 mV

Stupen konverze se na rozdil od fentanylu a furanylfentanylu s klesajici koncentraci
sufentanilu ptili§ neméni, dle tabulky ¢. 16 v ptiloze se spiSe zd4, ze s klesajici koncentraci

naopak klesa (graf ¢. 8).
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Graf ¢ 8 — Stupeii konverze sufentanilu na obou pracovnich elektroddach pri konstantnim potencidlu

E: = E> =900 mV v zdvislost na koncentraci pro sufentanil
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Sufentanil jako vychozi latka s protonovanou molekulou m/z 387 se objevil na HPLC-
MS chromatogramu Vv reten¢nim case 4,25 minut. Pii EC-MS experimentech intenzita iontu
m/z 387 klesala s rostoucim vkladanym potencialem. Konkrétné od 500 mV byl v MS spektru
zcela minoritni az v Sumu. Spektra sufentanilu ziskand pti HPLC-MS a EC-MS/MS analyze
jsou zobrazena na obrazku 20 v pfiloze, véetné navrhovanych struktur fragmentovy iontd.
Podobnost obou spekter je patrna. Na rozdil od pfedchozich derivati nevznikal fragmentaci

kvarterniho uhliku na piperidinovém kruhu.

Pii on-line EC-MS oxidaci sufentanilu byl nejdiive produkovan pti potencialu +400 mV
iont m/z 277 odpovidajici norsufentanilu. Reten¢ni ¢as norsufentanilu pii analyze HPLC-MS
byl 1,81 minut. Kolizni spektrum z EC-MS/MS a spektrum z HPLC-MS analyzy se téméft
shoduji a lze tedy s velkou pravdépodobnosti vylouéit koeluci jinych latek pti HPLC-MS.
Navrhovana struktura iontu s jeho fragmenty jsou na obrazku 21 v pfiloze. Stejné jako v ptipadé
fentanylu a furanylfentanylu, norsufentanil vznika pfi metabolismu sufentanilu jako majoritni

neaktivni produkt.

Dalsi oxidacni produkt, ktery byl nalezen pii EC-MS i HPLC-MS, ma ion m/z 417
aretencni ¢as 3,92 minuty. Hmotnostni spektrum z HPLC-MS analyzy a kolizni spektrum

z EC-MS/MS ukazuje obrazek 22 v ptiloze.

Oxidaéni produkty sufentanilu, které nebyly pozorovany pii analyze EC-MS, byly ionty
m/z 140, s reten¢nim ¢asem 0,97 min (obrazek 23 v ptiloze) a iont m/z 236 s reten¢nim Casem

1,17 minuty (obrazek 24 v piiloze).

Pfi studiu hmotnostniho spektra z HPLC-MS byly zpozorovany dva produkty oxidace,
které mély stejny pomé&r m/z 415, avsak lisily se reten¢nimi ¢asy. Prvni, méné polarni oxidacni
produkt, by mohl odpovidat diketo-sufentanilu, jehoZ navrhovand struktura je zobrazena
na obrazku 25 v pfiloze spolu s jeho fragmenty. Retenéni ¢as méné polarniho oxida¢niho
produktu byl 2,21 minut. Druhy produkt, pojmenovany methoxy—sufentanil, byl detekovan
V Case 4,32 minut (obrazek 26 v piiloze). Oba tyto produkty se li§i zejména svymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi a fragmentaci vychoziho iontu. Bohuzel nebylo mozné pomoci EC-

MS/MS ion 415 izolovat a nasledné fragmentovat.

Posledni oxida¢ni produkt, ktery se nalézal jak v EC-MS tak v HPLC-MS, poskytoval
ion m/z 431 obrazek 27 v piiloze. Kolizni a hmotnostni spektrum z HPLC-MS analyzy
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poskytuji odlisné piky s vyjimkou fragmentu m/z 301. lon m/z 431 se objevuje minoritné pfi
potencialu od +450 mV a od +850 mV. V rozmezi +450 az +850 mV je jeho intenzita

V porovnani s m/z 415 iontem vyrazn¢ mensi.
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4 Z7aveér

Byla vyvinuta metoda pro stanoveni fentanylu, sufentanilu a v souCasné dobé nejvice
problémového furanylfentanylu, a to technikou HPLC s UV/VIS detekci a elektrochemickou
detekci. Vysledky této prace mohou byt vyuzity laboratofemi nedisponujicimi nakladnou
HPLC-MS instrumentaci pii analyze nebezpecnych psychotropnich latek, zejména
furanylfentanylu, ktery je v dne$ni dob¢ nejvice zneuzivan jako nahrada za drahy heroin.
Zaroven by mohla predlozend prace pomoci pii rychlé analyze pii akutnich intoxikacich
fentanylem nebo jeho derivaty. Mez stanovitelnosti pii pouziti UV/VIS detektoru pro fentanyl
a sufentanil byla srovnatelna s praci [49], kde fentanyl a jeho derivaty byly analyzovany pomoci
HPLC-DAD-AD, pii¢emz fenology pii DAD vykazovaly LOD 1,66 pg/ml. V piipadé
furanylfentanylu vykazovala ptedloZend metoda této prace vyssi LOD o 2 tady. V této
diplomové praci byly pfi analyze fentanylu, furanylfentanylu a sufentanilu pomoci ECD

detekce doszeny hodnoty LOD v porovnani s DAD pro fentanyl o 1 fad nizsi.

Bylo studovano elektrochemické chovani vybranych psychotropnich latek
prostfednictvim cyklické a diferen¢né pulzni voltametrie. Ze ziskanych voltamogrami bylo
mozno urcit nejvhodnéjsi potencidl k jejich elektrolyze. Elektrolyzované roztoky byly
ponechany jeden den v lednici a analyzovany metodou HPLC-MS. Vedle toho byla pouzita
metoda on-line EC-MS umoznujici elekrochemicky generovat a ihned detekovat i malo stabilni
reak¢ni produkty. Z vysledkd analyzy hmotnostnich spekter je mozné naleznout shody mezi
produkty elektrochemickych premén studovanych fentanylti a metabolickymi produkty, které
vznikaji v zivych organismech. Jako hlavni produkt elektrochemické oxidace vSech
zkoumanych fentanyld byla nalezena jejich N-dealkylovana forma, (v literatufe oznacovana
ptedlozkou nor), kterd je u vSech tii latek popisovana jako hlavni produkt enzymatického

metabolismu [44, 47, 48].

Studium produktti elektrochemické oxidace odhalilo, Ze hlavnim reakénim centrem
fentanylu, furanylfentanylu a sufentanilu je piperidinovy kruh, na jehoz atom dusiku je
navazana alifaticka cast. Hlavnim mechanizmem elektrochemické oxidace vSech tii fentanyli
je oxidativni N-dealkylace. Analogicka reakce probiha pfi enzymatické metabolizaci, jak in
vivo, tak in vitro. Dalsi reak¢ni mista, ktera se nabizi na oxidaci, jsou v poloze ortho, poptipadé
para od dusiku na piperidinovém kruhu, jak bylo potvrzeno v praci [58]. Ze sterickych divoda

nejpravdépodobnéjsi misto oxidace (dehydrogenace) bude na uhliku v poloze ortho. Vznikly
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iminiovy kation miize podléhat naslednym reakcim, napt. vodou za vniku o-hydroxyderivatu,

které se dale mohou oxidovat na ptislusné ketony [58].
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5 Seznam zkratek

ZKkratka
AD
AdSV
ATP

AMX

CE
CNS
CYP
Da
DPV

EDso

El

Ex

eV

FBA
GC
GDP
GTP
HCOOH

HPLC

Termin

amperometricky detektor
»Adsorptive stripping voltammetry*
Adenosintrifosfat
N-phenylpropionamid
Magneticka indukce
Kapilarni elektroforéza
Centralni nervova soustava
Cytochrom

Dalton

Diferen¢né pulzni voltametrie

»Effective dose® _ efektivni davka, kterd vyvola u 50 %

uzivatell kognitivni ¢i behavioralni zmény

,,Electron ionization“ — ionizace elektronem

Kineticka energie

Elektronvolt
2-[(furan-2-carbonyl)(methyl)amino]benzoova kyselina
Plynové chromatografie

Guanosindifosfat

Guanosintrifosfat

kyselina mravenci

»High  performance liquid chromatography*

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
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LDso

L-L
Log P
LOD

LOQ

MF
MS
NaOH

pKa

SDME
SF
SPCE
SPE

SSRI

TDso

UDP

,Lethal dose” — smrtelnd davka, kterd zabije 50 %

uzivatelii

,»Liquid—liquid extraction® — extrakce kapalina — kapalina
Logaritmus rozdélovaciho koeficientu oktanol — voda
,,Limit of detection‘ — limit detekce

,Limit of quantification® — limit stanoveni

hmotnost

mobilni faze

»Mass spectrometry — Hmotnostni spektrometrie
Hydroxid Sodny

zaporny dekadicky logaritmus disocia¢ni konstanty

kyseliny

»Static Mercury drop electrode*

Stacionarni faze

,»Screen printed carbon electrode*

,.Solid Phase extraction® — extrakce na tuhé fazi

»Serotonin selective reuptake inhibitor — selektivni

serotoninovy inhibitor zpétného vychytavani

,»loxic dose“ — toxickd davka, kterd vyvola u 50 %

uzivatell pfiznaky otravy
Uridindifosfat

Néboj
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7 Piilohy

Tabulka ¢.11 — Data ke kalibra¢ni zavislosti pro furanylfentanyl

2. pracovni
koncentrace | koncentrace elektroda 900
[o/1] [mol/dm?] UV/VIS 260 nm | primér | 1. pracovni elektroda 900 mV [nA] | primér mV [nA] prameér
0,04 0,000106814 | 35,6542 | 36,85 | 36,2521 | 3490,163 | 3684,291 | 3587,227 | 1805,593 1992,694 | 1899,144
0,02 5,34068E-05 | 17,6921 | 17,6192 | 17,65565 | 1855,67 1953,15 | 1904,41 |902,2539 | 1008,591 | 955,4223
0,01 2,67034E-05 | 8,7664 | 8,655 8,7107 | 1032,266 | 1007,343 | 1019,804 | 507,8565 487,7367 | 497,7966
0,005 1,33517E-05 | 4,3557 | 4,5642 | 4,45995 | 514,8708 | 565,7004 | 540,2856 | 226,6856 268,3838 247,5347
0,0025 6,67585E-06 | 2,3291 | 2,2943 | 2,3117 | 273,2037 | 261,2604 | 267,2321 | 132,008 119,8301 | 125,9191
0,00125 3,33793E-06 | 1,2619 | 1,1581 1,21 156,4822 132,786 | 144,6341 | 68,8232 62,3953 65,60925
0,000625 | 1,66896E-06 | 0,622 | 0,6124 | 0,6172 70,486 71,6992 71,0926 | 29,1264 33,7701 31,44825
0,0003125 | 8,34482E-07 | 0,3375 | 0,301 | 0,31925 | 39,2833 29,4773 | 34,3803 | 15,6789 14,393 15,03595
0,00015625 | 4,17241E-07 | 0,1651 | 0,1555 | 0,1603 | 18,9669 18,9838 | 18,97535 | 6,0171 7,5939 6,8055
0,000078125 | 2,0862E-07 | 0,0726 | 0,0847 | 0,07865 | 9,8736 10,304 10,0888 5,018 5,3705 5,19425
3,90625E-05 | 1,0431E-07 | 0,0499 | 0,0386 | 0,04425 | 4,1249 5,5472 4,83605 | 1,1249 2,3147 1,7198
1,95313E-05 | 5,21551E-08 | 0,0207 | 0,0276 | 0,02415 | 2,4188 3,4171 2,91795 | 0,7374 1,4324 1,0849
Tabulka ¢.11 — Data ke kalibra¢ni zavislosti pro fentanyl
koncentrace | koncentrace 1. pracovni elektroda 2. pracovni elektroda |  Primér
[g/1] [mol/dmq] UV/VIS 260 nm | pramér 900 mV [nA] pramér 900 mV [nA] [nA]
0,02 5,94405E-05 | 1,0998 | 1,0996 | 1,0997 | 3648,126 | 3673,565 | 3660,845 | 1671577 | 1577,288 | 1624,433
0,01 2,97202E-05 | 0,538 | 0,541 | 0,5395 | 1921,794 | 1726,814 | 1824,304 | 824,6738 | 799,9821 | 812,328
0,005 1,48601E-05 | 0,2692 | 0,2589 | 0,26405 | 999,9245 | 986,9417 | 993,4331 | 396,158 | 367,5275 | 381,8428
0,0025 7,43006E-06 | 0,1271 | 0,126 |0,12655| 4955073 | 463,9752 | 479,7413 | 188,9637 | 181,3907 | 185,1772
0,00125 3,71503E-06 | 0,0687 | 0,0633 | 0,066 | 254,9092 | 253,4581 | 254,1837 | 93,0794 | 93,3009 | 93,19015
0,000625 1,85752E-06 | 0,0292 | 0,0308 0,03 129,635 | 131,5678 | 130,6014 | 47,5059 | 45,3674 | 46,43665
0,0003125 | 9,28758E-07 | 0,0152 | 0,0115 |0,01335| 68,4758 | 60,0008 | 64,2383 | 24,0889 | 18974 | 21,53145
0,00015625 | 4,64379E-07 0 0 0 38,1828 | 36,2183 | 37,20055 | 13,184 | 11,2758 | 12,2299
0,000078125 | 2,32189E-07 0 0 0 19,1333 18,9158 19,02455 4,3799 3,3361 3,858
3,90625E-05 | 1,16095E-07 0 0 0 9,8065 11,2517 10,5291 2,1514 2,0068 2,0791
1,95313E-05 | 5,80474E-08 0 0 0 4,7165 4,8326 4,77455 1,1541 0,9971 1,0756
Tabulka ¢.13 — Tabulka ¢.11 — Data ke kalibraéni zavislosti pro sufentanil
koncentrace | koncentrace 1. pracovni elektroda 2. pracovni elektroda Pramér
[g/1] [mol/dm?] UV/VIS 260 nm | pramér 900 mV [nA] pramér 900 mV [nA] [nA]
0,02 5,17395E-05 | 0,6657 | 0,6791 | 0,6724 | 2446,868 | 212505 | 2285,959 | 1201,423 | 2331,149 | 1766,286
0,01 2,58697E-05 0,3236 | 0,3361 | 0,32985 | 1107,053 | 1297,223 | 1202,138 | 878,723 | 871,3694 | 875,0462
0,005 1,29349E-05 | 0,1695 | 0,1591 | 0,1643 | 716,3254 | 570,3523 | 643,3389 | 461,4953 | 505,5185 | 483,5069
0,0025 6,46744E-06 0,0795 | 0,0819 | 0,0807 | 281,3921 | 303,5972 | 292,4947 | 229,031 | 234,4347 | 231,7329
0,00125 3,23372E-06 | 0,0399 | 0,0376 | 0,03875 | 159,0927 | 158,709 | 158,9009 | 137,1839 | 126,7997 | 131,9918
0,000625 1,61686E-06 0,0181 | 0,0174 | 0,01775 | 86,3136 | 80,6464 83,48 88,0476 | 79,4127 83,73015
0,0003125 | 8,08429E-07 | 0,0087 | 0,0089 | 0,0088 | 39,0097 | 37,0607 | 38,0352 | 38,8601 | 39,4359 39,148
0,00015625 | 4,04215E-07 0 0 0 18,7566 | 20,9786 | 19,8676 | 19,1131 | 21,8771 20,4951
0,000078125 | 2,02107E-07 0 0 0 10,1394 | 10,1489 | 10,14415| 9,7665 10,1338 9,95015
3,90625E-05 | 1,01054E-07 0 0 0 5,7707 4,114 4,94235 4,6872 4,3235 4,50535
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Tabulka ¢. 14 — Stupen konverze furanylfentanylu na obou pracovnich elektrodach pfi konstantnim potencialu

E: = E2 =900 mV pro rizné koncentrace analytu

Koncentrace [g/l] Konverze na 1. ECD elektrodé [%] Konverze na 2. ECD elektrodé [%]
0,04 65,38 34,62
0,02 66,59 33,41
0,01 67,20 32,80
5108 68,57 31,43

2.5-10°° 67,97 32,03
1.25-108 68,79 31,21
6.25-10* 69,33 30,67
3,13-10* 69,57 30,43
1.56:10* 73,60 26,40
7,81-105 66,01 33,99
3,91-10° 73,77 26,23
1,95-10 72,90 27,10

Tabulka ¢. 15 — Stupenn konverze fentanylu na obou pracovnich elektrodach pfi konstantnim potencialu

E1 = E> =900 mV pro rizné koncentrace analytu

Koncentrace [g/1]

Konverze na 1. ECD elektrodé [%]

Konverze na 2. ECD elektrodé [%]

0,02 69,26 30,74
0,01 69,19 30,81
510 72,24 27,76
2.5-10°3 72,15 27,85
1.25-10°3 73,17 26,83
6.25-10* 73,77 26,23
3,13-10* 74,90 25,10
1.56-10* 75,26 24,74
7,81-105 83,14 16,86
3,91-10° 83,51 16,49
1,95-10° 81,61 18,39

Tabulka ¢. 16 — Stupeit konverze sufentanilu na obou pracovnich elektrodach pifi konstantnim potencialu

E: = E2 =900 mV pro rizné koncentrace analytu

Koncentrace [g/1]

Konverze na 1. ECD elektrodé [%]

Konverze na 2. ECD elektrodé [%]

0,02 56,41 43,59

0,01 57,87 42,13

5108 57,09 42,91
2.5-10°8 55,80 44,20
1.25-10°8 54,63 45,37
6.25-10* 49,93 50,07
3,13-10* 49,28 50,72
1.56:10* 49,22 50,78
7,81:10° 50,48 49,52
3,91-10° 52,31 47,69
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Obrazek 13 - Hmotnostni spektra protonované molekuly furanylfentanylu (iont m/z 375) z HPLC-MS analyzy (tr = 3,538 min,
nahore) a hmotnostni spektrum z EC/MS (dole)
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Obrazek 14 - Horni cast obrazku ukazuje hmotnostni spektrum z rekonstruovaného chromatogramu pro oxidacni produkt
furanylfentanylu — iont m/z 271 z HPLC-MS analyzy (tr = 1.090 min). Spodni édst ukazuje kolizni spektrum izolovaného iontu
—m/z 271 z EC-MS/MS
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Obrazek 15 - Horni ¢ast obrdazku ukazuje hmotnostni spektrum produktu oxidace furanylfentanylu (ion m/z 405) z HPLC-MS

analyzy (tr = 3,205 min). Spodni éast ukazuje kolizni spektrum izolovaného iontu m/z 405 z EC-MS/MS.
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Obrazek 16 - Horni cast obrazku ukazuje hmotnostni spektrum produktu elektrochemické oxidace fentanylu (ion m/z 233) z

HPLC-MS analyzy (tr = 0,974 min). Spodni édst ukazuje kolizni spektrum izolovaného iontu m/z 233 z EC-MSIMS.
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Obrazek 18 — Horni ¢ast obrazku ukazuje hmotnostni spektrum produktu elektrochemické oxidace fentanylu (ion m/z 351) z
HPLC-MS analyzy (tr = 3,355 min). Spodni ¢ast ukazuje kolizni spektrum izolovaného iontu m/z 351 z EC-MSIMS.
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Obrazek 19-horni cast obrazku ukazuje hmotnostni spektrum produktu elektrochemické oxidace fentanylu (ion m/z 353) z
HPLC-MS analyzy (tr = 1,873 min). Spodni ¢ast ukazuje kolizni spektrum izolovaného iontu m/z 353 z EC-MS/MS.
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Obrazek 20 — Hmotnostni spektrum sufentanilu (ion m/z 387) z HPLC-MS analyzy (tr=4,254 min). VloZeno je kolizni spektrum
izolovaného iontu m/z 387 z EC-MS/MS (dole).
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Obrazek 21 — Hmotnostni spektrum produktu elektrochemické oxidace sufentanilu (ion m/z 277) z HPLC-MS analyzy
(tr = 1,806 min). Viozeno je kolizni spektrum izolovaného iontu m/z 277 z EC-MS/MS.
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Obrazek 22 — Horni ¢ast obrazku zobrazuje hmotnostni spektrum produktu elektrochemické oxidace sufentanilu (ion m/z 417)
2 HPLC-MS analyzy (tr = 3,921 min). V dolni ¢asti je kolizni spektrum izolovaného iontu m/z 417 z EC-MS/IMS.
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Obrazek 23- Hmotnostni spektrum produktu elektrochemické oxidace sufentanilu (ion m/z 140) z HPLC-MS analyzy s
retencnim casem 0,97 min.
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— hmotnostni spektrum produktu elektrochemické oxidace sufentanilu (ion m/z 236) z HPLC-MS analyzy s

retencénim casem 1,17 min.

-
—
/ 0
A O
s N —
O
0 ) N
/ 0 CH,
HaC
_|+ 415 miz
4
— a4 7\
== S N =
O ;jj
o o] 2
0
HaC / 0 CHa
128 miz HaC
387 miz
casse
BEIBL 11721

Obrazek 25 — Hmotnostni spektrum z HPLC-MS analyzy produktu elektrochemické oxidace sufentanilu — diketo—

sufentanil (ion m/z 415) s tr=2,21 min.
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Obrazek 26 — Hmotnostni spektrum z HPLC-MS analyzy produktu elektrochemické oxidace sufentanilu — methoxy—sufentanil

(ion 415 m/z) s tr=4,32 min.
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Obrazek 27 — Horni ¢dst obrazku zobrazuje hmotnostni spektrum produktu elektrochemické oxidace sufentanilu (ion 431 m/z)
z HPLC-MS analyzy s retencnim ¢asem 3,61 minut. V dolni éasti obrazku je kolizni spektrum izolovaného m/z 431 z EC-MS/MS

analyzy.
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