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Souhrn

Cilem diplomové préace bylo jednak prostudovani teoretickych i praktickych aspekti kapilarni
elektroforézy a jejiho spojeni s hmotnostni spektrometrii, ale i fyzikalné-chemickych
vlastnosti vybranych syntetickych kanabinoidt. Dale vypracovani literarni reSerSe sou¢asného
stavu analytiky syntetickych kanabinoidu. Hlavnim cilem prace byl pak vyvoj metody
analytické separace syntetickych kanabinoidit metodou kapilarni elektroforézy ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii, ¢aste¢na validace analytické metody (opakovatelnost, linearita,
limity detekce a kvantifikace, apod.), ataké aplikace vypracované metody separace
syntetickych kanabinoidii pro analyzu realnych vzorku. Cilem diplomové prace bylo
provedeni pilotni studie moznosti spojeni CE-MS v toxikologické analyze vybranych

metabolit syntetickych kanabinoida.



Summary

The aim of this thesis was to study on the one hand, the theoretical and practical aspects of
capillary electrophoresis and its connection with mass spectrometry as well as physico-
chemical properties of some synthetic cannabinoids. Furthermore, the development of
a literature review of the current state of analysts synthetic cannabinoids. The main aim of this
work was then developing methods of analysis of synthetic cannabinoids separation by
capillary electrophoresis in combination with mass spectrometry, partial validation of
analytical methods (repeatability, linearity, limits of detection and quantification, etc.), and
also the application of the methods of separation of synthetic cannabinoids for the analysis of
real samples. The aim of the thesis was to conduct a pilot study possibilities of connecting

CE-MS in the toxicological analysis of selected metabolites of synthetic cannabinoids.



1 Teoreticka cast

1.1 Kapilarni elektroforeza

1.1.1 Historie

Elektroforéza jako separacni technika byla poprvé piedstavena Tiseliem v roce 1937. Zjistil,
Ze jednotlivé proteiny smési v trubiéce vyplnéné pufrem po vloZeni elektrického pole migruji
ve sméru elektrického pole v zavislosti na jejich naboji a mobilité. Za tento objev byl i ocenén
Nobelovou cenou. Pii elektroforéze piedstavené Tiseliem byla separaéni Géinnost limitovana
tepelnou difGzi a vodivosti. Z toho divodu probiha tradi¢ni elektroforéza v nevodivych
nosicich, jako jsou polyakrylamidové a agarosové gely v prostiedi pufru. Nejcastéji jsou gely
pouzivany na desce nebo v kapilafe. Plosna elektroforéza je vSak pomalejsi, méné efektivni,
nizkomolekularni latky. Pocate¢ni prace v kapilarni elektroforéze popsal o 30 let pozdéji
Hjerten, kdy byly k dispozici jen kapilary s milimetrovym primérem, a dokézal, ze pti
provadéni elektroforézy v trubickach s malym primérem dochézi k redukcei tepelnych vlivii
na separaci. Od 80. let 20. stoleti se zacaly pouzivat kapilary nejen ze skla, ale i teflonu

S vnitinim primérem mensim nez 100 pm.
1.1.2 Instrumentace

Pro kapilarni elektroforézu (CE) je typicka jednoducha instrumentace. Schéma je zobrazeno
na obr. 1, kde jsou konce kiemenné kapilary umistény do nadobek s pufrem. Nadobky rovnéz
obsahuji elektrody (platinove), pouzivané k vytvofeni elektrického kontaktu mezi zdrojem

vysokého napéti a kapilarou.

10



< = \{a-lka se Odpad;i E
I ] vzorkem viallea [ ]
Pufr ™~ _« =" Pufr

Obr. 1: Schéma kapilarni elektroforézy (ptevzato a upraveno) [1]

Vzorek je naddvkovan do kapilary vyménou jedné z nadobky za nédobku se vzorkem
s vyuzitim tlaku (tzv. hydrodynamické davkovani), nebo elektrokineticky (s vyuzitim
elektrického pole). Po vyméné nddobky se vzorkem za nadobku s elektrolytem mize zadit
separace analytu. Opticka detekce (nejéastéjsi zptsob detekce v CE) muize byt provedena na

opacném konci, pfimo skrz sténu kapilary.
1.1.3 Teoretické aspekty
Separace Vv elektromigracnich metodach je zalozena na rozdilné rychlosti pohybu latek ve

stejnosmérném elektrickém poli [2 - 5]. Tato rychlost (v) je dana elektroforetickou mobilitou

(1) a intenzitou elektrického pole (E), jak uvadi nasledujici vztah:
V= HeE 1)
Elektroforetickd mobilita je pro dany iont, médium a teplotu konstantni, tudiz je

charakteristicka. Elektroforeticka mobilita je ur¢ena silou elektrického pole (Fg), pisobici na

ionizované ¢astice o naboji g, proti které ptisobi odporova treci sila (Fg).
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Fe=qE (2)
Fr = -67nrv (Stokestv zédkon) 3

Kde 7 je viskozita média a r polomér ¢astice (vCetné solvataéniho obalu).
Béhem kratkého piechodného stavu, dochazi k vyrovnani téchto dvou sil.
qE = 6znrv 4

Po dosazeni vzorce pro vypocet elektroforetické mobility (1), dostaneme:

o= — 3 (5)

Z rovnice (5) vyplyva, ze malé vysoce nabité Castice maji velkou mobilitu, zatimco méné
nabité, maji mobilitu malou. Elektroforetickd mobilita uvedend v tabulkach byla urcena
z roztokl, kde vSechny rozpusténé latky byly nabity - stupenl ionizace (a;) byl 1 a nasledné

byla extrapolovana na nekone¢né ziedéni — tzv. limitni iontovd mobilita (ULin). Tato mobilita

se li$i od mobility uréené experimentalng¢, nazyvané efektivni mobilita (Hef).

Meff = aille (6)

Efektivni mobilita je vysoce zavisla na pH, teploté, na hodnoté pK, separované molekuly a na

sloZeni pouZitého pufru.

Z migra¢niho Casu lze vypoditat tzv. zdanlivou mobilitu pa,, kterd je vektorovym

souctem efektivni mobility a mobility elektroosmotického toku.

Hav = Hest + HEOF (7)
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1.1.4 Elektroosmoticky tok

Dulezitym aspektem ovliviiujicim béh kapilarni elektroforézy je elektroosmoticky tok (EOF).
EOF je vlastn¢ tok nahromadéné kapaliny v kapilafe a je disledkem povrchového napéti na

vnitini sténé kapilary, kde se tvofi elektricka dvojvrstva (Obr. 2).
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Obr. 2: Elektricka dvojvrstva (pfevzato a upraveno) [2]

Elektroosmoticky tok ovliviiuje dobu iontu stravenou v kapilafe superpozici EOF na mobilité,
coz umoziuje zvoleni pozadované délky kapilary, nema vSak vliv na selektivitu.

Ve vodném prostiedi mé vétSina pevnych povrchii naboj, ktery mize byt vytvoien
dvéma zptsoby. Bud’ vlivem ionizace povrchu, nebo adsorpci iontovych ¢astic na povrch.
Muze vsak dojit k obéma zpiisobiim vzniku naboje na povrchu, coz se stava v ptipadé, ze je
pouzit napft. taveny kiemen. Velikost mobility elektroosmotického toku je siln¢ zavisla na
disociaci silanolovych skupin (-SiOH). Vzhledem k tomu, zZe je tézké urcit pK, silanolovych
skupin, vychéazi se z experimentéalni zkuSenosti, kdy EOF vznikd jiz pfi pH vétSim nez 2.

Protiionty (ve vétsin¢ piipadu kationty) hromadici se u povrchu kiemenné kapilary
udrzuji rovnovahu mezi naboji a vytvaii tak nepohyblivou Sternovu elektrickou dvojvrstvu.

K této dvojvrstvé jsou pfitahovany ionty z pracovniho elektrolytu, které vSak nejsou poutény
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velkou elektrickou silou a tudiz mohou migrovat. Pii vlozeni napéti na kapilaru, zacnou byt
kationy pritahovany ke katodé azaroven odpuzovany Kkationty tvofici nepohyblivou
dvojvrstvu. ProtoZe jsou solvatovany, strhavaji kapalinu p¥imo ke katod¢.

Jelikoz je naboj silné ovliviiovan velikosti pH, stejné tak je jim ovlivnéna i velikost
EOF. Pti vysokém pH, kdy jsou silanolové skupiny pievazné deprotonovang, je EOF vyrazné
vy$$i, nez pii nizsich pH.

Diky elektroosmotickému toku se v kapilafe vytvaii jedine¢ny rychlostni profil
(Obr. 3). Vzhledem k tomu, ze elektricky pohanéna sila toku je rovnomérné rozlozena podél
celé kapiléry, nedochazi k poklesu tlakového spadu a rychlost je téméf stejna. Tento plochy
rychlostni profil proudéni je vyhodny z toho dtivodu, Ze nedochazi k rozmyvani zén na rozdil

od rychlostniho profilu laminarniho, vytvofeného tlakem.

)

Laminarni tok

b.) ]

Elektroosmoticky tok

Obr. 3: Profil proudéni ovlivnény EOF a pfi jeho potlaceni (pfevzato a upraveno) [2]

Tvar rychlostniho profilu mé vliv i na tvar piku. V piipadé laminarniho profilu vznika pik
Siroky v dusledku rozmyvani zony, kdezto u profilu EOF je pik Uzky. Dalsi z vyhod
elektroosmotického toku je schopnost unéset téméf vSechny ¢astice bez ohledu na néboj. Za
normalnich podminek (povrch kapilary je nabit zaporn¢) proud kapaliny v kapilate smétuje
od anody (+) ke katodé (-). Nejrychleji putuji kapilarou kationty, které jsou piitahovany
katodou, a navic pohanény EOF ve stejném sméru. Neutralni latky bez naboje se pohybuji
pouze diky EOF a nedochdzi k jejich rozseparovani. Dokonce nékteré anionty mohou putovat
ke katod¢ a byt separovany, pokud je jejich elektroforetickd mobilita nizsi nez EOF a unasi je

i pies pusobeni pfitazlivych sil anody (Obr. 4).
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Obr. 4: Migrace ¢astic dle typu a velikosti naboje

Modifikaci naboje stény kapilary, at’ uz pomoci pH nebo aditiv, mizeme EOF snizit, nebo
dokonce otocit jeho smér, v tom ptipadé mize dojit i k opa¢né migraci latek.

Ptestoze je EOF obvykle vyhodou, je potieba ho kontrolovat a ovliviiovat. Naptiklad
pii vysokém pH muze byt elektroosmoticky tok piili§ rychly a nedojde tak k separaci pred
eluci latek z kapilary. Naopak pfii niz§im pH je zaporny naboj na sténé kapilary natolik slaby,
7e dochazi k adsorpci kationtd z roztoku diky Coulombickym interakcim. Snizeni nebo Gplné
odstranéni vlivu EOF je zadouci pfi nckolika separacnich metodach jako je izoelektricka
fokusace, kapilarni gelova elektroforéza nebo izotachoforéza. Ovladat EOF mtizeme zménou
naboje povrchu kapilary, nebo zménou viskozity ¢i pH pufru. Témito zménami vSak mizeme
ovlivnit i vlastnosti analytu

Nejsnazsi zpisob jak snizit rychlost EOF je snizenim elektrického pole. Tento zptsob
ma vSak nekolik nevyhod s ohledem na ¢as analyzy, ucinnost a rozliSeni. Dal$i zptsob je
Upravou koncentrace nebo iontové sily pufru. Vyssi koncentrace pufru navic snizuji
Coulombické interakce mezi rozpusténymi latkami a sténou kapilary. Obvykle se pouZzivaji

pufry o koncentraci v rozmezi od 10 do 100 mM, mtizou byt vSak i vyssi.
1.1.5 Migrace
Doba potiebna k tomu, aby nabita Castice prosla kapilarou az do bodu detekce, se nazyva

migraéni €as a je dan pomérem migracni vzdalenosti a rychlosti. Migra¢ni ¢as je jeden

z parametri potiebnych pro vypocet zdanlivé mobility rozpusténé latky (Hay).

| L u
L

May = — = — *E =

(8)
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Kde U je vlozené napéti (pohybujici se v rozpéti 0 — 30 kV), L celkova délka kapilary,
tm migracni Cas, E intenzita elektrického pole a | je efektivni délka kapilary, coz je vzdalenost,
kterou analyt urazi od mista injekce po detektor.

Separace V elektroforéze je zalozena na rozdilnych mobilitach latek. Rozdilnost nezbytna
k rozseparovani dvou latek je dana sitkou zony a odlisnymi migraénimi ¢asy. Sitka zony je

zavisla na difaznich procesech.
1.1.6 RozSiFeni zony, ucinnost, difize

Rozsiteni zony rozpusténé latky vznika v dusledku rozdilné rychlosti jednotlivych cEéstic

V ramci zony a muze byt definovano jako zakladni Sitka piku (Wp)
Wy = 4o 9)
Kde o je smérodatna odchylka piku (v ¢ase, objemu).

Utinnost je vyjadiena poétem teoretickych pater (N), vypoétenym z efektivni délky kapilary.
N=(—)° (10)
c

Za ideélnich podminek dochazi k rozsifeni zony rozpusténé latky jen vlivem podélné difuze.
Radialni difaze se diky specifickému profilu proudéni neprojevi, stejné tak konvekéni
rozSifovani zony vzhledem k nevodivym vlastnostem kapilary. Tudiz mtze byt GCinnost

v souvislosti s molekularni difuzi v chromatografii vyjadiena:

2DL 2D

Kde D je difuzni koeficient rozpusténé latky.

V praxi je naméfend ucinnost obvykle mensi nez vypoctend. To je proto, Ze vypoctena

ucinnost zahrnuje jen vliv podélné difuize, pfitom jsou casto pifitomny i dal§i vlivy jako
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teplotni gradient vyvolany Joulovym teplem, injekce a interakce mezi rozpusténou latkou
a povrchem kapilary. VSechny tyto vlivy vSak lze usmériiovat. Vypocet celkového rozsiteni

zony obsahujici veskeré vlivy je nasledujici:

2 _ 2 2 2 2 2 2
OT=0DFTOINITOTEMP T 0 ADS T O DETT O ED T ... (12)

.....

1.1.7 Joulovo teplo

Hlavni vyhodou provedeni elektroforézy v tzkych kapilarach je snizeni acinku tepla, které
zpravidla elektroforetické techniky omezuji. Zahtivani je problematické, protoze muze
zpusobit nerovnomérné teplotni gradienty, mistni zménu viskozity a nasledné rozmyvani zon.
Pro dosazeni nejlepsi G¢innosti a rozliseni je teoreticky potieba pouzit co nejsilngjsi elektrické
pole. V koneéném dusledku vsak Joulovo teplo, vznikajici pti priachodu elektrického proudu
vodi¢em, tento piistup omezuje nehled¢ na rozméry kapilary. Rozméry spole¢né s tepelnou
vodivosti kapilary a vlozenym napétim vSak ovliviiuji o kolik se zvysi teplota uvniti kapilary.
Rovnomérné zvyseni teploty v kapilaie neni na $kodu, problematické jsou teplotni gradienty,
které zplsobuji viskozitni rozdily v prifezu kapilary, jenZ mohou vnaSet do zon deformace.
Nejvyssi teplota je ve stiedu kapilary, jelikoZz u stén dochazi k tepelnym ztrdtdm. Regulace
teploty je tedy velmi dulezitd, jiz zména teploty o 1°C vede k 2-3 % zménam ve viskozité,
potazmo mobilité¢ rozpusténych latek. Existuje cela fada ukazateld, které poukazuji na
nadmérnou tvorbu tepla a piipadné teplotni gradienty. Takovymto ukazatelem je napiiklad
rostouci napéti, sniZeni ucinnosti nebo nelinearni nartist EOF, mobility ¢i proudu. SniZit
teplotni gradient pak mizeme snizenim vykonu. Toho Ize dosédhnout nékolika zptisoby. Bud’
pouzitim niz§iho napéti, nebo sniZzenim iontové sily pufru, nebo jeho mobility. Posledni dvé
zminéné metody vSak maji ur€itd omezeni, sniZzeni koncentrace pufru totiz mize vést 1 ke
snizeni jeho tlumivé sily a rovnéz ke slab§im interakcim s povrchem kapilary. Alternativou
tedy mohou byt pufry obsahujici velké ¢astice s malym nabojem jako je TRIS ¢i boratovy
pufr. Dulezitym prvkem jsou i chladici systémy, které maji za ukol stabilizovat teplotni

rozdily mezi kapilarou a okolim pomoci proudici kapaliny nebo vzduchu.
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1.1.8 Injekce

Pii davkovani je dulezité, aby délka zony vzorku (w;) byla co nejmensi. Je-li delsi nez rozmyti
zpusobené difuzi, klesd ucinnost i rozliSeni. Za predpokladu, Ze roztok vzorku vstupuje do

kapilary v obdélnikovém tvaru, je ptispévek davkovani k difazi dan:

W,
O'2|NJ = L (13)

V idealnim ptipadé by délka zony vzorku neméla byt vétsi nez smérodatna odchylka. V praxi
se pouziva pravidlo, Ze zona aplikovaného vzorku by méla byt kratsi nez 1-2 % delky kolony.
Piestoze jsme pii dnesni instrumentaci schopni aplikovat takové mnozstvi, detek¢ni limit v§ak

Casto vyzaduje davkovani vétsiho mnozstvi.
1.1.9 Adsorpce

Interakce mezi rozpusténou latkou a povrchem kapilary mohou mit negativni vliv na Gi¢innost
kapilarni elektroforézy. V zavislosti na rozsahu interakce mize dojit ke chvostovani pika ¢i
adsorpci. Hlavnimi pti¢inami adsorpce na kiemenné sténé Kapilary jsou iontové interakce
mezi kladné nabitymi ¢asticemi roztoku a zaporné nabitymi sténami, spole¢né s hydrofilnimi
a hydrofobnimi interakcemi. Vyznamné adsorp¢ni 0G¢inky byly zaznamenadny zejména

U peptidl a proteintl, protoze nesou velké mnoZzstvi nabojii a hydrofobnich funkénich skupin.
1.1.10 Elektrodisperze

Kapilara obsahuje pufr nebo jiny pracovni elektrolyt, ve kterém dochazi k separaci pod
vlivem elektrického pole. Takovy elektrolyt mize poskytnout konstantni podminky béhem
analyzy, to znamena, Zze podminky budou nezavislé na slozeni vzorku. Diky tomu muze byt
vzorek identifikovan na zéklad€ migracniho Casu.

Rychlost zény analytu vyplyva z jeho efektivni mobility a intenzity elektrického pole
v dané oblasti. Role elektrolytu je udrzovat tyto dvé veli¢iny konstantni. Efektivni mobilita je

stabilni, pokud je stabilni i pH elektrolytu, z toho divodu se pouZzivaji prave pufry.
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Pfitomnost analytu ma vliv na elektrické pole, to vyplyva z pozorovani elektrického
proudu, ktery je pfimo umérny mistni intenzité elektrického pole a vodivosti. Proud bude
konstantni po celé délce kapilary tzn. Ze v misté, kde bude vétsi vodivost, nez je Vv Cistém
elektrolytu, bude intenzita elektrického pole niZsi a naopak.

Ionty analytu samoziejmé ovlivni elektrickou vodivost do urcité miry a rozdil bude
tim vétsi, ¢im vyssi koncentraci analyt bude mit. Z toho vyplyva, Ze rychlost analytu je
spojena s jeho koncentraci.

Zavislost intenzity elektrického pole na lokalni koncentraci analytu muze vést
k procesu zvanému elektrodisperze. Kdyz elektricka vodivost stoupa s rostouci koncentraci
analytu, pak intenzita elektrického pole a potazmo i rychlost naopak klesa. V ptipad¢ ze ionty
elektrolytu putuji rychleji nez analyt, pronikaji do jeho zény a dochazi k takzvanému
chvostovani piku (tailing) obr. 5A. V opaéném piipadé bude dochéazet ke vzniku frontujiciho
piku (fronting) obr. 5B. Pokud elektrickd vodivost elektrolytu odpovida elektrické vodivosti

vzorku, vznika symetricky pik blizici se tvaru Gaussovského piku.

Obr. 5: Deformace piku zptisobena elektromigraéni disperzi, kde (A) je chvostujici pik a (B)
je frontujici pik

1.1.11 Detekce

Detekce u elektromigracnich metod mtize probihat bud’to on-line nebo off-line. V piipadé on-
-line detekce je detektor umistén pted koncem kapilary. Nékdy je nutné odstranit vrstvu
polyimidu, kterym byva sklenéna kapilara pokryta k usnadnéni manipulace a odvodu tepla.

Tim ziskdme detekéni okénko, pro prichod UV-VIS paprsku ¢i fluorescenéniho zéteni.
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V ptipadé vodivostniho detektoru polyimid neni nutné odstranovat. VySe zminéné online
metody jsou spole¢né s hmotnostni spektrometrii (offline detekce) nejcastéji pouzivané

zpusoby detekce v CE.

1.1.12 RozliSeni

RozliSeni jednotlivych komponent vzorku je hlavnim cilem separa¢nich metod. Za kvalitni
rozliSeni se povazuje rozliSeni 1,5 a vétsi. Nejjednodussi zplisob jak ho definovat je

nasledujici:

- 2(t2 _tl) — tL-4
W, + W, 4o

R

(14)

Kde t je migracni ¢as, w §itka piku a o ¢asova smérodatna odchylka.
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1.2 Separacni metody zaloZené na elektroforéze

Vsechny uvedené metody se pouzivaji v praxi, kazda z nich ma vsak jinou silnou stranku.
1.2.1 Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

Tato metoda je tou nejjednodussi verzi kapilarni elektroforézy. Kapilara je naplnéna
elektrolytem (pufrem), vzorek je zaveden ze vstupni naddobky a je aplikovano elektrické pole.
K separaci dochazi diky odlisné mobilité latek, putujicich tak v samostatnych zonach.
Rozpusténé latky s ndbojem putuji k elektrodé opacného znaménka, kdy malé silné nabité
ionty maji vétsi rychlost neZ ionty velké a s malym nébojem. Uplatiiuje se zde i vliv EOF,

diky tomu je mozné separovat latky at’ uz nabité kladné ¢i zaporné v pribéhu jediné analyzy.
1.2.2 Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC)

Casto pouzivana metoda napiiklad ve farmacii, potravinaistvi a pii analyzach Zivotniho
prostiedi. Jednozna¢nou vyhodou této metody je moznost separace jak nabitych latek, tak
latek neutralnich. Separace neutralnich ¢astic je dosazeno pouzitim povrchové aktivnich latek
(tenzidu), které jsou rozpustény v pufru. Pii dosazeni kritické micelarni koncentrace tenzidu
dochazi k tvorbé micel. Micely jsou Casto kulovité, tvorené hydrofobni ¢asti sméfujici do
sttedu a hydrofilni nabitou ¢asti orientovanou smérem ven. Takto nabité micelarni ¢astice
putuji bud’ ve sméru nebo proti sméru EOF v zavislosti na jejich naboji. Bé&hem
elektroforetické migrace se separované latky rozd€li mezi micely a pufr stejnym zptisobem
jako v chromatografii pomoci hydrofobnich i elektrostatickych interakci. Micely hraji roli
stacionarni faze, ale na rozdil od chromatografie se pohybuji. U neutralnich latek ¥idi separaci
odlisné rozdélovaci koeficienty, popisujici miru interakce s micelami. V dob¢ kdy rozpusténa

latka neni uvniti micely, je undSena elektroosmotickym tokem.
1.2.3 Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

Chromatografickd metoda s vyuzitim minimalniho mnozstvi kapaliny a elektroosmotického

toku Kk jejimu nacerpani skrz kolonu. K separaci se pouziva stacionarni faze jako v HPLC. Po
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aplikaci elektrického pole dochézi k transportu mobilni faze a analytu. Separace nenabitych
latek je zajiSténa rozdélovanim mezi mobilni a stacionarni fazi. Latky nesouci naboj se pak

rozdéluji podobné jako pii kapilarni zénove elektroforéze (CZE).

1.2.4 Kapilarni gelova elektroforéze (CGE)

Metoda pouzivana hlavné k separaci makromolekul na zéklad¢ velikosti jako jsou proteiny ¢i
nukleové kyseliny. Aby mohly byt proteiny takto separovany musi byt nejprve denaturovany,
coz se déje pomoci dodecylsiranu sodného (SDS), kdy makromolekuly ziskaji zaporn¢ nabité
skupiny. Samotna separace pak probihad elektroforézou rozpusténych latek skrz vhodny
polymer, ktery funguje jako molekulové sito. Bez n¢j by k Separaci nedoslo, jelikoz rozdil

v nabojich mezi jednotlivymi proteiny, je nepatrny.

1.2.5 Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF)

Elektroforetickd technika pouZivand k rozdéleni peptidii a proteini na zakladé jejich
izoelektrického bodu (pl). V CIEF se v kapilaie vytvoii pH gradient pomoci amfolytu, které
pokryji pozadovany rozsah pH, kde se bazické latky rozprostiraji smérem ke katodé¢ a kyselé
k anod¢. Po aplikaci elektrického pole za¢nou peptidy a proteiny migrovat az dosahnou k pH,
jez odpovida jejich pl. Pfi pH odpovidajici hodnoté pl peptid ¢i protein nenese Zadny naboj,

tudiz se zastavi. Tento proces se nazyva fokusace.

1.2.6 Kapilarni izotachoforéza (CITP)

Kapilarni izotachoforéza je vhodna k separaci kationtli i aniond. Za stalého proudu se
kombinaci elektrolytt ziska systém, kde vSechny rozpusténé latky putuji v oddélenych zoénach
a stejnou rychlosti. Pouzivaji se tzv. vedouci a koncové ionty, mezi nimiz putuji latky urcené
k rozdéleni. Pravidlem této techniky je, aby vedouci ionty byly stejného znaménka jako analyt
a s vetsi efektivni mobilitou a koncové naopak s nizsi. K ustaleni rychlosti dochazi proto, ze
se v kazdé zoné meéni intenzita elektrického pole. V dlsledku toho pak vznikaji ohrani¢ené
oblasti, protoze v piipadé ze iont difunduje do sousedni zony, jeho rychlost se zméni, a tim se

okamzite vrati zpét.
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1.3. Spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii

Hmotnostni spektrometrie (MS) je oblibenou detekéni technikou pro spojeni s kapilarni
elektroforézou, protoze navzajem kompenzuji svd omezeni [6, 7]. Naptiklad latky, které maji
stejny prabéh hmotnostniho spektra, nemohou byt rozliSeny pomoci MS, nicméné separacni
technika jako je kapilarni elektroforéza tyto latky rozlisi, coz umozni nésledné i jejich detekci
hmotnostni spektrometrii. Naopak latky, které CE nedokaze rozseparovat, muze hmotnostni
spektrometrie snadno rozlisit diky riznym molekulovym hmotnostem nebo odlisné
fragmentaci.

Stejné jako u kapalinové chromatografie i zde u CE je potieba, pii propojeni s MS,
vyfesit spojeni kapalné faze s detekéni technikou probihajici ve vakuu. V piipadé kapilarni
elektroforézy je tento problém mensi diky mensim pratokiim rozpoustédla. Idealni ioniza¢ni
technikou se pro toto spojeni stava elektrosprej (ESI), zejména proto, ze vykazuje vysokou
vytéznost a citlivost. Dalsi vyhodou elektrospreje je fakt, ze je vyhodny pro ionizaci polarnich
a nabitych latek, kterymi se vétSinou kapilarni elektroforéza zabyva. Objevuje se vSak
i nevyhoda tohoto spojeni. Kapilarni elektroforéza i elektrosprej jsou fizeny elektrickym
polem, ale protékajici proudy se mohou lisit i o n€kolik radu.

K tomu, aby se analyt pfesunul z kapalné faze do hmotnostniho spektrometru, musi
byt pfeveden na plynné ionty. Nasledné se tyto ionty mohou stat ionty radikalovymi kolizi
s elektrony, fotony.

Analyt, opoustéjici kapilaru priutokem nékolik nl za minutu, tvoti v elektrickem poli
(napéti v rozmezi 2-5kV) velice malé kapicky. Z téchto malych kapek se velmi snadno
uvoliiuji neutralni molekuly rozpoustédla, ¢imz se snizuje jejich velikost a rapidné tak roste
povrchovy naboj. Poté kapky exploduji a vytvoii tak jesté mens$i kapky, u nichz probiha
stejny proces. Nakonec zistanou plynné ionty, nékteré nesou vicenasobny naboj, které
vstupuji do analyzatoru.

Pritok v ramci nanolitri za minutu je vSak pro elektrosprej nedostatecny. Potfebny
prutok by mél byt 1-10 pl/min, toho lze docilit vyuzitim pomocné kapaliny piivadéné do
elektrospreje. Kromé toho tato kapalina miize podporovat ionizaci a tvorbu kationt ¢i anionti
nezavisle na pH elektrolytu. Vétsinou se jedna o vodny roztok methanolu, acetonitrilu nebo
isopropanolu s ptidavkem bud’ kyseliny octové nebo mravenci a pro anionty amoniak. Mirnou

nevyhodou je ¢astecné fedeéni analytu.
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Obr. 6: Schéma spojeni CE s MS pomaoci elektrospreje (pievzato a upraveno) [8]

Pomocna kapalina te¢e vné kapilary a na jejim konci se micha s pufrem tekoucim v kapilare
a samoziejmé 1 analytem. Tteti trubici proudi zmlzujici plyn, coz byva nejcastéji dusik.

Elektrosprej je vhodnou ioniza¢ni metodou pro latky s velkou molekulovou hmotnosti,
protoze piechazeji v plynné ionty piimo z kapaliny a navic mohou byt vicenasobné nabité,
¢imz se snizi pomér hmoty k naboji (m/z), coz umoziuje jejich analyzu, ktera je omezena
pravé hmotnostnim rozsahem hmotnostniho analyzatoru.

lonty dale putuji do hmotnostniho analyzatoru, kde dochazi k jejich rozdéleni podle
pomeéru jejich hmotnosti k ndboji. Jednim z nékolika typi je kvadrupdl, ktery je tvofen Ctyimi
kovovymi ty¢emi kruhového prifezu. Na dvé protilehlé tyce je vloZzeno kladné stejnosmérné
napéti na druhé dvé naopak zaporné a na vSechny dohromady pak vysokofrekvenéni stiidavé
napéti. lont mezi t€émito tyCemi prolétd a béhem toho za¢ne oscilovat. Pii urcitém poméru
napéti a amplitudy (U/V), je oscilace stabilni pro iont s danym pomérem m/z, ktery tak projde
skrz kvadrupol az do detektoru. VSechny ostatni ionty jsou zachyceny na ty¢ich kvadrupolu.
Zménou hodnot poméru U/V lze postupné filtrovat vSechny ionty ve zvoleném rozsahu
poméru m/z.

Je mozné zapojit i vice kvadrupolti za sebou. Casto pouzivany je trojity kvadrupol
(QQqQ), kde prvni kvadrupdl funguje jako klasicky hmotnostni analyzator, druhy jako kolizni
cela, ve které dochazi ke kolizi indukované disociaci v disledku srazek s koliznim plynem
(argon, helium). Vznikaji tak dcefiné ionty analyzované ve tietim kvadrupdlu. Lze pracovat
v n¢kolika skenovacich modech. Jednim z nich je sken produktovych iontd, kdy je v prvnim

kvadrupolu (Q1) selektovan iont zndmé molarni hmotnosti, ktery je dale fragmentovan v Q2
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a jeho fragmenty jsou pak skenovany v celém rozsahu m/z v Q3. V druhém mdédu probiha
sken iontll prekurzoru. V Q3 je selektovan iont, jehoz prekurzory byly skenovany v Q1. Tento
mod je selektivni pro ionty nesouci urCitou funkéni skupinu, jez se odstépi behem
fragmentace v Q2. Tieti moéd skenovani neutralnich ztrat sleduje ztratu neutralni molekuly
jako je napf. H,O, NH3 apod. Posledni mdd se tyka skenovani iontovych reakci, a to bud’
Selected reaction monitoring (SRM) nebo Multiple reaction monitoring (MRM). V Q1 je
vybran iont o ur€ité hmotnosti, ten je dale fragmentovan a produkt(y) reakce prekurzoru je

selektovan v Q3, ktery je na jeho hodnotu nastaven (Obr. 7).

Kolizni

MS2
cela

MS1

Sken produktovych iontl

4 o —
—_— — O — —lp
\ —_—

Vybrana m/z CID Skenovani

Sken iontd prekurzoru

e 4
—— —= @ —» R
R \

Skenovani CID Vybrana m/z

Sken neutralnich ztrat

— / —

—— — 0 b

—_— . —
Skenovani CID Skenovani
mfz = x mfz = x-a

Monitoring vybranych reakci

S —b./—b "

Vybrana mfz CID Vybrana m/z

Obr. 7: Schéma skenovacich modu (pievzato a upraveno) [9]
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1.4 Syntetické kanabinoidy

Marihuana je po mnoho let bohaté¢ vyuzivana v mediciné a k feknéme rekreacnim ucelim
[10]. V dnesni dobé patii mezi nejéastéji produkovanou a spotiebovavanou ilegalni drogou po
celém svété. Jeji psychoaktivni ucinky jsou zpusobeny predevS§im piitomnosti delta-9-
tetrahydrocanabinolu (A9-THC), ktery vykazuje CasteCnou agonistickou aktivitu na CB1
receptorech pro kanabinoidy, nachéazejicich se primarné v centralnim nervovém systému,
a CB2 receptorech v perifernim nervstvu. Akutni U¢inky jsou rtiznorodé od piijemnych az
euforickych k uzkosti a zméné kognitivnich schopnosti. Z fyzickych je to pak nevolnost,
poceni, busSeni srdce, paleni o¢i. U dlouhodobého uzivani nejsou prokézany vedlejsi tcinky,
avSak existuji spekulace o moznosti zvySeného rizika vzniku psychozy stejné jako
u marihuany. Od té doby, kdy byl objeven A9-THC, zacaly byt kanabinoidy syntetizovany
pro vyzkumné ucely, jelikoz tyto syntetické kanabinoidy byly schopny selektivné aktivovat
kanabinoidové receptory, coz slibovalo nové lécebné latky. Jest¢é do nedavné doby se
vyskytovaly jen syntetické kanabinoidy vyrobené za timto ti¢elem, nyni se vSak jiz nékolik let
objevuji obdobné latky ve vyrobcich, jako jsou ,,K2“ nebo ,,Spice” (Obr. 8), kde jsou de facto
jako legéalni alternativa marihuany. Piestoze Stitky vyrobkl jasné uvadéji ,,neni pro lidskou
spotfebu®, ,,pouze pro pouziti aromaterapie®, ,kadidlo* apod., jsou tyto vyrobky uzivany
k ziskani A9-THC a jeho psychoaktivnich G¢inkd. Vyroba, distribuce, ¢i uzivani téchto
vyrobki bylo donedavné doby zcela legéalni a nepostihnutelné. Spice i K2 byly volné
k dispozici na e-shopech a pro svou snadnou dostupnost, intenzivni u¢inky a v neposledni
fad€ 1 obtiznou detekovatelnost standardizovanymi testy na drogy, se staly popularni a zéjem

o né rapidné rostl.

Obr. 8: Baleni vyrobki Spice a K2 [11, 12]
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Slozeni téchto bylinnych smési ¢asto obsahuji bily a modry leknin, bily a rizovy lotos, méné
Casto pak rostliny, které piirozené obsahuji potencialni psychoaktivni latky jako jsou
aporfiny. Dalsi uvedené latky jsou mastné kyseliny a jejich estery (kyselina linolova, kyselina
palmitova), amidy mastnych kyselin (oleamid, palmitoylethanolamid), latky rostlinného
puvodu (eugenol, thymol a prichuté, jako je acetyl vanilin), konzervacni latky (benzyl
benzoét) a aditiva (alfa-tokoferol). Spice vyrobky mohou také mit vysoky obsah vitaminu E
acasto jsou kontaminovany P2-adrenergnim agonistou clenbuterolem, ktery mize vést
k sympatomimetickym u¢inktim (tfes, tachykardie, tizkost). Vzhledem k nedostatku regulace,
prodejci nejsou povinovani poskytovat informace 0 bezpeénosti ¢ aktivnich
farmakologickych ¢inidlech. Testovanim vyrobkd bylo zjisténo nespocet forem Spice
vyrobkt, od praski, ptes kapaliny, po koufici smési. Rovnéz se ukézalo, Ze se 1i$i obsahy
kanabinoidnich slozek a davkami.

Prvni syntetizované kanabinoidy patii do série JWH, pojmenované po jejich tvirci
John W. Hoffmanovi [13 - 41]. Vznikly spojenim aminoalkylindolid s A9-THC a jsou jedny
zZ nejcastéji se vyskytujicich syntetickych kanabinoidi ve smésich Spice. JWH-018 (Obr. 9)
byl mezi prvnimi zneuZitymi SK pravdépodobné proto, Ze je snadno syntetizovan a ma
vysokou farmakologickou aktivitu. Mimo JWH se ve smésich vyskytuji i jiné série
syntetickych kanabinoida jako jsou napiiklad HU, vyvinuté na Hebrejské Univerzité, CP
vytvofeni Pfizerem, jenZ jsou odvozené¢ od cyklohexylfenolu, nebo dalSi zaloZzené na
idolovych derivatech — AM, syntetizované Alexandrem Makriyannisem. Konkrétné HU-210

(Obr. 10) je strukturné velmi podobny A9-THC, jeho uc¢inky jsou mnohem siln&jsi, ov§em

povazovan za populdrni, jelikoz si zachovava plnou agonistickou aktivitu na CB1 receptorech
stejné jako jeho typicky derivat CP-55,940 (Obr. 12). Testy in vitro naznacuji, Ze syntetické
kanabinoidy jako jsou vySe zminéné JWH-018, CP-47,497-C8 ale i JWH-015 a JWH-250,

vykazuji vyssi afinitu at’ uz k jednomu nebo obéma CB receptorim, nez A9-THC.
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DerivatyNaftoviindolu

JWH-018 R1 = pantyl

JWH-073 R1=butyl

TWH308 | Rl=pennl, I3 =C1
TWHOS1 | R1= pentyl, 53 = OCHS
TWH00T | RI1= peniyl, B2 =CHS

JWH-018 R1= haxyl

JWH-047 R1=buyl. R2=CH3.R4=CH3

JWH-122 R1=pantyl, R3 =CH3

TWH-180 | R1= propyl, K3 = propyl

TWH-049 | RI= hexyl, R2=CH3, R4=CH3

JWH-182 R1 = pentyl, R3 = propyl

TWH-213 | RI= pentyl, K2 = CH3, B3 =2yl

Ry

Obr. 9: Chemické struktury syntetickych derivati série JWH
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Obr. 10: Chemicka struktura HU-210
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Obr. 11: Chemicka struktura CP-47,497

OH

CH,

Obr. 12: Chemicka struktura CP-55,940



Komplexngjsi klasifikaci zvetejnil v roce 2009 Advisory Council on the Misuse of Drugs, kde

déli syntetické kanabinoidy do 6 zakladnich skupin [10]:

1. Klasické kanabinoidy (strukturné podobné latky THC napi. HU-210, AM-906, AM-411).

2. Neklasicke kanabinoidy (cyklohexylfenoly nebo 3—arylcyklohexanoly napf.:
CP-47,497-C8, CP-55,940, CP-55,244).

3. Hybridni kanabinoidy (kombinace struktur ze skupiny 1 a 2 pi. AM—4030).

4. Aminoalkylindoly dale délitelné na: naftoylindoly (JWH-018), fenylacetylindoly
(JWH-250), naftylmethylindoly and benzoylindoly (AM-694).

5. Eikosanoidy (endokanabinoidy a jejich analogy napt. methanandamid).

6. Jiné (diarylpyrazoly, naftoylpyrroly (JWH - 307), nafthylmethylindeny nebo
derivatynaftalen—1-yl-(4—pentyloxynafthalen—1-yl)methanolu (CRA - 13)).

Nejvétsi problematikou okolo distribuce a prodeje vyrobka Spice je, ze se jeho slozeni rychle
obménuje. Dochazi ke vzniku dalsich a dalSich derivata (napi. JWH-081, JWH-122, JWH-
210 a AM-2201) ve snaze pokracovat v prodeji ve chvili, kdy ptvodni latka bude zakazéna.
Nekteré substance zmizi z trhu po nékolika mésicich, jednoduse diiv nez jsou k dispozici
referenéni standardy potiebné k analyze.

Ptes drobné upravy chemické struktury jsou vSechny syntetické kanabinoidy lipofilni,
nepolarni a vysoce tékavé latky. Posledni zminéna vlastnost nabizi moznost stanoveni téchto
latek pomoci plynové chromatografie, vedle této metody se pro stanoveni komponent ve
smési hojné uziva kapalinové chromatografie ve spojeni standemovou hmotnostni
spektrometrii, nebo matrici asistovana laserova desorpce/ionizace s analyzatorem doby letu.
Je v8ak nutné zdlraznit, Ze se jednalo o analyzy smési nikoli biologickych vzorki, u nichz je
analyza komplikovanéj$i v dasledku nepatrnych strukturnich rozdild mezi jednotlivymi
latkami ve smésich Spice. Druhym zéisadnim problémem je nedostatek referenc¢niho
materidlu. Nicméné detekce plivodnich forem a metaboliti v té€lnich tekutinach je nezbytna
pro forenzni, védecké a lécebné ucely. Doposud se v séru nejcastéji méiil JWH-018 a jemu
podobné syntetické kanabinoidy pomoci kapalinové chromatografie (LC-MS). Stale ale roste
poptavka po rychlejsi, ucinnéjsi a méné nakladné analytické metod¢, kterou mize byt prave

tteba micelarni elektrokinetickd chromatografie.
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Instrumentace

Veskeré analyzy byly provadény na pfistroji Agilent Technologies 7100 Capillary
Electrophoresis ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Agilent Technologies 6460 Triple
Quad LC/MS s ionizaci elektrosprejem. Pomocnad kapalina byla davkovana pomoci
isokratické pumpy Agilent 1260. Vyuzivanym softwarem pro sbér dat a jejich vyhodnoceni
byl Agilent MassHunter B.06.00.

Separace probihaly v nepokrytych kifemennych kapilardch o délkach 71, 59 a 60 cm
0 vnitinim praméru 50 um. Kazda nové pouzita kapilara byla promyta 0,1 M roztokem
hydroxidu sodného po dobu 10 minut, poté byla promyvana dalSich 10 minut deionizovanou
vodou a nakonec aktudlné pouzivanym pufrem rovnéz 10 minut. Teplota kapilary byla

temperovana na 25 °C. Kazda analyza byla opakovana trikrat, neni-li uvedeno jinak.

2.2 Chemikalie

K dispozici byly standardy ¢tyf metabolitt syntetickych kanabinoida (Obr. 13):
JWH-019-5-hydroxyindol metabolit (1)

JWH-018-N-(4-hydroxypentyl) metabolit (2)

JWH-018-6-hydroxyindol metabolit (3)

JWH-018-2-hydroxyindol metabolit (4)
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Obr. 13: Chemické struktury vybranych standarda

Vsechny standardy obsahuji v chemické struktufe dusikovy atom, schopny tvofit kladny

naboj. V disledku tohoto faktu bylo mozno pracovat ve stejném modu ionizace.

Piiprava pufru

Pfi ptipraveé pufru s obsahem perfluorované kyseliny, at’ uz oktanové ¢i heptanové bylo nutno
dodrzovat ptesny postup ukont. Pro nazornost bude uvedena piiprava 5 ml pufru
100 mM PFOA/200 mM NH,OH: Bylo navazeno 0,18203 g kyseliny perfluoroktanové, ke
které bylo pfipipetovano 150 pl hydroxidu amonného. Smés byla promichavdna na vortexu,
dokud se nezacala tvofit péna. Poté bylo ptidano 4850 pl deionizované vody a hotovy pufr byl
ponechan 10 minut v ultrazvuku Kk odstranéni vzniklych bublinek, jelikoz PFOA je tenzid

a siln€ péni.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Optimalizace metody

3.1.1 SloZeni pufru

Prvni experimenty byly provadény klasickou kapilarni zonovou elektroforézou s vyuzitim
t¢kavého pracovniho elektrolytu 50 mM acetatu amonného o pH 5. Béhem analyzy vsak
dochézelo ke kolisani elektrického proudu béhem separace. Dalsi studovany elektrolyt byl
50 mM roztok kyseliny octové ve vodé o pH 3. Nicméné elektricky proud byl stale nestabilni
abéhem analyzy i nadale kolisal, coz bylo zfejmé& zpisobeno velmi nizkou rozpustnosti
analytll ve vodé. Na zaklad¢ uvedenych skute¢nosti byla zvolena micelérni elektrokinetické
chromatografie (MEKC) s vyuzitim elektrolytu obsahujici tenzid. Jednim z velice Easto
pouzivanych tenzidu je dodecylsiran sodny (SDS). V tomto piipad¢ jej vSak neni mozné
pouzit, protoze neni tékavy a dochazelo by ke kontaminaci iontového zdroje a sniZovani
ucinnosti ionizace a citlivosti detekce. Z toho divodu je nutné pouzit tenzid s dostatecnou
te€kavosti, coz jsou napiiklad perfluorované kyseliny. Perfluorované karboxylove kyseliny
spliuji podminku dostatecné t€kavosti a dale tvoti micely, které ovliviiuji selektivitu separace.
Studovéana byla kyselina perfluorooktanova a perfluoroheptanova. Pfi vyuZziti mechanismu
MEKC je nutné, aby pH pracovniho elektrolytu bylo bazické, tak aby byl EOF dostate¢né
rychly a unasel micely tenzidu smérem k detektoru. V tomto piipadé probihd separace pti
pozitivni polarité.

Studovéna byla tedy kyselina perfluoroktanovd (PFOA) jako micelarni slozka
s hydroxidem amonnym pro dosazeni bazického pH. Z&kladni koncentrace tohoto pufru byla
zvolena 100 mM kyselina perfluoroktanova a 200 mM hydroxid amonny. Dale byly
studovany i koncentrace 80 mM PFOA/200 mM NH4OH a 120 mM PFOA/200 mM NH4OH,
ale i pres Cetné upravy parametrti jako bylo davkovani, pozitivni tlak béhem analyzy nebo
napéti, elektricky proud inadale v prubéhu separace kolisal. Nakonec byl pouzit pufr
z kyseliny perfluorheptanové (PFHA), kde jako nejvhodnégjsi koncentrace byla zvolena
100 mM PFHA/200 mM NH4OH.
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Vyuziti perfluorheptanové Kkyseliny poskytovalo mnohem lepsi selektivitu separace
studovanych syntetickych kanabinoidii a ddle mnohem stabilnéjsi sprejovani a vyssi pomér
signdlu k Sumu nez v ptipadé¢ PFOA. PFHA v koncentraci 100 mM tvoii micely a separace
probihd mechanismem MEKC (Obr. 14).

o ® QQGQO s

EOF

>

< |Vlicely s negativnim nabojem

Syntetické kanabinoidy s
nulovym nébojem

Obr. 14: Mechanismus separace micelarni elektrokinetické chromatografie

3.1.2 Optimalizace MS detekce

Parametry ionizace a detekce v hmotnostnim spektrometru ovliviiuji Géinnost ionizace
a citlivost detekce analytd po jejich separaci. Studovan byl vliv teploty zmlzujiciho plynu,
vliv sprejovaciho napéti, vliv prutoku zmlzujiciho plynu, vliv prutoku a slozeni pomocné

sprejovaci kapaliny.

Optimalizace teploty zmlzujiciho plynu

Po nalezeni vhodného slozeni pufru byla studovana optimalni teplota pifi sprejovani. Smés
Ctyf syntetickych kanabinoidii byla podrobena separaci pii nékolika odlisnych teplotach

zmlzujiciho plynu. Nejvhodnéjsi pak byla ta, pfi které dochazelo k dostatecné separaci vsech

4 latek s nejvétsi odezvou. Testované teploty byly: 100, 150, 200 a 250 °C (Obr. 15 - 17).
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JWH-018-2-hydroxyindol metabolit
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Obr. 15: Vliv teploty na plochu piku JWH-018-2-hydroxyindol metabolitu, podminky méfeni:
délka kapilary 59 cm, 3000 V, pritok pomocné kapaliny 0,6 pul/min a pratok zmlZujiciho
plynu 10 I/min, separacni napéti 12 kV, davkovani 100 mbar/10 s, pozitivni tlak béhem
analyzy 10 mbar, elektrolyt: 100 mM PFHA/200 mM NH,OH

JWH-018-N-(4-hydroxypentyl) metabolit
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Obr. 16: Vliv teploty na plochu piku JWH-018-N-(4-hydroxypentyl) metabolitu, podminky
méteni: délka kapilary 59 cm, 3000 V, pritok pomocné kapaliny 0,6 pl/min a prutok
zmlzujiciho plynu 10 I/min, separacni napéti 12 kV, ddvkovani 100 mbar/10 s, pozitivni tlak
béhem analyzy 10 mbar, elektrolyt: 100 mM PFHA/200 mM NH,OH

34



JWH-018-6-hydroxyindol metabolit
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Obr. 17: Vliv teploty na plochu piku JWH-018-6-hydroxyindol metabolitu, podminky méfeni:
délka kapilary 59 cm, 3000 V, prutok pomocné kapaliny 0,6 pl/min a pratok zmlzujiciho
plynu 10 I/min, separacni napéti 12 kV, davkovani 100 mbar/10 s, pozitivni tlak behem
analyzy 10 mbar, elektrolyt: 100 mM PFHA/200 mM NH,OH
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Obr. 18: Vliv teploty na plochu piku JWH-019-5-hydroxyindol metabolitu, podminky méfeni:
délka kapilary 59 cm, 3000 V, pritok pomocné kapaliny 0,6 pl/min a pritok zmlzujiciho
plynu 10 I/min, separacni napéti 12 kV, davkovani 100 mbar/10 s, pozitivni tlak béhem
analyzy 10 mbar, elektrolyt: 100 mM PFHA/200 mM NH,OH

Prestoze plocha piku byla u tii ze ¢tyt syntetickych kanabinoidil nejvétsi pii teploté 250 °C,
pro nasledujici analyzy byla jako nejidedlnéjsi teplota zvolena 200 °C, jelikoz pfi teploté

250 °C byla vyrazné horsi opakovatelnost odezvy.
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Optimalizace sprejovaciho napéti na kapilai‘e

DalSim optimalizovanym parametrem bylo napéti na kapilafe. Zvoleno bylo rozmezi od
2000 V po 4000 V. Napéti bylo postupné zvySovano po 500 V. Analyzy probihajici pti 2000
a 2500 V byly neuspésné v dusledku kolisajiciho elektrického proudu. Vliv napéti na plochu

piku separovanych analytt je patrny z obrazki 19 — 22.

JWH-018-2-hydroxyindol metabolit
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Obr. 19: Vliv napéti na kapilafe na plochu piku JWH-018-2-hydroxyindol metabolitu,
podminky méteni: délka kapilary 59 cm, 200 °C, pratok pomocné kapaliny 0,6 pul/min a
prutok zmlzujiciho plynu 10 1/min, separa¢ni napéti 12 kV, davkovani 100 mbar/10 s,
pozitivni tlak béhem analyzy 10 mbar, elektrolyt: 100 mM PFHA/200 mM NH,OH
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JWH-018-N-(4-hydroxypentyl) metabolit
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Obr. 20: Vliv napéti na kapilafe na plochu piku JWH-018-N-(4-hydroxypentyl) metabolitu,
podminky méteni: délka kapilary 59 cm, 200 °C, pratok pomocné kapaliny 0,6 pul/min a
pritok zmlZzujiciho plynu 10 1/min, separaéni napéti 12 kV, davkovani 100 mbar/10 s,
pozitivni tlak béhem analyzy 10 mbar, elektrolyt: 100 mM PFHA/200 mM NH,OH
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Obr. 21: Vliv napéti na kapilafe na plochu piku JWH-018-6-hydroxyindol metabolitu,
podminky méteni: délka kapilary 59 cm, 200 °C, pratok pomocné kapaliny 0,6 pul/min a
pratok zmlzujiciho plynu 10 I/min, separa¢ni napéti 12 kV, davkovani 100 mbar/10 s,
pozitivni tlak béhem analyzy 10 mbar, elektrolyt: 100 mM PFHA/200 mM NH,OH
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JWH-019-5-hydroxyindol metabolit
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Obr. 22: Vliv napéti na kapilare na plochu piku JWH-019-5-hydroxyindol metabolitu,
podminky méteni: délka kapilary 59 cm, 200 °C, pratok pomocné kapaliny 0,6 pl/min a
prutok zmlzujiciho plynu 10 1/min, separaéni napéti 12 kV, davkovani 100 mbar/10 s,
pozitivni tlak béhem analyzy 10 mbar, elektrolyt: 100 mM PFHA/200 mM NH4OH

Jak jiz bylo zminéno vySe, separace pii napcti 2000 a 2500 V byly netuspésné, proto nebyly do
vyhodnoceni zahrnuty. VSechny namétené analyty poskytovaly nejlepsi odezvu pii hodnoté
3500 V. Pii 4000 V byla odezva rovnéZ piijatelna, nicméné byla podstatné nizsi, a proto byla

zvolena pro nasledujici analyzy hodnota 3500 V.

Optimalizace priitoku pomocné kapaliny

Jako pomocna kapalina (PK) se v tomto piipadé pouzivala smés methanolu, denionizované
vody a kyseliny mraven¢i v poméru 50:49,5:0,5 (v/v/v). Béhem prvnich analyz byl navolen
prutok pomocné kapaliny na 0,6 ul/min, nicmén¢ v prabéhu optimalizace jinych parametrt
byl prutok upravovan na vyssi hodnoty, které napomahaly dosazeni stabilniho elektrického

proudu. Testovan byl tedy hlavné prutok 0,8 pl/min a 1 ul/min (Obr. 23 - 26).
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JWH-018-2-hydroxyindol metabolit
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Obr. 23: Vliv pritoku PK na plochu piku JWH-018-2-hydroxyindol metabolitu, podminky
méteni: délka kapilary 60 cm, 200 °C, 3500 V, pritok zmlzujiciho plynu 10 I/min, separa¢ni
napéti 12 kV, davkovani 100 mbar/10 s, pozitivni tlak béhem analyzy 10 mbar, elektrolyt:
100 mM PFHA/200 mM NH,OH
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Obr. 24: Vliv pratoku PK na plochu piku JWH-018-N-(4-hydroxypentyl) metabolitu,
podminky méfeni: délka kapilary 60 cm, 200 °C, 3500 V, pritok zmlzujiciho plynu 10 I/min,
separacni napéti 12 kV, davkovani 100 mbar/10 s, pozitivni tlak béhem analyzy 10 mbar,
elektrolyt: 100 mM PFHA/200 mM NH,OH
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JWH-018-6-hydroxyindol metabolit
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Obr. 25: Vliv pratoku PK na plochu piku JWH-018-6-hydroxyindol metabolitu, podminky
méteni: délka kapilary 60 cm, 200 °C, 3500 V, pritok zmlzujiciho plynu 10 I/min, separa¢ni
napéti 12 kV, davkovani 100 mbar/10 s, pozitivni tlak béhem analyzy 10 mbar, elektrolyt:
100 mM PFHA/200 mM NH,OH
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Obr. 26: Vliv pratoku PK na plochu piku JWH-019-5-hydroxyindol metabolitu, podminky
méteni: délka kapilary 60 cm, 200 °C, 3500 V, pritok zmlzujiciho plynu 10 I/min, separa¢ni
napéti 12 kV, davkovani 100 mbar/10 s, pozitivni tlak béhem analyzy 10 mbar, elektrolyt:
100 mM PFHA/200 mM NH,OH

Prestoze dle obrazki 23 - 26 vypada pratok 0,6 pl/min jako nejlepsi, neni tomu tak, jelikoz
protékajici proud béhem analyzy nebyl stabilni. Proto bylo voleno mezi zbyvajicimi dvéma

pritoky, z nichz lepsi odezvu ve vétsing pripadi poskytoval pritok 0,8 pl/min.
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Optimalizace pritoku zmlZujiciho plynu

Posledni z optimalizovanych parametrti byl pritok zmlzujiciho plynu (ZP), kterym zde byl
dusik. Standardné pouZzivany pritok plynu je 10 /min, analyzy vSak byly vyzkouSeny 1 pfi
prutocich 5 a 13 I/min (Obr. 27 — 30).
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Obr. 27: Vliv pratoku ZP na plochu piku JWH-018-2-hydroxyindol metabolitu, podminky
méteni: délka kapilary 60 cm, 200 °C, 3500 V, pritok pomocné kapaliny 0,8 pl/min,
separacni napéti 12 kV, davkovani 100 mbar/10 s, pozitivni tlak béhem analyzy 10 mbar,
elektrolyt: 100 mM PFHA/200 mM NH,OH
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JWH-018-N-(4-hydroxypentyl) metabolit
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Obr. 28: Vliv pratoku ZP na plochu piku JWH-018-N-(4-hydroxypentyl) metabolitu,
podminky méteni: délka kapilary 60 cm, 200 °C, 3500 V, priatok pomocné kapaliny 0,8
ul/min, separacni napéti 12 kV, ddvkovani 100 mbar/10 s, pozitivni tlak béhem analyzy 10
mbar, elektrolyt: 100 mM PFHA/200 mM NH,OH
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Obr. 29: Vliv pratoku ZP na plochu piku JWH-018-6-hydroxyindol metabolitu, podminky
meéfeni: délka kapilary 60 cm, 200 °C, 3500 V, pritok pomocné kapaliny 0,8 pl/min,
separacni napéti 12 kV, davkovani 100 mbar/10 s, pozitivni tlak béhem analyzy 10 mbar,
elektrolyt: 100 mM PFHA/200 mM NH,OH
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JWH-019-5-hydroxyindol metabolit
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Obr. 30: Vliv priatoku ZP na plochu piku JWH-019-5-hydroxyindol metabolitu, podminky
méteni: délka kapilary 60 cm, 200 °C, 3500 V, pritok pomocné kapaliny 0,8 pl/min,
separacni napéti 12 kV, davkovani 100 mbar/10 s, pozitivni tlak béhem analyzy 10 mbar,
elektrolyt: 100 mM PFHA/200 mM NH,OH

v

Standardni pritok se nakonec skuteéné ukazal jako nejvhodnéjsi i presto, ze nejvetsi plochy
piku byly dosazeny pifi hodnoté 5 I/min. AvSak stejn¢ jako u ptfedchozich parametrii bylo
dulezité sledovat kvalitu separace, jez pii prutoku 51/min nebyla dostacujici. Optimalni

prutok plynu tedy byl 10 I/min.
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Po optimalizaci vSech parametrti bylo separovano nékolik roztok smési syntetickych
kanabinoidi o rtiznych koncentracich pfi optimalnich podminkach, coz byly: 200 °C,
3500 V, priutok pomocné kapaliny 0,8 pl/min a pratok zmlzujiciho plynu 10 I/min.
Ostatni parametry: délka kapilary byla 60 cm, davkovani 100 mbar/10 s, pozitivni tlak
béhem analyzy 10 mbar, separa¢ni napéti 12 kV, elektrolyt 100 mM PFHA/200 mM
NH4OH (Obr. 31).
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Obr. 31: Separace smési SK, ¢ = 0,002 mg/ml, podminky méfeni: délka kapilary 60 cm,
200 °C, 3500 V, pritok pomocné kapaliny 0,8 pl/min, pritok zmlzujiciho plynu 10 I/min,
separacni napéti 12 kV, davkovani 100 mbar/10 s, pozitivni tlak béhem analyzy 10 mbar,

elektrolyt: 100 mM PFHA/200 mM NH4OH
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Opakovatelnost

Po nalezeni vSech optimalizovanych parametrti byla vypocitana opakovatelnost migracnich

Casti (Tab. 1).

Tab. 1: Opakovatelnost migra¢niho ¢asu

teplota napéti pritok PK pritok ZP
Synteticky Cmiy R® C(mim RSD L, RSD oL RSD
kanabinoid ™ (%) ™ (%)  (min) (%) " (%)
JWH-018-2-
hydroxyindol 10,49 3,95 10,16 1,47 10,68 14 10,84 2,4
metabolit
JWH-018-N-(4-
hydroxypentyl) 13,16 5,26 14,24 2,42 14,51 2,6 14,96 5,2
metabolit
JWH-018-6-
hydroxyindol 18,91 7,56 19,16 3,49 18,11 0,83 18,35 4,33
metabolit
JWH-019-5-
hydroxyindol 20,04 8,21 21,53 3,96 19,34 1,72 19,53 5,22
metabolit

Analyza reélného vzorku

Vzorek moci byl prefiltrovan pies injekéni filtr (0,22 pl/25 mm). Posléze byl 10x a 100x
natedén 100 mM PFHA/200 mM NH4OH pufrem. Tato nafedéna moc¢ byla proméiena jakozto
blank. JelikoZ nebyl k dispozici vzorek redlného uZivatele syntetickych kanabinoidd, do
ziskaného nafedéného vzorku moci byla pfidana smés kanabinoidii a jejich koncentrace
v danych vzorcich byla 0,002 mg/ml avznikly tzv. spiky. Tyto spiky byly proméfeny
a porovnany s blankem (Obr. 32 — 35).
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Obr. 32: Analyza blanku (10x fedéna mo¢), podminky méfeni: délka kapilary 60 cm, 200 °C,
3500 V, prutok pomocné kapaliny 0,8 pl/min a pratok zmlzujiciho plynu 10 I/min, separa¢ni
napéti 12 kV, davkovani 100 mbar/10 s, pozitivni tlak béhem analyzy 10 mbar, elektrolyt:
100 mM PFHA/200 mM NH,OH

x11O$ +ESI TIC SIM Frag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 SC140.d

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23 24 25 26 27
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Obr. 33: Analyza ospikované moci (10x fedénd) o ¢ = 0,002 mg/ml, podminky méteni: délka
kapilary 60 cm, 200 °C, 3500 V, pratok pomocné kapaliny 0,8 pl/min a pratok zmlzujiciho
plynu 10 I/min, separa¢ni napéti 12 kV, davkovani 100 mbar/10 s, pozitivni tlak béhem
analyzy 10 mbar, elektrolyt: 100 mM PFHA/200 mM NH,OH
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Obr. 34: Analyza blanku (100x fedéna moc¢), podminky méfeni: délka kapilary 60 cm, 200 °C,
3500 V, prutok pomocné kapaliny 0,8 pl/min a pratok zmlzujiciho plynu 10 I/min, separa¢ni
napéti 12 kV, davkovani 100 mbar/10 s, pozitivni tlak béhem analyzy 10 mbar, elektrolyt:
100 mM PFHA/200 mM NH,OH

x102 |+ESI TIC SIM Frag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 SC142.d
11
1.05.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23 24 i 26 27 28 2
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Obr. 35: Analyza ospikované mo¢i (100x fedéna) o ¢ = 0,002 mg/ml, podminky méfeni: délka
kapilary 60 cm, 200 °C, 3500 V, prutok pomocné kapaliny 0,8 pl/min a pritok zmlzujiciho
plynu 10 I/min, separa¢ni napéti 12 kV, davkovani 100 mbar/10 s, pozitivni tlak béhem
analyzy 10 mbar, elektrolyt: 100 mM PFHA/200 mM NH,OH

Po analyze blanku a vzorkd ospikované moci byl sledovan vliv matrice (moc¢i) na vliv
separace a detekce syntetickych kanabinoidd v redlném vzorku. Z vyse uvedenych obrazka je

patrné, ze vliv matrice je minimalni a kvalita separace 1 detekce byla zachovana.
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3.2 Kalibrace

Pro kalibraci metody byly vybrany koncentrace standard 0,0001; 0,0002; 0,005

a 0,01 mg/ml. Kazda koncentrace byla proméfena pii optimalnich podminkach (Tab. 2).

Tab. 2: Kalibra¢ni parametry

Rovnice regrese R LOD LOQ

JWH-018-2-hydroxyindol
metabolit
JWH-018-N-(4-
hydroxypentyl) metabolit
JWH-018-6-hydroxyindol
metabolit
JWH-019-5-hydroxyindol
metabolit

y =1680,4x — 1823,2 0,9976 29 ng/mL 96 ng/mL

y =14124x - 9302 0,9963 30 ng/mL 98 ng/mL

y =-6341,5x - 6247,2  0,9733 26 ng/mL 88 ng/mL

y =4037,8x - 1384,9 0,9998 26 ng/mL 88 ng/mL

LOD odpovida poméru S/N = 3 a LOQ odpovida poméru S/N = 10.
3.3 Kolizni energie a fragmentace analyti

Byl studovan vliv velikosti kolizni energie na vznik fragmentd a jejich intenzitu ve
fragmenta¢nim spektru. Velikost kolizni energie se pro kazdy méfeny metabolit syntetického
kanabinoidu pohybovala od 5 eV po 25 nebo 30 eV v zavislosti na tom, kdy doslo k Uplnému
rozbiti ptivodni molekuly. Pro kazdy z metaboliti byl vytvofen navrh struktur fragmenti
zalozeny na fragmenta¢nim spektru nejvyssi nebo druhé nejvyssi kolizni energie (Obr. 36-65).
Ziskana spektra mohou byt dale pouzita pro vytvofeni knihovny spekter k identifikaci danych

syntetickych kanabinoidu.
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Obr. 36: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-018-2-hydroxyindol metabolitu pii kolizni energii
5 eV, podminky méfeni: méfeno ptimym nastiikem, napéti na elektrospreji 3,5 kV, teplota
zmlzujiciho plynu 200 °C, pratok zmlzujiciho plynu 10 I/min, tlak 10 psi, PK: 50:49,5:0,5

(MeOH:H,0:HCOOH)), prutok 4 ul/min
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Obr. 37: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-018-2-hydroxyindol metabolitu pii kolizni energii
10 eV, podminky méfeni: méteno pfimym nastiikem, napéti na elektrospreji 3,5 kV, teplota
zmlzujiciho plynu 200 °C, pritok zmlzujiciho plynu 10 I/min, tlak 10 psi, PK: 50:49,5:0,5
(MeOH:H,0:HCOOH), prttok 4 ul/min
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Obr. 38: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-018-2-hydroxyindol metabolitu pii kolizni energii
15 eV, podminky méfeni: méteno ptimym nastiikem, napéti na elektrospreji 3,5 kV, teplota
zmlzujiciho plynu 200 °C, pratok zmlzujiciho plynu 10 I/min, tlak 10 psi, PK: 50:49,5:0,5
(MeOH:H,0:HCOOH)), prutok 4 ul/min

x104 |+ Product lon (1.533 min) CF=0.000 DF=0.000 (358.10001 ->*) SC31.d

e 270.10000

654
554
454

354

25 340.20000

1.5 155.00000

i
1 4310000 230.20000

0.5 | *

= i Bl }

" 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 3/5 400 425 450 4/5 500 55 550 5/5 600 625 650 6/5 700
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Obr. 39: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-018-2-hydroxyindol metabolitu pfi kolizni energii
20 eV, podminky méfeni: méfeno primym nastiikem, napéti na elektrospreji 3,5 kV, teplota
zmlzujiciho plynu 200 °C, pritok zmlzujiciho plynu 10 I/min, tlak 10 psi, PK: 50:49,5:0,5
(MeOH:H;0:HCOOH), prutok 4 ul/min
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Obr. 40: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-018-2-hydroxyindol metabolitu pii kolizni energii
25 eV, podminky méfeni: méteno ptimym nastiikem, napéti na elektrospreji 3,5 kV, teplota
zmlzujiciho plynu 200 °C, priatok zmlzujiciho plynu 10 I/min, tlak 10 psi, PK: 50:49,5:0,5
(MeOH:H,0:HCOOH)), prutok 4 ul/min
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Obr. 41: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-018-2-hydroxyindol metabolitu pii kolizni energii
30 eV, podminky méfeni: méfeno pfimym nastiikem, napéti na elektrospreji 3,5 kV, teplota
zmlzujiciho plynu 200 °C, priatok zmlzujiciho plynu 10 I/min, tlak 10 psi, PK: 50:49,5:0,5
(MeOH:H,0:HCOOH), prutok 4 ul/min
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Obr. 42: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-018-2-hydroxyindol metabolitu pii kolizni energii
25 eV s hmotami fragmentt
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Obr. 43: Chemické struktury moznych fragmentt JWH-018-2-hydroxyindol metabolitu
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Obr. 44: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-018-N-(4-hydroxypentyl) metabolitu pii kolizni
energii 5 eV, podminky méfeni: méfeno pfimym nastiikem, napéti na elektrospreji 3,5 kV,
teplota zmlzujiciho plynu 200 °C, pratok zmlzujiciho plynu 10 I/min, tlak 10 psi, PK:

50:49,5:0,5 (MeOH:H,O:HCOOH)), pritok 4 ul/min
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Obr. 45: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-018-N-(4-hydroxypentyl) metabolitu pii kolizni
energii 10 eV, podminky méteni: méfeno pfimym nasttikem, napéti na elektrospreji 3,5 KV,
teplota zmlzujiciho plynu 200 °C, pratok zmlzujiciho plynu 10 I/min, tlak 10 psi, PK:

50:49,5:0,5 (MeOH:H,O:HCOOH), pritok 4 ul/min
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Obr. 46: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-018-N-(4-hydroxypentyl) metabolitu pii kolizni

energii 15 eV, podminky méfeni: méfeno pfimym nastfikem, napéti na elektrospreji 3,5 kV,

teplota zmlzujiciho plynu 200 °C, pratok zmlzujiciho plynu 10 I/min, tlak 10 psi, PK:
50:49,5:0,5 (MeOH:H,0:HCOOH), pritok 4 ul/min
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Obr. 47: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-018-N-(4-hydroxypentyl) metabolitu pii kolizni

energii 20 eV, podminky méfeni: méfeno pfimym nastfikem, napéti na elektrospreji 3,5 kV,

teplota zmlzujiciho plynu 200 °C, pratok zmlzujiciho plynu 10 I/min, tlak 10 psi, PK:
50:49,5:0,5 (MeOH:H,O:HCOOH), pritok 4 ul/min
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Obr. 48: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-018-N-(4-hydroxypentyl) metabolitu pii kolizni

energii 25 eV, podminky méfeni: méfeno pfimym nastfikem, napéti na elektrospreji 3,5 kV,

teplota zmlzujiciho plynu 200 °C, pratok zmlzujiciho plynu 10 I/min, tlak 10 psi, PK:
50:49,5:0,5 (MeOH:H,0O:HCOOH), pritok 4 ul/min
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Obr. 49: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-018-N-(4-hydroxypentyl) metabolitu pii kolizni
energii 20 eV s hmotami fragmentt
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Obr. 50: Chemické struktury moznych fragmentt JWH-018-N-(4-hydroxypentyl) metabolitu
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Obr. 51: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-018-6-hydroxyindol metabolitu pii kolizni energii
5 eV, podminky méfeni: méfeno pfimym nastfikem, napéti na elektrospreji 3,5 kV, teplota
zmlzujiciho plynu 200 °C, pritok zmlzujiciho plynu 10 I/min, tlak 10 psi, PK: 50:49,5:0,5

(MeOH:H,0:HCOOH), prutok 4 ul/min
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Obr. 52: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-018-6-hydroxyindol metabolitu pii kolizni energii
10 eV, podminky méfeni: méteno ptimym nastiikem, napéti na elektrospreji 3,5 KV, teplota
zmlzujiciho plynu 200 °C, pritok zmlzujiciho plynu 10 I/min, tlak 10 psi, PK: 50:49,5:0,5
(MeOH:H,0:HCOOH), prutok 4 ul/min
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Obr. 53: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-018-6-hydroxyindol metabolitu pii kolizni energii
15 eV, podminky méfeni: méteno ptimym nastiikem, napéti na elektrospreji 3,5 kV, teplota
zmlzujiciho plynu 200 °C, pritok zmlzujiciho plynu 10 I/min, tlak 10 psi, PK: 50:49,5:0,5
(MeOH:H,0:HCOOH)), pritok 4 ul/min
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Obr. 54: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-018-6-hydroxyindol metabolitu pii kolizni energii
20 eV, podminky méfeni: méfeno ptimym nastiikem, napéti na elektrospreji 3,5 kV, teplota
zmlzujiciho plynu 200 °C, pratok zmlzujiciho plynu 10 I/min, tlak 10 psi, PK: 50:49,5:0,5
(MeOH:H,0:HCOOH)), prutok 4 ul/min
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Obr. 55: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-018-6-hydroxyindol metabolitu pii kolizni energii
25 eV, podminky méfeni: méfeno piimym nastiikem, napéti na elektrospreji 3,5 kV, teplota
zmlzujiciho plynu 200 °C, pritok zmlzujiciho plynu 10 I/min, tlak 10 psi, PK: 50:49,5:0,5
(MeOH:H;0:HCOOH), prutok 4 ul/min
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Obr. 56: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-018-6-hydroxyindol metabolitu pii kolizni energii
25 eV s hmotami fragmentt
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Obr. 57: Chemické struktury moznych fragmentt JWH-018-6-hydroxyindol metabolitu
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Obr. 58: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-019-5-hydroxyindol metabolitu pfi kolizni energii
5 eV, podminky méfeni: méfeno ptimym nastiikem, napéti na elektrospreji 3,5 kV, teplota
zmlzujiciho plynu 200 °C, pritok zmlzujiciho plynu 10 I/min, tlak 10 psi, PK: 50:49,5:0,5

(MeOH:H,0:HCOOH), prutok 4 ul/min
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Obr. 59: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-019-5-hydroxyindol metabolitu pii kolizni energii
10 eV, podminky méfeni: méteno ptimym nastiikem, napéti na elektrospreji 3,5 kV, teplota
zmlzujiciho plynu 200 °C, pritok zmlzujiciho plynu 10 I/min, tlak 10 psi, PK: 50:49,5:0,5
(MeOH:H,0:HCOOH)), pritok 4 ul/min
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Obr. 60: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-019-5-hydroxyindol metabolitu pfi kolizni energii
15 eV, podminky méfeni: méteno ptimym nastiikem, napéti na elektrospreji 3,5 kV, teplota
zmlzujiciho plynu 200 °C, pritok zmlzujiciho plynu 10 I/min, tlak 10 psi, PK: 50:49,5:0,5
(MeOH:H,0:HCOOH), prutok 4 ul/min
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Obr. 61: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-019-5-hydroxyindol metabolitu pii kolizni energii
20 eV, podminky méteni: méfeno pfimym nastiikem, napéti na elektrospreji 3,5 kV, teplota
zmlzujiciho plynu 200 °C, pritok zmlzujiciho plynu 10 I/min, tlak 10 psi, PK: 50:49,5:0,5
(MeOH:H,0:HCOOH), prutok 4 ul/min
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x105 |+ Product lon (1.631 min) CF=0.000 DF=0.000 (372.10001 -> ™) SC16.d
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Obr. 62: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-019-5-hydroxyindol metabolitu pii kolizni energii
25 eV, podminky méfeni: méteno ptimym nastiikem, napéti na elektrospreji 3,5 kV, teplota
zmlzujiciho plynu 200 °C, priatok zmlzujiciho plynu 10 I/min, tlak 10 psi, PK: 50:49,5:0,5
(MeOH:H,0:HCOOH)), prutok 4 ul/min
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Obr. 63: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-019-5-hydroxyindol metabolitu pfi kolizni energii
30 eV, podminky méfeni: méteno piimym nastiikem, napéti na elektrospreji 3,5 kV, teplota
zmlzujiciho plynu 200 °C, pritok zmlzujiciho plynu 10 I/min, tlak 10 psi, PK: 50:49,5:0,5
(MeOH:H,0:HCOOH), prutok 4 ul/min
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Obr. 64: Fragmenta¢ni MS spektrum JWH-019-5-hydroxyindol metabolitu pfi kolizni energii
25 eV s hmotami fragmentl

HO HO., ;
CH N/\,——\f‘\
3 —_—
0 T N A (

o}

I“\ Y M, =371 M, =246

AN

HO
M =217

M, =128 '
‘ D N’\/-/\/—’\
i =

Obr. 65: Chemické struktury moznych fragmenti JWH-019-5-hydroxyindol metabolitu
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4 7.avér

Byly studovany experimentalni podminky a jejich vliv na separaci a detekci Ctyt vybranych
syntetickych kanbinoidt. V poli z4jmu optimalizovanych podminek bylo slozeni a pH
elektrolytu, teplota zmlzujiciho plynu, sprejovaci napéti na kapilaie, prutok zmlzujiciho plynu
a nasledné¢ priatok pomocné kapaliny.

Nalezené hodnoty jednotlivych parametrt jsou nasledujici: zvoleny elektrolyt byl
100 mM PFHA/200 mM NH4OH, teplota zmlzujiciho plynu 200 °C, sprejovaci napéti
3500 V, prutok plynu 10 I/min a pritok pomocné kapaliny 0,8 pl/min.

Optimalizaci vSech téchto parametrii byla ziskana metoda pro separaci a detekci
vybranych syntetickych kanabinoidd, uplatnéna pti analyze realného vzorku.

Z uvedenych vysledk je patrné, ze vyvinutd metoda bude vhodna k pouziti

Vv klinické praxi. Jedinou piekazkou je nedostate¢ny limit detekce a kvantifikace, ktery se
pohybuje v rozmezi 26 — 30 ng/mL a 88 — 98 ng/mL. Tento problém je vsak fesitelny

zkoncentrovanim vzorku.
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6 Zkratky

CE
CEC
CE-MS
CGE
CID
CIEF
CITP
CZE
EOF
ESI
HPLC
LC-MS
LOD
LOQ
MEKC
MS
PFHA
PFOA
pl

PK
QaQ
RSD
SDS
SIN
TRIS
ZP
A9-THC

Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektrochromatografie

Kapilarni elektroforéza ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
Kapilarni gelova elektroforéza

Kolizi indukovana disociace

Kapilarni izoelektrické fokusace
Kapilarni izotachoforéza

Kapilarni zénova elektroforéza
Elektroosmoticky tok

lonizace elektrosprejem

Vysokoucinné kapalinova chromatografie
Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
Limit detekce

Limit kvantifikace

Micelarni elektrokinetickd chromatografie
Hmotnostni spektrometrie
Perfluoroheptanova kyselina
Perfluorooktanova kyselina

Izoelektricky bod

Pomocna kapalina

Trojity kvadrupo6l

Relativni smérodatna odchylka
Dodecylsiran sodny

Pomér signalu k Sumu
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Zmlzujici plyn
Delta-9-tetrahydrocanabinol
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