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SOUHRN

V poslednich letech se na drogovém trhu objevuje znacné mnozstvi novych
syntetickych drog, které ve chvili svého uvedeni na trh nejsou zahrnuty v legislativé a nejsou
proto pravné postihnutelné. Kromé rychlych legislativnich zmén reagujicich na tuto
skuteCnost je nezbytné hledat nové analytické postupy, které dovoli rychlou a spolehlivou
identifikaci téchto latek. V oblasti chromatografickych metod zajimavou moznost piedstavuje
superkriticka fluidni chromatografie. Vyuzitim  této techniky  a nasledné
hmotnostnéspektrometrick¢ detekce v analyze novych syntetickych drog se zabyva
predkladana diplomova prace.

Teoretickd ¢ast v souvislostech popisuje nové syntetické drogy, v rdmci moznosti
vysvétluje jejich dopad na spolecnost a zabyva se jejich nejCastéjSimi typy. Dale popisuje
vyznamné rysy superkritické fluidni chromatografie, seznamuje se soucasnou instrumentaci,
ktera ma podil na oziveni z4jmu o tuto metodu, a vypocitava dosud publikované prace
Vv oblasti drog. Popisuje hmotnostni spektrometrii, shrnuje jeji instrumentaci v analyze drog
a zamétuje se na jeji pouziti pro nové syntetické drogy. Nakonec popisuje spojeni zminéné
separacni a detek¢ni metody.

Prakticka cast piiblizuje analyzu 15 sloucenin, fazenych ke dvéma pocetnym
skupindm novych syntetickych drog, katinonim a fenylethylaminim. Chromatografické
déleni pomoci superkritické fluidni chromatografie probihalo na ultrau¢innych kolonach
S ¢asticemi napIné mensimi nez 2 um. Hmotnostni spektrometr dovoloval selektivni a citlivou
detekci a skladal se z elektrospreje a trojitého kvadrupolového analyzatoru. Kvalita separace
byla posuzovana pro rizné experimentalni podminky, konkrétné pro stacionarni fazi, slozeni
mobilni fize a teplotu. Podle vysledkti méfeni jsou nejlepsi volbou silikagelova stacionarni
faze (BEH silica), mobilni fize s hydroxidem amonnym jako aditivem k mobilni fazi (tvofena
smési oxidu uhli¢itého a methanolu) a teplota 40 °C. Doba trvani této separace je velmi
ptizniva a nepiesahuje tfi minuty.

Superkritickd fluidni chromatografie se ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
osvéd¢ila pro usp&Snou velice rychlou analyzu novych syntetickych drog. Ve srovnani
s kapalinovou chromatografii obstala pro dané analyty stejné¢ dobife a ma podobné naroky
na instrumentaci, ale niz$i naroky na ¢as. PouZita metoda by v budoucnu mohla byt upravena

pro vzorky télnich tekutin, nebot’ pracuje s dostatecné nizkou koncentraci zkoumané smési.



Uginné a rychlé rozdéleni strukturné podobnych slouenin by mohlo byt vyhodou
pro screening desitek izomernich katinonti a fenylethylaminti. Celkové tak superkriticka
fluidni chromatografie ma dobré piedpoklady stat se jednim z novych efektivnéjSich ptistupi

k analyze novych syntetickych drog.



SUMMARY

In recent years, there have been an unexpected number of new synthetic drugs
appearing on the drug market. When first seen on the market, these substances are generally
not involved in the collection of drug laws yet, and that fact makes them legally intangible.
Apart from quick changes in legislation related to that situation, new analytical approaches
are needed as well — because these can provide fast and reliable identification of any given
compound of these drugs. As for separation methods, a supercritical fluid chromatography is
an interesting solution here. This technique and a consequential mass-spectrometric detection
were chosen for an analysis of new synthetic drugs which is the main field of the presented
diploma thesis.

The theoretical part of the thesis describes new synthetic drugs, explains their impact
on society and deals with the main types of these drugs. It also describes the important
features of supercritical fluid chromatography, introduces its contemporary instrumentation
and lists the papers that have been published so far. At the same time, it describes mass
spectrometry, summarizes its instrumentation in the drug analysis and focuses on its usage
for new synthetic drugs. Finally, it describes the merge of the above-mentioned separation
and detection methods.

The experimental section focuses on the detailed analysis of 15 compounds that
belong to the two important groups of new synthetic drugs — cathinones and phenethylamines.
The supercritical fluid chromatography was carried out using ultra-high performance columns
packed with particles of sub-2 um. The mass spectrometer enabled the selective and sensitive
detections and included an electrospray and a triple quadrupole analyzer. The quality of that
separation was assessed considering a few experimental conditions, namely the stationary
phase, the mobile phase and the temperature. Based on the results, the best choices are
the silica stationary phase (BEH silica), the mobile phase with the ammonium hydroxide,
as an additive to carbon dioxide/methanol, and the temperature of 40 °C. The duration
of the separation is very favorable and should not take longer than 3 minutes.

A supercritical fluid chromatography in connection with mass spectrometry did
successfully manage to quickly analyze a mixture of 15 new synthetic drugs in less than
3 minutes. For these compounds, it is as suitable as a high performance liquid
chromatography, and it has a similar instrumentation, but still enables a faster separation. This

method could be adjusted and optimized for the bodily fluids’ samples — it works with



a sufficiently low concentration of the examined mixture. As quick and established technique
for the separation of structurally related compounds, it could be used for the identification
of dozens of isomeric cathinones and phenethylamines, too. The analysis of these new drugs
definitely requires new modern and reliable approaches, and the supercritical fluid
chromatography could surely become one of the new and highly effective improvements
in this field.
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1 UVOD

Novy fenomén v nabidce drog se rozSifenim vyrovna klasickym drogadm, pravné je
tézko postihnutelny a je obtizné jej prokazat. Nové syntetické drogy zkusilo stejné mnozstvi
Cechii jako kokain a heroin® a zcela legalng je mohli zakoupit ve specializovanych obchodech
i v Olomouci?. Tyto slouceniny jsou Gasto odvozeny od zakazanych drog, ale mald zmé&na
vV chemické struktufe je stavi mimo dosah zdkona. Zakony jich nasledné podchycuji vétsi
mnozstvi, nebo je naopak povoluji, jako je to na Novém Zéland&®. At je regulace tohoto
problému jakédkoliv, nemit o ném informace je dnes neptfedstavitelné. Detekovat nové drogy
vSak neni snadné, nebot’ nejsou zahrnuty v klasickych testech a jsou vyjimecné pocetné
a rozmanité. V piipadech akutnich otrav tak nemusi byt dostate¢né rychle odhaleny, pokud
pacient nekomunikuje, a pfibyvaji také umrti v souvislosti s témito drogami. K analyze téchto
modernich latek jsou proto nezbytné moderni metody.

Zavedenymi metodami v klinickych a forenznich laboratofich jsou vysokoucinna
kapalinova chromatografiec ve spojeni s UV detektorem (a dnes jiz ¢asto i s hmotnostné
spektrometrickou detekci) a plynova chromatografiec s hmotnostnim spektrometrem.
V budoucnu by mohla do tohoto seznamu patfit 1 superkritickd fluidni chromatografie, ktera
nedavno piekonala technické nedostatky a nabizi mnoho vyhod. Za prvé, kratsi ¢as analyzy
umoziuji vyssi difizni koeficienty v superkritickém stavu ve srovnani s kapalinou. Déle na
rozdil od plynové chromatografie dovoluje analyzu tepeln€¢ nestabilnich latek diky nizsi
pouzivané teploté. Jednou z vyhod je také pouziti netoxického a pomérné levného CO; jako
mobilni faze. Tato metoda doséhla ispéchu v mnoha oblastech, pfedevsim ve farmacii, a byla
vyuzita také v analyze drog. Analyzou novych syntetickych drog se vSak v této souvislosti
zabyva dosud jen jedna odborna publikace.

Podobna analyza se zaméfenim na separaci vybranych novych syntetickych drog byla
fesena v predkladané diplomové praci. V teoretické ¢asti jsou popsany nové syntetické drogy,
superkriticka fluidni chromatografie a hmotnostni spektrometrie. Obsahem praktické ¢asti je
provedeni a zhodnoceni analyzy 15 katinond a fenylethylaminli za pouziti kolon s ¢asticemi
napln€¢ menSimi neZ 2 pm, ionizace elektrosprejem a kvadrup6lového hmotnostniho

analyzatoru. Posuzovan byl vliv stacionarni faze, slozeni mobilni faze a teploty.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Nové psychoaktivni latky

V obchodu s drogami neni nutné porusovat zakon a je mozné najit si legalni cestu.
Tato myslenka je spole¢na pro nové psychoaktivni latky, které jsou v uc€incich srovnatelné
s kontrolovanymi drogami, ale na rozdil od nich pfi nastupu na trh nespadaji pod umluvy
OSN*. V poslednich letech pocet téchto latek prudce roste a jen v Evropé v sou¢asné dobd
ptibyvaji v priméru dvé za tyden®. Jejich srovnani se zavedenymi drogami p¥inasi podobnosti
1 drobné rozdily a typickym rysem je pro né rozmanitost.

Co obe¢ skupiny drog do jisté miry spojuje, je chemicka struktura, prolinani trhti @ mira
zastoupeni na trhu. Oboji se vyskytuji v pfirod¢€, nebo jsou syntetizovany — ve druhém piipadé
nové psychoaktivni latky Casto vychazeji z kontrolovanych drog. Podobné ptisobeni pak je
dasledkem stejné chemické struktury, doplnéné kviili obejiti zdkona o malou zménu, nebo je
dano strukturou UpIn€ novou, aktivujici v organismu stejny receptor jako ptivodni sloucenina.
Zaménitelnych uinkd vyuzivaji prodejci a vydavaji ptipravky s nelegalni u¢innou latkou
za legalni a naopak. Také je ziejmé zastoupeni na béZném i na Cerném trhu. Souhrnnym
poctem uzivatelii se u nas nové psychoaktivni latky jako skupina vyrovnavaji kokainu,
heroinu nebo LSD®’, k emuz prispivaji tii okolnosti v této oblasti nezvyklé.

Legalita, zdanliva bezpecnost a snadna dostupnost umoziuji novym psychoaktivnim
latkam oslovit velmi riznorodou skupinu obyvatel. Legalni jsou z pohledu pravnich ptedpist
0 drogéach, stile se na né vSak vztahuji dalSi zdkony, napiiklad o ochran¢ spotiebitele,
0 bezpecnosti potravin nebo I€Civ. Prodejci se proto snazi zamezit postihu a zbozi opatiuji
varovanim, Ze neni urCeno ke konzumaci. Dale pouzivaji oznaceni ,sbératelské* nebo
»darkové predméty®, ,stl do koupele®, ,,vonné tyCinky*, ,viné¢ do vysavace“, ,,vyzZiva
pro rostliny* nebo ,chemikdlie pro vyzkumné tucely”. Zdéani bezpe€nosti je vyvolano
legalitou, snadnou dostupnosti a piipadnymi kladnymi zkuSenostmi pratel uzivatele. Dojem
duvéryhodnosti budi také umisténi odkazu v internetovych vyhledavacich mezi prvnimi, které
ale mize byt zmanipulovano. Internet se totiz velkou mérou podili na dostupnosti novych
psychoaktivnich latek, zvlasté ve statech, kde se nevyskytuji specializované kamenné
prodejny. (Takzvané smart shops, head shops neboli amsterdam shops v podstaté zanikly
po upravé zakona i v Ceské republiceg.) Dostupnost je podminéna globalizaci — vyroba

probiha v Cin& a v Indii, v Evropé az dal§i zpracovani a baleni do kone¢né podoby. Tfti
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zminéné vyhody — dodrzeni zakona, zdanlivd bezpecnost a jednoduchost obstarani —
podnécuji ke koupi zdkazniky, kteti patfi k uzivatelim kontrolovanych drog, i ty, ktefi tuto
zkuSenost nemaji. Néktetfi kupujici takto hledaji zpisob samolécby, snazi se zménit zivotni
styl (zhubnout a podobn€) nebo obchazeji testy na klasické drogy (tidi¢i, vojaci, Klienti
protidrogovych lédeben)*®.

Nové psychoaktivni latky jsou rozmanité v riznych smérech. Podle chemické
struktury vétSinou spadaji do péti skupin, zhruba Ctvrtinu latek ale neni mozné zaradit
ani do jedné z nich. Mohou byt nové ptipravené (nafyron), znovuobjevené (mefedron) nebo

dokonce znamé od starovéku (Salvéj divotvornd). Pouziva se pro né nckolik oficidlnich

I hovorovych pojmu, které nejsou vzdy piesné urceny.

Vymezeni pojmu

Ceské Narodni monitorovaci stfedisko pro drogy a zavislosti (NMS) v mnoZing
»~hovych psychoaktivnich latek” odliSuje oznafenim ,nova syntetickd droga® uméle
ptipravené sloueniny od rostlinného zbozi’. Termin ,;nova“ se nevztahuje pouze k nové
objevenym nebo noveé vyrobenym latkam, ale mél by byt chapén spiSe jako oznaceni pro latky
,nové dostupné” nebo ,,nové zneuzivané*’. Mnoho dnes nabizenych novych psychoaktivnich
latek bylo ptipraveno pted desitkami let®.

Pod pravné zavaznou definici ,,nova psychoaktivni latka“ se rozumi nova omamna
nebo psychotropni latka, ktera neni zahrnutda v imluvach OSN o kontrole drog. Témito
umluvami jsou Jednotna umluva OSN o omamnych latkach z roku 1961 (seznam I, 1l nebo 1V)
a Umluva OSN o psychotropnich latkach z roku 1971 (seznam I, Il, 11l nebo 1V). Piedpokladem
pro zarazeni je mozna hrozba pro vetejné zdravi, srovnatelna s hrozbou, kterou piedstavuji
latky v téchto umluvach zahrnuté. Definice zahrnuje Cistou latku ismés a je urCena
Rozhodnutim Rady Evropské unie 2005/387/JVV o vyméné informaci, hodnoceni rizika
a kontrole novych psychoaktivnich latek™.

,Nova syntetickd droga“ je pojem uvedeny ve Spole¢né akci 97/396/SVV, pravnim
ptredpisu, ktery byl pozdéji nahrazen vyse zminénym Rozhodnutim Rady. Nova synteticka
droga neni zahrnuta v zadném ze seznamti Umluvy OSN z roku 1971 o psychotropnich
latkach, predstavuje stejné¢ vaznou hrozbu pro vetejné zdravi jako latky v umluvé zahrnuté
a ma omezenou lécebnou hodnotu. Spole¢na akce se tedy na rozdil od pozdé€jsiho rozhodnuti

Rady nezmitiuje o Jednotné imluvé OSN o omamnych latkach z roku 1961 (cit.™).



Naésledujici dva pojmy jsou obecné, nejsou pravné zavazné a v uvedenych vyznamech
je pouziva Evropské monitorovaci centrum pro drogy a drogovou zéavislost (EMCDDA).
Do siroké skupiny ,,legalnich opojeni® (v anglicting ,,legal highs®) patii kromé syntetickych
sloucenin i latky rostlinného ptvodu a vyrobky, ve kterych jsou ,legal highs“ obsazeny.
Pojmenovani ,,designer drug® odkazuje na psychoaktivni latku, ktera vyuziva malou zménu

v chemické struktuie ptivodni regulované drogy”.

2.1.1 Dopad novych psychoaktivnich latek na spole¢nost

Jedna z novych psychoaktivnich latek, mefedron, se ve Velké Britanii stala ¢tvrtou
nejrozsitenéjsi drogou po konopi, kokainu a extazi'®. Jestli se néktera droga takto rozsifi,
ktera to bude a jaka rizika s ni budou spojena, nebylo mozné predvidat. Podobné dnes nelze
vyloucit nastup jiné latky a sjistotou urcit, zda se zavaznost problému novych
psychoaktivnich latek nezvétsi. V soucasnosti jsou S nimi spojena jak vazna nebezpeci, tak
rozporuplné otazky a teoretickd moZnost obratit alespont nékteré okolnosti v drobny pfinos.
Témto tfem okolnostem je vénovana pozornost V nasledujicim textu.

Uzivani novych psychoaktivnich latek ma podil na fadé¢ amrti. Opakuje se schéma,
kdy se urcita latka objevuje Vv n€kolika desitkdch posmrtnych vzorkti hlasenych béhem
pomérné kratké doby z jedné ¢i dvou zemi. Nejvice piipadl za posledni tii roky se v Evropé
vztahuje k methylendioxypyrovaleronu (MDPV, 41 mrtvych, cit.®). Tento pocet by viak
mohl byt v budoucnu piekonan latkami 4,4‘-DMAR, 5-1T a MT-45, které byly hlaseny vzdy
behem pil roku (27 mrtvych, 24 mrtvych, 21 mrtvych, cit.’). Riziko zvySuji nékteré
skute¢nosti, napiiklad mezi G¢innou a smrtelnou davkou para-methoxymethamfetaminu je
podle vyzkumu na krysach maly rozdil®®>. Také pozdni nastup ucinku PMMA a slabsi
stimula¢ni schopnost 4-MA ve srovnani s amfetaminem mohou vyvolat dojem slabého

1617 Na umrtich se tak podili neinformovanost,

pusobeni a pfimét uzivatele k davce navic
zaména latky nebo jiné nez deklarované sloZeni.

Utinky novych psychoaktivnich litek na zdravi jsou podle provedenych studii
neptiznivé, ale pro vétSinu nejsou prozkoumdny. ZjiStény byly napiiklad serotoninovy
syndrom, hepatotoxicita, neurotoxicita a vyvolani duSevni poruchy'®. Zvlastni problémy
se tykaji nemocnych, a to véetnd protichiidného piisobeni k inzulinu u diabetika™. Riziko
vedlejsich G&inkd, které nejsou pro nové drogy pied vstupem na trh ové&fovany', je

zvyraznéno kontrastem s podminkami kladenymi na novy 1ék. Tyto podminky zahrnuji testy



na n¢kolika zvifecich druzich, tti faze klinického hodnoceni na clovéku a povinnost vyrobce
sledovat nezadouci efekty ptipravku i v dob¢ jeho prodeje. Presto se vyskytly ptipady, kdy 1ék
s piispénim dalsich vlivi zptsobil smrt pacientt a musel byt staZen z ob&hu®®. Zdravotnim
nasledkim uzivani novych latek, akutnim i chronickym, je podle EMCDDA nutné 1épe
porozumét21.

Do obchodu s novymi psychoaktivnimi latkami je zapojen organizovany zlo¢in, jak
doklada prolinani nelegalniho a legalniho trhu. Obchodnici dosahuji béhem doby, ktera je
potiebna pro stanoveni rizik nove latky a jeji podrobeni kontrole, zna¢nych ziski??. Rozsah
zapojeni organizovaného zlo&inu neni jasny?', prozatim se zda byt relativnd nizky, ale je
pravdépodobné, Ze poroste®. V roce 2011 britské testovaci nakupy ukazaly, 7e zakézanou
drogu obsahovalo 19 % internetovych vzorkd udajné odpovidajicich zakonu?*. Naopak volng
prodejné piperaziny byly podle ceskych udaji zroku 2009 nejcastéj$i nahrazkou
v 80 % tablet vydavanych za extazi’.

Disledky novych psychoaktivnich latek nejsou vZdy neZadouci jednoznacné.
Rozporuplné hodnocenymi skuteCnostmi jsou pomérné nizké pocty tmrti, v nékterych
piipadech niz§i nebezpecnost a piinos by mohlo znamenat vyuziti pro 1é¢bu a vyzkum. Slovy
Evropské komise, relativné nizka mortalita Se mize zdat projevem niz$i hrozby pro vetejné
zdravi, ale neodstrafiuje nutnost se timto problémem zabyvatzg. Dany pomér je né¢kolik desitek
predavkovani novymi drogami v Evrop& za rok** vzhledem k 6100 piedavkovani nelegalnimi
drogami?*, v Ceské republice nékolik mrtvych vzhledem k desitkam mrtvych. Konkrétng byl
podle nejnovéjsich Ceskych tdaji pficinou smrti v jednom piipadé ketamin a celkem
ve 28 ptipadech pervitin, opiaty, tekavé latky a kokain v roce 2011 (cit.!). Vyrazn& nizsi
neurotoxicitu a riziko serotoninového syndromu maji ve srovnani s napodobovanou extazi
nékteré piperaziny®™®. Ve vyzkumu ptinesl nové poznatky o serotoninovych receptorech
v mozku 4-jodo-2,5-dimethoxyfenylethylamin® a o farmakologickém mechanismu dugevnich
poruch meta-chlorfenylpiperazin'®>, oba jesté pfed svym zneuzivanim. Mnoho novych
psychoaktivnich latek bylo ptivodné piipraveno pro Il€kaiské ucely, véetné piperazini nebo
syntetickych kanabinoidi®®, a obdobné se mohou nové pfipravené slougeniny ukézat jako

vhodné pro farmaceutické ucely.



2.1.2 Vyskyt novych psychoaktivnich latek v Evropé

Globalizace a technicky pokrok méni trh s drogami, a to jak v moznostech dopravy,
tak pfinasenim novych trendt. Propojuji se a méni se svétové cesty heroinu a kokainu
anavyznamu nabyva vobchodu somamnymi a psychotropnimi latkami internet.
Mezinarodni provazanost a spoleény vyvoj se tykaji i evropského drogového trhu. Jednim
zrystu spolecnych pro staty Starého kontinentu je pravé podobné Sifeni novych
psychoaktivnich latek (NPL), které se zde rozmaha zhruba od zacatku tisicileti.®

Zvlasté se pocet nové zaznamenanych drog zvySuje od roku 2009, kdy je kazdym
dal$im rokem piekonan (Obr. 1). Nardst prikie stoupa az k soucasnym 81 nové objevenym
drogam za rok 2013 a celkovému poctu 340. Ze vSech NPL poprvé zaznamenanych v Evropé
Vv obdobi 2005-2013 tii Ctvrtiny spadaji do péti skupin. Pievladaji syntetické kanabinoidy,
fenylethylaminy a katinony, nasledované tryptaminy a piperaziny. Zbyvajici latky nejsou

zataditelné ani do jedné z t&chto kategorii (Obr. 2 a Obr, 3)%9417.
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Obrazek 1: Pocet novych psychoaktivnich latek poprvé zachycenych v Evropé v letech 2005
az 2013 (podle udaji z Cit.6’9’14)
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Ziskat ucelené¢ informace o vyskytu NPL neni snadné. V nésledujicim textu jsou
zpracovany vysledky ziskané tfemi zpisoby - prvnim krokem je vétSinou odhaleni
pti forenzni analyze zachycenych drog, aktivné je sledovana nabidka na internetu a provadéji
se prizkumy mezi obCany. VyuZivaji se také testovaci nakupy, hlaSeni z nemocni¢nich

oddé&leni urgentniho pifjmu a zpitev a jiné. Udaje o NPL od roku 2005 shromazd'uje



predevsim Systém v¢asného varovani pred novymi psychoaktivnimi latkami, a to v Evropské
databazi novych drog”.

Piedstavu o soucasné situaci v Evropé vykresluje mozaika udaji, slozena z dat
0 zaznamenanych NPL, ze studie internetové nabidky a prizkumu postoji mladych lidi
k drogam. Za rok 2013 ptibylo do databaze 29 kanabinoidt, 13 fenylethylamind, 7 katinont,
1 tryptamin, 1 piperazin a 30 jinych latek'®. Nejrozsifen&jsim zbozim na internetu byly
V lednu 2012 ptirodni produkty — thajské rostlina kratom, Salvéj divotvorna a halucinogenni
houby®’. Zkugenost s uzitim téchto a dalsich NPL méa 5 % Evropani ve vékovém rozsahu
15-24 let, jak vyplynulo z prizkumu z roku 2011 (cit.”’). Dalsi priizkumy nejsou jednotné

pro celou Evropu a v jednotlivych statech se li§i provedenim i frekvenci®.
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Obrazek 2: Vzorce matetskych sloucenin nejcastéjsich skupin novych psychoaktivnich latek
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Obrazek 3: Zastoupeni skupin novych psychoaktivnich latek zaznamenanych Systémem

v&asného varovani mezi lety 2005 a 2013 (podle udaji z cit.***")
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2.1.2.2 Nejrozsitendjsi latky v Ceské republice

Podobné jako vcelé Evropé se v Ceské republice objevuji NPL spadajici
do zmin&nych skupin. Jejich vyskyt se u nas vyrazng zvysil v roce 2010 (cit.?) a nasledn& byla
vydana novela zékona o navykovych latkach®. Do jeho ptiloh bylo pfidano 33 slouenin.
Od té doby piibyly do oficialnich seznamti navykovych latek pouze dvé dalsi latky, piestoze
od za¢atku roku 2014 tyto seznamy patii pod nafizeni vlady®® a je tak mozné je rychle
aktualizovat. Soucasnou ceskou situaci, velmi proménlivou a zastoupenim drog velmi
pestrou, popisuji udaje o zachycenych NPL, o nabidce na internetu a reprezentativni
prazkumy.

Za posledni tfi roky byly v zachytech vzdy zastoupeny kanabinoidy a katinony,

1,7,31

ale celkova skladba drog se rtiznila (Tab. 1). Dvakrat po sobé byly ve vétsim mnozstvi

zachyceny pouze 4-methylethkatinon arostlina kata jedla. Udaje o celkovém podtu
kdy bylo zaznamenano 18 latek.

Na strankach ceskych internetovych obchodid se nabidka béhem dvou let velice
zménila (Tab. I1). V tnoru 2013 byly k dostani nejéastéji katinony a celkové 42 NPL'. O rok
diive byla situace GpIné jind a spektrum nejvice nabizeného zboZi bylo §irsi'.

Respondenti dotaznik@i® (Tab. III) m&li vroce 2011 nejvice zkuSenosti s katinony
(tfetina téch, ktefi uvedli zkuSenost s NPL) a syntetickymi kanabinoidy (10-15 %). Uvadéli
také tryptaminy, fenylethylaminy, halucinogeny obecné a latky ,,podobné tradicnim drogam®,
které nebylo mozné piesné uréit. O rok diive upfednostiiovali bylinné drogy. Dale je zajimal
mefedron, Spice, piperaziny a dextromethorfan.

Nové psychoaktivni latky pronikly v CR pfiblizné k 1% obyvatel, nejéast&ji mladym
lidem. Ctyfi prizkumy ukazuji, Ze nékdy v Zivot& zkusilo NPL 1,1 % az 1,4% dotazanych
a za posledni rok 0,3 az 0,6 % (cit.""??). Cesi ve véku 15-24 let si n&kdy vzali NPL ze 4 %,
coZ je o procento mén&, neZ uvedli mladi Evropané?. V roce 2011 u nas byly NPL rozsifengjsi

nez kokain, heroin a t8kavé latky".



Tabulka I: Shrnuti dostupnych udajii 0 novych psychoaktivnich latkach nejvice rozsitenych

v CR — zachycené latky (podle udaji z cit.*#"*")

Rok Droga Kategorie
ketamin jiné
UR-144

2013 ;
4-MEC katinon
NM-2-A jiné
4-MEC katinon
kata jedla jiné

2012
AM-2201
5-MeO-AMT tryptamin
mefedron katinon
kata jedla jiné

2011
JWH-122
methylon katinon

Tabulka I1: Shrnuti dostupnych tdaji o novych psychoaktivnich latkach nejvice rozsitenych

v CR — nabidka na internetu (podle Gdaji z cit.>>"3)

Rok Droga Kategorie
3,4-DMMC katinon

2012 [3-MMC katinon
pentedron katinon
kratom jiné

2011 |6-APB jiné
4-FA fenylethylamin

Tabulka I11: Shrnuti dostupnych udaji o novych psychoaktivnich latkach nejvice

rozsitenych v CR — vysledky priizkumi (podle udaji z cit.

1,2,7,31
)

Rok

Droga

katinony
2011

Salvéj divotvorna

2010

"bylinna extaze"

efedra




2.1.3 Hlavni skupiny novych psychoaktivnich latek

Syntetické kanabinoidy jsou halucinogeny a sedativa az 40x siln&jsi
nez tetrahydrokanabinol, pivodné vyvinuté jako Iéky proti bolesti, které se rozsitily po roce
2008. U¢innou latku z konopi, kanabinoidy pfirozené piitomné v téle a syntetické
kanabinoidy nespojuje chemicka struktura (Obr. 4), ale plisobeni na stejny receptor. K nému
stai davka 15 mg, nanesend narostlinny zdklad napfiklad z medunky, maty nebo
matefidousky v produktech prodavanych pod nadzvem Spice. Sile u€inku jsou imérné takeé
negativni dusledky, které na rozdil od projevii konopnych drog nejsou vyrovnavany
pfitomnosti opac¢n€¢ pusobicich rostlinnych latek. Nekteré syntetické kanabinoidy

S S 11 ; . ;o . 162
pravdépodobné maji souvislost s psychdzou a selhanim ledvin. 62633

HO
HO i
C )‘NH /N"N/\/\/ Q 7 NS
s O
CP-47,497 JWH-122 APINACA methanandamid

Obrazek 4: Rozmanitost struktur syntetickych kanabinoidi

Listy vychodoafrické rostliny katy jedlé AfriCané tradicné zvykaji kvali stimulaénim
ucinkum katinonu, jehoz syntetické derivaty se objevily soubézné s kanabinoidy a zapficinily
fadu umrti. Po zhodnoceni rizik jsou dva z nich, mefedron a methylendioxypyrovaleron
(MDPV), zakazany v celé Evropské unii. Mefedron (Obr. 5) je z katinonu nejrozsifené;si,
navozuje pocity velkého mnozstvi energie, euforii, zrychlené mysleni, zvySenou hovornost
a intenzivni vnimani hudby. Negativni klinické ptiznaky zahrnuji tachykardii, bolest na hrudi,
zvraceni, neklid, uzkost a zmatenost. Byva pfirovnavan k amfetaminiim, od nichz se lisi

ketoskupinou.*®%0:3

-10 -



0 0 0 QM
NH NH 0 NH o N
0]
0]
mefedron 4-MEC methylon MDPV

Obrazek 5: Syntetické katinony zachycené v CR (mefedron, 4-MEC, methylon) nebo
zakazané v EU (mefedron, MDPV)

Rozmach fenylethylamint, odvozenych od stejnojmenného neurotransmiteru, nastal
po podrobném popisu jejich syntézy v knize profesora Shulgina a ptinesl nebezpecné rozdily
v sile uinku. Inspirace trhu dilem ,,PIHKAL: A Chemical Love Story* z roku 1991 a dalSimi
trva jesté dnes a teprve nedavno piibylo najednou vice fenylethylamind jiného pavodu. Sest
Z deviti novych drog kontrolovanych v EU spada do této skupiny stimulant(i, halucinogenti
a entaktogenti, konkrétné TMA-2, 4-MTA, 2C-I, 2C-T-2, 2C-T-7 a PMMA"". Neptiznivé
se mohou fenylethylaminy projevit zvracenim, tachykardii, zizenim cév, metabolickou
acidozou a selhanim jater a ledvin. U¢inna ddvka méa vétsinou nékolik desitek mg a ptisobi
nékolik hodin. Témto hodnotam se ovSem vymykaji DOB (Obr. 6) a DOI s davkou 1-3 mg
a az tficetihodinovym pusobenim. Dal§im stupném je Bromo-Dragonfly s davkou 0,2-1 mg
a dobou ucinku jeden az tii dny. Jeho zaména za slabsi slouceninu s podobnym obchodnim
nazvem (napiiklad 2C-Bromo-Fly) je smrtelnd a je jen jednou z pfi¢in Gmrti, za kterymi

fenylethylaminy stoji."®?%%*

o T S

2C-B DCB Bromo-Dragonfly

Obrazek 6: Derivat fenylethylaminu zachyceny v CR a bromované fenylethylaminy podle

rostouci sily u€inku
Halucinogenni derivaty tryptaminu jsou podrobné popsany v Shulginovych volné

dostupnych publikacich stejné jako fenylethylaminy a objevily se zhruba ve stejnou dobu,

ale nerozsitily se stejnou mérou. Na rozdil od nich pravdépodobné neohrozuji zZivotni funkce;
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mohou byt neurotoxické a zpUsobit serotoninovy syndrom, negativni projevy po poziti
zahrnuji tachykardii, zvySeny tlak a jiné. Strukturné se tryptaminy podobaji psilocinu
z lysohlavek a serotoninu (Obr. 7) (cit.2®3%).

Piperaziny, zneuzivané po roce 2004, pochazeji zokruhu zamitnutych 1é¢iv
a na rozdil od predchozich skupin se nevztahuji k psychoaktivni pfirodni latce. Pisobi jako
stimulanty a BZP, mCPP a TFMPP se proto zamérné zaménuji s extazi. BZP (Obr. 7) je
ve srovnani s extazi bezpecnéjsi ohledné serotoninového syndromu, zato je G¢inkem tak
blizky amfetaminu, Ze je uzivatelé od sebe nerozeznaji. Vyhoda nizSiho rizika neplati
pro mCPP. Tento piperazin je hlavnim metabolitem nékolika antidepresiv, téch se vSak
podava méné nez rekreacnich 50-200 mg. Nezplsobuji tak ani entaktogenni, ptipadné

. ’ . v 7 ’ . s : ’ 16,26,34
halucinogenni stavy, ani mozné zachvaty uzkosti, migrénu a serotoninovy syndrom®®2%3,

5-MeO-AMT BZP
Obrazek 7: Derivat tryptaminu zachyceny v CR a derivat piperazinu kontrolovany v EU

Ostatni latky tvofi témét tietinu vSech NPL a za rok 2013 mély nejvétsi podil
na poétu nové objevenych latek. Velky podil na uzivani NPL v CR maji rostlinné drogy,
napf. kratom a Salvgj divotvorna’. Dale se zaGind zvySovat poéet novych syntetickych
opioidii, jako jsou AH-7921, MT-45 a karfentanil®. Nové opioidy jsou vnimény jako mozné
riziko vzhledem tomu, jaké riziko piedstavuji mezi klasickymi drogami. Drogova umrti
v Evropé jsou ze ti Gtvrtin zapficinéna pravé opioidy?®. Dalimi latkami, které jsou kvili
zpusobenym umrtim kontrolovany v EU, jsou 5-IT a 4,4‘-DMAR, ze stejného duvodu

zminéné jiz v kapitole 2.1.1.
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2.2 Superkriticka fluidni chromatografie

Analytickd chemie smétfuje sviij vyvoj k metodam rychlym, u¢innym, pouzitelnym
na Siroké spektrum vzorkli a nenaro¢nym na spotiebu toxickych rozpoustédel. Hranice
nékterych kombinaci téchto pozadavkl posouva v chromatografii k lepSimu technika, ktera
tézi z chovani latek nad kritickymi hodnotami teploty a tlaku. Vyznam ziskala pfedev§im
Vv analyze nepolarnich a chiralnich sloucenin a po prekonani nedostatkil, zabranujicich jejimu
Sir§Simu pfijeti, se k ni obraci pozornost. Superkriticka fluidni chromatografie (SFC) je
zalozena na jedineénych fyzikalnich vlastnostech mobilni faze, které ji poskytuji oproti
plynové a kapalinové chromatografii zvlaStni vyhody, a je pouzitelnd pro rostouci pocet
analytt.

Jednou z charakteristickych zmén v chovani latek pfi prekro€eni kritickych podminek
je zvySena rozpoustéci schopnost, jejiz pki¢inu popisuje teorie shlukovani®® (cluster theory).
V nadkritickém stavu vznikaji nestalé shluky, rychle ménici velikost a slozeni vlivem srazek.
Molekula je zachycena do shluku ve chvili, kdy je jeji okamzita kineticka energie niZsi
nez pritazlivd energie k sousednim casticim. Solut je takovym solventem obklopen, jestlize
jejich pfitahovani je energeticky vyhodnéj$i nez interakce molekul solventu mezi sebou.
Situaci v plynném, kapalném a nadkritickém stavu porovnava Obrazek 8. Rozpustnost solutu
v nadkritické tekuting roste s tlakem a postupné jsou solvatovany i polarnéjsi nebo vySevrouci
slouéeniny36. Zménou tlaku lze ovlivilovat selektivitu separace a fidit gradientovou eluci,
coz v plynové a kapalinové chromatografii neni mozné.

Druhym rysem nadkritického stavu jsou difuzni koeficienty, které ptfesahuji hodnoty
typické pro kapaliny a neptekraduji hodnoty plynt®’ (Tab. 1V). S difiznim koeficientem
se zvysuje optimalni linearni pritokova rychlost mobilni faze (U), a neméni se minimum
vyskového ekvivalentu teoretického patra (H). Znamena to, Ze pii zachovani stejné ucinnosti

roste
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Obrazek 8: Chovani molekul v riiznych skupenskych stavech (pievzato z Cit.>)

Tabulka 1V: Primérné fyzikalni vlastnosti plynd a kapalin pfi normalnich podminkach

a nadkritickych tekutin pti nadkritickych podminkéch (pfevzato z Cit.36)

Skupensky stav Hustota (g-cm ™) Diftzni koeficient (cm*s™) | Dynamicka viskozita (Pa-s)
Plyn 10 107" 107
Nadkritickd tekutina 310" 10° 107 a7 10™
Kapalina 1 10~ 1

rychlost analyzy od HPLC pies SFC ke GC. Z tohoto pohledu je SFC sice nejméné 100x
pomalejsi nez GC, ale az 10x% rychlejsi nez HPLC . Prab¢h zéavislosti H na u je na Obrazku 9.

Za treti, hodnota dynamické viskozity nadkritickych tekutin rovnéz lezi mezi
hodnotami pro plyny a kapaliny®’ (Tab. 1V). Dynamickd viskozita niZ§i ve srovnani
s kapalinami znamena vyhodu mensiho tlakového spadu na koloné, vyuzitelnou rtznymi
zpusoby. Na koloné dané délky je mozné pouzit niz$i tlak nez u HPLC, a to ipro vyssi u,
nebot’ tlakovy spad bude naptiklad pii 2,5nasobném prutoku Ctvrtinovy. Naopak pti daném
tlaku mtze byt kolona delsi nebo spojena s dalSimi kolonami, jako tomu bylo u separace
citronovych olejii na sérii 10 kolon za sebou®. Spojeni chirdlni a achiralni kolony zde navic
nevyzaduje odlisné mobilni faze a SFC dovoluje oddéleni dvou enantiomerti i matrice
v jednom kroku®.

Dale nadkritickd mobilni faze diky svym vlastnostem usnadiiuje ekvilibraci kolony
a separaci ve velkém métitku a nejcastéji pouzivand mobilni fize nezatézuje Zivotni prostiedi.
Pokud jde o ekvilibraci kolony, sta¢i mnozstvi eluentu, které odpovida jen trojnasobku az
pétinasobku jejiho objemu®. Mezi analyzami se pak podminky po gradientu tlaku, teploty
nebo sloZeni rychle navraci do pivodniho stavu. Ptizniva pro preparativni metodu je vysoka

ucinnost kolon. Metoda je navic pomérné jednoduse preveditelnd z vyvinutého analytického
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Obrazek 9: Zavislost vySkového ekvivalentu teoretického patra (H) na linearni pratokové
rychlosti mobilni faze (u) pro pyren analyzovany HPLC a SFC na koloné typu Cig (pfevzato
z cit.*)
postupu, protoze az pétkrat vetsi pratok a stejnd velikost ¢astic naplhové kolony nevedou
K potizim s tlakem*. Po skon&eni separace rozpoustédlo snadno piechazi do plynného stavu
a izolace produktu je proto rychla. Napiiklad v praci zamétené na vyvoj léCiva zkratili autofi
nahrazenim HPLC za SFC odstraiiovani solventu z ptivodnich 8 h na 1 h (cit.43). Namisto
organickych rozpoustédel, v preparativni HPLC spottebovavanych ve velkych objemech, je
mobilni fazi témét vyhradné CO,, Setrny k Zivotnimu prostiedi. Namitku, ze CO, pro SFC by
mohl ptispivat ke sklenikovému efektu, vyvraci tvrzeni o jeho pavodu®. Ziskava se jako
vedlejsi produkt procesti v chemickém primyslu nebo piirodnich procesu, jako je fermentace.
Okruh vzorkG zahrnuje oproti GC 1 tepelné nestalé a netékavé bez nutnosti
derivatizovat, a z tohoto pohledu je SFC bliz§i HPLC. Pti pouziti samotného nepolarniho CO,
ma blizko k chromatografii na normalnich fazich a je tak komplementarni k HPLC
na obracenych fazich (RP-HPLC). Ke klasickym analytim patii nepolarni az mirné polarni
organické slouceniny s relativni molekulovou hmotnosti do 10 000, rozpustné v methanolu
a mén¢ polarnich rozpoustédlech. ObtiZzné analyty se vyznaCovaly rozpustnosti ve vodé nebo
potfebou tlumivého roztoku®’. Situace se viak zménila s modifikatory, aditivy a vyvojem
kolon a v poslednich deseti letech mnozina vhodnych vzorkl zahrnuje i slouéeniny polarni
a iontové. Publikované prace se zabyvaji naptiklad hydrofilnimi peptidy®, slozenymi az
ze 40 aminokyselin, nebo polarnimi a iontovymi organickymi latkami z oblasti farmacie,
véetné zasad?’, pro SFC piavodn& problematickych. V jakém rozsahu se v oblasti farmacie

SFC vyrovna piivodné komplementarni RP-HPLC, ukézalo porovnani obou zpiisobl separace
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pro 2153 slougenin®®. Jedingm piipadem, kdy prvni metoda neuspéla, a druhd ano, byly
fosfaty, fosfonaty a bisfosfonaty. SFC se vyznamné uplatnila v analyze enantiomert, I€Civ,
fosilnich paliv a uhlovodikd, tukd a jinych nepolarnich biomolekul, povrchové aktivnich
latek, zem&d&lskych chemikalii, vybusnin a organokovii®.

Plynova, superkritickd a kapalinova chromatografie na sebe navazuji a prekryvaji se
nejen v oblastech uplatnéni. Kritickd teplota a tlak jsou pevné stanoveny, ale fyzikalni
veli¢iny jako viskozita a difizni koeficienty se méni pozvolna. Pfi urCitych zménach
podminek v pribéhu experimentu tedy metoda plynule piechazi mezi GC, SFC a LC.

V kontrastu s pfeceniovanim rozdili mezi nimi jejich provazanost zdiraziuje vyraz ,,jednotna

chromatografie* (unified chromatography)®’.

2.2.1 Instrumentace

V roce 1962 byly chromatograficky oddéleny tepelné nestdlé porfyriny za teploty
a tlaku ptesahujicich kritické hodnoty freonové mobilni faze, a timto byla poprvé uskute¢néna
superkriticka fluidni chromatograﬁe5o. Prvni komer¢ni ptistroj pro SFC byl k dostani v roce
1982 jako rozsiteni chromatografu pro HPLC a jeho soucasti byla napliova kolona. V roce
1986 se na trhu objevil dalsi komer¢ni pftistroj, tentokrat podobny vice GC a s kapilarni
kolonou. Jejich instrumentace je odlisna tak, ze zdména kolony za napliiovou v systému
pro kolonu kapilarni neni mozna*. Dnes mé po ruznych meznicich ve vyvoji (Tab. V)
pievahu v laboratofich 1 v nasledujicim textu usporadani podobné HPLC, od niz se odliSuje
piedevsim regulatorem zpétného tlaku. DalSimi sou¢astmi tohoto uspofadani (Obr. 10) jsou
zasobni lahev s CO,, chlazena pumpa pro CO,, zasobni lahev s modifikatorem a pumpa
pro modifikator. Nasleduji regulator vstupniho tlaku, davkovaci ventil, kolona v termostatu,
meric vystupniho tlaku a detektor. Soucasti, jejichz vybér ovliviiuje separaci, a detektory jsou
popsany blize.

Kolony, kapilarni a néplhové, se liSi v rozmérech, zpisobu gradientu a vybéru
detektoru. Kapilarni kolony ¢asto dosahuji 10 m, vnitini primér maji 50 az 100 pm, tedy
vyrazné mensi neZ prislusné vybaveni GC, a vice zesitovanou stacionarni fazi. Idealni vnitini
primér, dany difuznim koeficientem mobilni faze, je dokonce 10 um a je pro praxi pfili$
maly. Kompromis v tomto ohledu vede ke kompromisu v rychlosti a u¢innosti. Gradientova
eluce je zajiSténa zménou tlaku, cehoz se dosahuje fizenim pritoku. Jind feSeni jsou omezena

technikou, zejména pumpami a restriktorem, takze tlak a pritok na sobé nemohou byt
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Tabulka V: Dilezité kroky ve vyvoji superkritické fluidni chromatografie®*"

1958 myslenka pouziti superkritického skupenstvi v chromatografii

1962 chromatograficka analyza uskutecnéna se superkritickou mobilni fazi
1966  CO, jako mobilni faze

1968 nezavislost tlaku na pritoku

1969 pouziti modifikator mobilni faze

1970 programovani tlaku

1982 komercni pristroj s napliiovou kolonou

1985 vyuZziti k chirdInim separacim

1986 komercni pristroj s kapildrni kolonou

1988 pouziti aditiv k mobilni fazi

1988 analyza iontl pomoci iontové parového &inidla™

1992 komeréni pristroj s regulaci pratoku nezévislou na gradientu sloZeni a gradientu tlaku
2004 analyza polarnich sloucenin a organickych iontd pomoci aditiv*®
2010 ultrauc¢innd analyza na koloné s 1,8 um Easticemi®

Regulator
vstupniho tlaku

Oxid o Smésovac
uhli¢ity

Pumpa pro modifikator

L] " Modifikator

n4 Davkovaci ventil
Kolona
//
Méfic
vystupniho (=] b= Termostat
tlaku B;?
Regulator ?\ Pfipadny GC detektor
zpétného tlaku
i/
74
UV detektor

Obrazek 10: Schéma SFC v uspofadani s napliiovou kolonou a UV detektorem (pfevzato

z cit.?)
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nezavislé a nejsou optimalni oba v jednom okamziku. Technika také tézko dovoluje gradient
slozeni nebo neménny podil modifikatoru v mobilni fazi. Na jednu stranu to znamena
kompatibilitu s plamenové ionizaénim detektorem (FID), na druhou stranu je tim vylouc¢ena
analyza polarngjsich sloudenin, coZ bylo diivodem Gstupu kapilarni SEC¥*%"%253 Rozméry
napliiovych Kkolon byvaji 15 az 25 cm nebo vice, vnitini pramér 2 az 4,6 mm a velikost ¢astic
3 az 5 um. Kdostani jsou také kolony pro ultraa¢innou SFC. Vzhledem k parametrim
dnesnich pfistroju jsou pro né¢ vhodné rozméry 3,0x100 mm, jejich napln tvoii ¢astice mensi
nez 2 um. Vymyvani vzorku, ktery je vzhledem k velkému povrchu néplné zadrzovan 10x az
100x% vice nez v kapilarach, usnadniuje programované slozeni mobilni faze. Gradienty sloZeni,
tlaku a priitoku jsou na sobé nezavislé diky elektromechanickému regulatoru zpétného tlaku,
jehoZz hlavni funkci je stejné jako u restriktoru udrZzovani nadkritickych podminek.
Modifikatory a aditiva maji ruSivy vliv na detekci FID, zato spojeni s absorpcni
spektrofotometrii a hmotnostni spektrometrii je v tomto piipadé snaz§i nez v kapilarnim
systému37’42'54.

Stacionarni faze jsou pievzaty z HPLC nebo vyvinuty specialné pro SFC a nékteré se
ukazaly jako vSestranné. K pfevzatym sorbentim, které zohlediuji nizkou relativni
permitivitu Cistého CO, a jsou polarni, dlouho patii silikagel schemicky vazanym
kyanopropylem, aminopropylem, diolem nebo nemodifikovany silikagel. Nepolarni chemicky
vazané skupiny jako oktyl, dodecyl nebo oktadecyl mohou ve shodé s pokrokem v HPLC
obsahovat zabudovanou polarni funk¢ni skupinu (tzv. polar embedded group). Mohou byt
také upraveny pokrytim volnych silanolovych skupin, které zlstaly pro alkyla¢ni ¢inidlo
nepfistupné, méné rozmérnym &inidlem (tzv. end-capping)®. PrestoZze vybér ze sorbenti
urcenych ptivodné pro kapalinovy systém neni ni¢im omezen, snaha analyzovat polarni latky
bez aditiv vedla k novym stacionarnim fazim navrzenym pro potfeby SFC. Jednou z prvnich
byl vroce 2001 ethylpyridin na plné poréznim silikagelu, dal$i nabizené faze obsahuji
ve struktufe amid, sulfonamid nebo moc¢ovinu a jiné>® (Obr. 11). Podle vyrobct neni aditivum
potieba napiiklad na ethylpyridinové koloné k separaci aminli a na aminofenylové koloné
k separaci amin@i, alkoholi nebo kyselin®. Mezi vybranymi staciondrnimi fizemi
posuzovanymi z hlediska vSestrannosti nejlepsi vysledky poskytly dvé, a to zesitovana
diolova, vyvinuta pro HILIC, a ethylpyridinova®. Aspofi jedna z nich umoznila dobré
rozliSeni pro 98 % vzorkd pochazejicich z farmaceutickych vyzkumnych laboratofi

a vhodnych pro SFC. V jiné studii se z ethylpyridinové faze a faze typu bridged ethylene
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Obrazek 11: Né¢které modifikace silikagelovych stacionarnich fazi v SFC: a) pievzaté
56
)

z HPLC, b) vyvinuté specialné pro SFC (pievzato z Cit.
hybrid eluovalo 100 % a 90 % slouc¢enin, kdy z celkového poctu 92 1éCiv pievazovaly
zésadité nad neutralnimi a kyselymi®’. V pravd&podobn& nejrozsahlejsi praci se sorbent
s kyanoskupinou ukazal jako univerzalni pro slouceniny z oblasti farmacie, zahrnujici pfes
2000 raznych struktur®®,

Stacionarni faze podléhajici neddvnému trendu jsou navazadny na Castice mensi
nez 2 um, jejichz maly primér ale diky vlastnostem superkritické mobilni faze neznamena
vyznamn& zvyiené naroky na piistroj>’. Pro zvlasté nizky pritok nemusi byt instrumentace
na rozdil od UHPLC uzplisobena, protoze optimalni priitokova rychlost je vyssi. Tlak, ktery
musi superkriticky chromatograf zajistit, neptfesahuje limity HPLC a dosahoval napiiklad 40
MPa pii vystupnim tlaku 15 MPa a pritoku 2 ml'min *. Tlakovy spad odpovidal nejvyse
25 MPa, zatimco u UHPLC to mtze byt 100 MPa pti pratoku poloviénim. S niz§im tlakovym
spadem nasledné souvisi niz§i nezadouci gradient teploty, ktery by byl zptisoben tfenim. Nizsi
gradient teploty ptedchazi situaci publikované pro UHPLC, kdy na vstupu a vystupu 5cm
kolony byl pii tlakové ztraté 82 MPa naméfen rozdil teplot 13 °C (cit.”®).

Mobilni fazi tvoifi oxid uhli¢ity, ¢asto doplnény o polarni organické rozpoustédlo
a pfipadné o aditivum. Jako superkriticky eluent je jednoznaéné nejpiihodnéjsi, svou nizkou
polaritou pieduréuje okruh analytli a jen vyjimky potvrzuji pravidlo o jeho dostacujici
netecnosti. V jeho prospéch rozhodly nizké kritické hodnoty teploty (31°C) a tlaku
(7,38 MPa), inertnost a piiznivy pomér &istoty a ceny®. Neni toxicky a nezatézuje Zivotni
prostiedi. Solvataéni schopnosti se &isty CO; podoba hexanu®, ale se zvysujici se hustotou
se okruh rozpousténych latek posouvd k polarnéjsim. Méa nulovy dipolovy, ale vyznamny
kvadrupdlovy moment a miiZe se chovat jako slaba lewisovska kyselina nebo zasada®™.

Nezadoucim zplsobem kyselost CO, pfispéla napiiklad pfi separaci 1é¢iv se sulfoxidovou
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skupinou k jejich degradaci®®. S methanolem, ktery se velmi &asto piidava jako modifikator
pro zvyseni polarity, dochazi ke vzniku methylesteru kyseliny uhli¢ité a posunu pH mobilni
faze k hodnoté 5. Tato reakce muze mit ale i zadouci ucinek, napiiklad pokud vzorek
obsahuje aminoskupiny, které by mohly s ¢istym CO; zreagovat. Za ptitomnosti methanolu
probiha reakce CO, a methanolu piednostné a aminoskupiny jsou tak ochranény. Reaktivita
CO; se tykd 1 aditiv, kdy =zabrafuje nepiiznivym uc¢inkiim hydroxidu amonného
na silikagelovou kolonu®.

Aditiva rozsitila aplikace SFC o separace fady polarnich slouc¢enin. Dtuvodem

vvvvvv

silného chvostovani, typickych u vicesytnych kyselin a priméarnich alifatickych amint®’.

Vyrazné zlepSeni diky pouziti aditiv vystihuje analyza vybranych zasad, kterych se
bez upravy eluovalo jen 29 %, ale s vhodn& zvolenym aditivem 90 % (cit.*’). U¢inné aditivum
obsahuje obdobnou funkéni skupinu jako analyt a je polarnéjsi — kyseliny se nejlépe vymyji
s kyselinou trifluoroctovou, aminy s isopropylaminem®’. Kromé nich se ptidavaji kyselina
mravenc¢i a octova, hydroxid amonny, dimethyl- a trimethylamin a ze soli mravencan, octan
a uhli¢itan amonny a jiné, vSechny typicky o0 nizké koncentraci*®. Separaci zlepSuji riznymi
zpusoby od iontového parovani a potlaCeni disociace analytu pies zménu polarity
a rozpoustéci schopnosti mobilni faze k pokryti aktivnich mist a zménu polarity staciondrni
faze™.

Rozpoustéci schopnost mobilni faze lze plynule ménit gradientem hustoty nebo
slozeni. Hustota ma zasadni vliv v Cistém CO; nebo za pfitomnosti n€kolika procent
modifikatoru. Cim je vys$§i, tim je intenzivnéjsi interakce analytu s mobilni fazi, lepsi
rozpustnost a nizsi retence. Retence zavisi na hustoté exponencialn¢ a posunuje se az o tfi
fady. Prubéh hustoty se voli linearni s asem a prakticky se provadi zménou tlaku, ptipadné
teploty®®. P gradientu sloZeni roste podil modifikdtoru od jednotek po desitky procent
a s nim 1 kriticky tlak a teplota (Obr. 12). Pfistrojové parametry nemusi vzdy zaru€it udrzeni
mobilni faze v superkritickém stavu, nasledkem toho se hustota pfili§ neméni a o retenci
rozhoduje slozeni®™. Zustava vSak zachovana vyhoda viskozity, difuznich koeficientd
a zvySené rozpoustéci schopnosti, ke které ptispiva 1 modifikator. Molekuly modifikatoru se
shlukuji pfednostné kolem polarniho solutu, takZe naptiklad 2 % methanolu maji vliv

predpokladany pro 10 % a rozpoustéci schopnost stoupa nelinearns®’. Uginek strmé roste
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ptinizkych koncentracich, kdy probiha soutézeni s analytem o aktivni mista stacionarni faze;

dalsi pridavky zvy3uji polaritu a hustotu mobilni faze, ale jejich Gginek neni tak patrny™.
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Obrazek 12: Zavislost kritického tlaku (vlevo) a kritické teploty (vpravo) na rostoucim
ptidavku modifikatoru k superkritické mobilni fazi. Ohrani¢en je gradient od 5 % do 30 %
modifikéatoru (pievzato z cit.*)

Do detektoru mtze mobilni faze prichdzet v superkritickém stavu, po pievedeni
naplyn nebo po zkapalnéni, a diky tomu ma SFC nejSirS$i moZnosti detekce
Z chromatografickych technik. Plynové chromatografii se vyrovna zacClenénim FID, ktery se
stal téméf samoziejmou soucasti kapilarniho uspoiadani a ktery je kompatibilni s COy,
ne vsak s modifikatory a aditivy. Uplatnéni maji termoionizacni, plamenové fotometricky
detektor a detektor elektronového zachytu. Zarovein SFC neni ochuzena o spojeni s UV/Vis
spektrometrii, typické v ptipad€ népliovych kolon; podminkou je pritokova cela odolna viici
vysokému tlaku. Spole¢nym s HPLC je také detektor rozptylu svétla po odpafeni mobilni faze
(evaporative light scattering detector), pro ktery znamena vyhodu snadné odpafovani eluentu
a podil CO; na zmlZovani. K dalSim analytickym koncovkam zatazovanym za SFC patii
spektrometr pro infracervenou oblast zafeni, kde ale poskytuje signal i mobilni faze, pokud

CO; neni nahrazen xenonem. Vyznamné je spojeni s hmotnostni spektrometrii. *"**%
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2.2.2 Superkriticka fluidni chromatografie v analyze drog

Pouziti superkritick¢é fluidni chromatografie v analyze drog je spjaté s jejim
historickym vyvojem. Po nastupu SFC kolem roku 1984 se rozmach tykal pifedev§im
instrumentace s kapilarni kolonou a plamenové ionizaénim detektorem. Toto usporadani
vysttidaly na zacatku 90. let kolony naplnové ve spojeni s UV detektorem nebo hmotnostnim
spektrometrem*?.

Dostupné odborné prace, které zahrnuji SFC s kapilarni kolonou a FID, popisuji
analyzu metabolit kanabinoidii, alkaloidti z koky a opiatd. Metabolity kanabinoidd byly
rozdéleny za programované hustoty mobilni faze a byla ovéfena vhodnost tohoto postupu
pro vzorky z praxe64. Stejné pftistrojové vybaveni bylo pouzito i pro kokain®. Pro izomery
dalSich alkaloidi z koky se na nékolika typech kapilarnich kolon metoda SFC-FID ukézala
jako nepraktickd - za danych podminek byly 1 pfes gradient hustoty CO;, separovany pouze
castecné a az po 70 min (cit.65). Uspé&sng separovany a detekovany byly opity, jmenovité
heroin a acetylkodein, a slouceniny pouzivané k jejich fedeni®®.

Casté spojeni napliiové kolony s UV detektorem je zdokumentovano i pro opiaty,
amfetaminy a mnozstvi zdsad. Pro morfin, kodein, thebain, noskapin a papaverin umoznilo
toto spojeni za pouziti modifikatorti zkratit dobu analyzy na polovinu ve srovnani s HPLC.
Mobilni faze byla z 15-20 % tvofena smési methanolu, triethylaminu a vody. Pro dvé drogy
(noskapin a papaverin) bylo obtizné dosahnout uplného rozliseni, ze dvou testovanych kolon
bylo nasilikagelové  stacionarni fazi jen Castetné a na silikagelové stacionarni fazi
S navazanym aminopropylem jej nebylo dosazeno vibec®. V jiné studii autoii upravili
polaritu mobilni faze 12 % methanolu a 1% vody za ucelem eluce heroinu, acetylmorfinu
a acetylkodeinu®®.

Podle dalsi prace byly amfetamin, metamfetamin a efedrin po pfedchozi derivatizaci
analyzovany natfech typech kolon vzdy za dobu kratsi nez 6 min. Po reakci
s 9-fluorenylmethylchlorformiatem byly separovany na silikagelu a silikagelu s navazanym
oktadecylem nebo aminopropylem, mobilni faze byla obohacena o 7 % methanolu
a 5 % isopropylalkoholu. Podle autorii by se bez derivatizace amfetaminy vzhledem ke své
polarité silné sorbovaly na stacionarni fazi a pravdépodobné by reagovaly s CO; za vzniku
karbamatt. Tento krok navic vSak zpusobil, Ze SFC-UV neposkytla vyrazné vyhody oproti
zavedené GC-MS metod&®. Amfetamin, metamfetamin a jejich 3,4-methylendioxyderivaty

byly analyzovany také po reakci s fenylisothiokyanatem na dvou typech kolon, které bylo
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pro rozliseni alesponn vétSiny sloucenin nutné spojit. Jako stacionarni faze autofi zvolili
silikagel a polystyrendivinylbenzen. Tento experiment byl proveden po zavedeni komeréné
dostupnych regulatort tlaku, dovolujicich ménit tlak, pritok a slozeni mobilni faze nezavisle
na sobé. Mnozstvi modifikdtoru v mobilni fazi se tedy mohlo ménit a obsah methanolu
s nepatrnym piidavkem diethylaminu se pohyboval v rozmezi od 1 % do 12 %. V otazkach
uprav vzorku, doby potfebné pro analyzu a hodnot rozliseni SFC nepickonala paralelné
zkoumané metody HPLC-DAD, GC-FID a CE-UV, poskytla vsak nizsi mez detekce®.
Pozdé€ji byly obtize v analyze polarnich a organickych iontovych latek vyfeSeny jinak nez
derivatizaci, a to vyuzitim amonnych soli jako modifikéatora*®.

V neddvné¢ dob& byl dile zkoumdn trvajici problém asymetrie pikli zésad, silné
rostouci zhruba od pH 6, a byly popsany nejpfiznivéjSi podminky pro separaci.
Po ptfedbézném experimentalnim ohodnoceni sedmi kolon byly uréeny dva nejvhodnéjsi typy,
kterymi nasledné proslo 92 slou€enin véetné amfetaminu, kokainu, heroinu a dalSich drog.
Uzsi okruh analytt byl vybran pro dvé obdobné kolony s ¢asticemi napIn€¢ mensimi nez 2 pm.
Na prvnim typu stacionarni faze, silikagelové s navazanym 2-ethylpyridinem, bylo
separovano az 98 % sloucenin pii optimalni linearni rychlosti 4x vyssi nez u HPLC. Gradient
se pohyboval mezi 5 % az 40 % methanolu v CO; bez dalsiho modifikatoru. Pfedpoklada se,
ze 2-ethylpyridin omezuje interakci s volnymi silanolovymi skupinami sterickym stinénim
a zastava tak funkci bazické ptisady. Chovani kolon zaviselo na druhu silikagelu, hustoté
ligandi, pK silanolovych skupin, vazebnych procesech a pokryti silanolovych skupin
(end-cappingu). Na druhém typu stacionarni faze, hybridni silikagelové, byly zachovany
stejné podminky dopIlnéné o hydroxid amonny s vysledkem 90 % uspokojivé eluovanych
slou¢enin. Oba postupy byly zopakovany na kolonach s ¢asticemi mensimi nez 2 pm
a pro slouceniny s pK az 7 se mezi nimi neprojevil zadny rozdil. Nejsilnéjsi, a tedy
nejproblémovéjsi zkoumané zésady s pK 8 az 9 vykazovaly na ethylpyridinové fazi ptiliSnou
asymetrii, zato hybridni silikagel za ptitomnosti modifikatoru prokazal pouzitelnost i v téchto
podminkach®’.

Kombinaci SFC a hmotnostné spektrometrické detekce se zabyva samostatny oddil

prace.
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2.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analyticka metoda, kterda je schopnd vyuzit stopové
mnozstvi analytu a odhalit jeho strukturu. Jeji zacatky se vztahuji ke hledani izotopt
a dilezitym hmotnostné spektrometrickym experimentem bylo v roce 1913 odd&leni *Ne
a *Ne po jejich prevedeni do nabitého stavu’. Principem tehdejsiho pokusu i dnesni metody
je rozdéleni ionti ptisobenim elektrického a/nebo magnetického pole podle poméru hmotnosti
a naboje (m/z). Od té doby bylo odborniky dvakrat vysloveno piesvédéeni, ze vy€erpala své
moznosti. Rozvoj instrumentace presto hmotnostni spektrometrii dovedl k soucasnému
Sirokému uplatnéni, stale pokracuje a od n¢kolika vyvojovych sméri se ocekavaji vyznamné
pokroky™.

Zakladni soucasti hmotnostniho spektrometru piedstavuji vstup vzorku, iontovy zdroj,
hmotnostni analyzator a detektor (oba ve vakuu) a pocita¢ pro zpracovani dat. lontové zdroje
pracuji za sniZeného nebo atmosférického tlaku a obecné je lze roztfidit na elektronove,
sprejové, chemické a desorp¢ni. Jde napiiklad o ionizaci elektronem, fotoionizaci,
elektrosprej, chemickou ionizaci, desorpéni ionizaci za ptitomnosti matrice (MALDI),
desorp¢ni elektrosprej a mnoho dalSich. Hmotnostni analyzatory lze rozdélit na priletové
a na iontové pasti. Jmenovité¢ jsou to analyzator doby letu (TOF), magneticky sektorovy,
iontova past, kvadrupdlovy hmotnostni filtr, orbitrap, iontovy cyklotron (ICR) a jiné71‘72. Fakt,
ze nejde o bezvyznamné polozky ve vyctu soucasti pristroje, zduraziiuji kromé praxe také
Nobelovy ceny udélené za vyvoj elektrospreje, MALDI a iontové pasti’.

V praxi hmotnostni spektrometrie pronikla do mnoha odvétvi a presahla hranice
analytické chemie. Slouzi k ovéfeni kvality potravin, zeméd¢lskych produkti a piredméti
denni potieby vcetn¢ détského zbozi. Pouzivd se ve farmacii pfi hledani novych I¢€ka,
v lékafstvi k diagnostice nadorovych onemocnéni a metabolickych poruch, v toxikologii
a pti antidopingové kontrole. Kriminalisté s jeji pomoci identifikuji drogy a vybus$niny a je
soucasti vybavy vesmirnych sond. Pouziva se v geologii a Kuréeni stafi historickych
predméta’*.

Ocekavani do budoucna se vztahuje k miniaturizaci, rozvoji instrumentace a nékterym
technikdm. Pfenosné spektrometry, u kterych se uvazuje az o integraci iontové optiky do €ipd,
by mohly odhalovat naptiklad chemické nebo biologické zbrané piimo v terénu. Vyhodu
rychlé analyzy vzorku bez pfedchoziho zpracovani pomérné nedavno piinesly ambientni

iontové zdroje, pracujici za atmosférického tlaku a teploty. Kromé toho se rozsifily nové
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fragmentacni techniky a zlepSuji se analyzatory s vysokou rozliSovaci schopnosti.
Hmotnostné spektrometrické zobrazovani poskytuje informace o chemickém sloZeni povrchu,
ale bude pro néj podstatné zdokonaleni povrchového rozliSeni. Spektrometrie iontové
pohyblivosti odliSuje napiiklad konformace proteinl, nebot’ rozd€luje ionty podle uc¢inného
kolizniho prifezu, a tedy podle velikosti, tvaru a naboje’?. Prakticky dnes pokrok znamena
napiiklad jednoduché a velmi rychlé stanoveni kokainu z jednoho vlasu a dikaz o pribéhu
jeho uzivani podle rozlozeni koncentrace od kofinku ke konegku”. Dale mize byt usvéd&en
pachatel znasilnéni diky hmotnostné spektrometrickému zobrazeni lubrikantu z prezervativu
na otiscich prstéi, a to po jejich sejmuti jesté n&kolik tydnd po &inu’®. Dopady rozvoje
hmotnostni spektrometrie se postupné promitnou do rutinni analyzy drog a posunou o krok

dal jeji soucasny stav.

2.3.1 Instrumentace hmotnostni spektrometrie v analyze drog

Ve vétsiné forenznich a klinickych laboratofi jsou Vsoucasné dobé zavedenymi
metodami pro analyzu neznamé drogy HPLC s detektorem s diodovym polem a GC-MS
(cit.”). Hmotnostni spektrometrie se zde v poslednich letech pouziva také po separaci HPLC
a vV mens$i mife se zaCina prosazovat kombinace s kapilarni elektroforézou®. Co se tyka SFC,
oziveni zajmu o ni nastalo pomérné nedavno a piehledové ¢lanky ji jako klasickou vybavu
laboratoii neuvadé¢ji. Kazdé z pouzivanych technik ptedchazeji apravy vzorku, jsou pro né
vhodné rizné zptisoby ionizace a analyzatory a maji silné i slabé stranky.

Postaveni GC-MS V analyze drog mezi lety 2002 az 2011 popisuji vybrané odborné
prace, shrnuté v nékolika prehledovych &lancich™ "8, Upravy vzorku pied vlastni analyzou
podle nich zahrnuji extrakci z kapaliny do kapaliny (LLE) nebo extrakci pevnou fazi (SPE),
odstranéni proteinii nebo filtraci. Pro GC-MS je navic specificka derivatizace (methylace,
acetylace, trimethylsilylace, trifluoracetylace) nebo v ptipadé metabolitt Stépeni konjugatt
druhé faze metabolismu. Ze zplsobl pievedeni vzorku do nabitého stavu je v uvedenych
pracich nejvice zastoupena ionizace elektronem. Pro dosazeni nizké meze detekce a vysoké
citlivosti a selektivity poskytuje vyhodu chemicka ionizace, at’ uz pozitivni nebo negativni.
V hmotnostnim spektru je pak ale pfitomno malé mnoZstvi charakteristickych fragmentd,
a tyto zpusoby ionizace tak nemusi byt naptiklad pro forenzni ucely dostacujici. Z analyzatort
jednoznaéné pievlada jednoduchy kvadrupolovy. Slabou strankou GC-MS jsou omezeni

pro analyzu polarnich, tepelné nestalych a malo tékavych analytu.
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Informace z vybranych studii zaméfenych na analyzu drog pomoci LC-MS a vedenych

218,75,77-79 f1xo oo
nkt . Uvadéné zptsoby

mezi lety 2002 az 2011 porovnava nékolik piehledovych ¢la
zpracovani vzorku se shoduji s ipravami pied GC-MS. Vyjimku tvofi derivatizace a $tépeni
konjugatt, které v tomto pripadé nejsou nutné, presto v§ak mohou byt uzite¢né. Derivatizace
mize pomoci objasnit nebo prokazat strukturu nebo zvySit G¢innost ionizace, Stépenim
konjugatli se mize zlepsit stanoveni metabolitli prvni faze. Vzorky jsou v danych studiich
nejcasteji ionizovany elektrosprejem (ESI) v kladném médu, v mensi mife se objevuje vyuziti
chemické ionizace za atmosférického tlaku. K vyhodnoceni poméru m/z je s pievahou
pouzivan trojity kvadrupolovy analyzator (QQQ). Nasleduji iontova past (IT), jednoduchy
kvadrupolovy analyzator (Q), hybridni spojeni trojitého kvadrupo6lu a linedrni iontové pasti
(QQQ/LIT) a pruletovy analyzator (TOF). LC-MS ve srovnani s GC-MS umoziuje niz§i mez
detekce a analyzu hydrofilnich, termolabilnich a mén¢ tékavych slouc¢enin. Nevyhodou je
neporovnatelnost spekter ziskanych na raznych typech ptistrojii a matricové efekty, zvlasté
vyrazné u vzorki slin, zfedéné moc¢i a komplexnich matric, jako je mozkova tkan. Zkoumani
matricovych efektl se proto stalo zakladni soucasti validace metod LC-MS.

Kombinace kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii je mén¢ zastoupena jak
ve forenznich laboratofich, tak v poctu odbornych publikaci76. Vlastni elektroforéze opét
muze predchazet LLE nebo SPE. Jako iontovy zdroj prevlada elektrosprej, ackoliv vysoké
citlivosti také dosahla ionizace elektronem za atmosférického tlaku. Z analyzatort jsou
uvadény IT, Q a TOF. Metoda CE-MS dosahuje velmi nizkych mezi detekce a predpoklada se

proto, ze poroste jeji vyznam naptiklad pro analyzu drog ve vlasech.
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2.3.2 Hmotnostni spektrometrie v analyze novych psychoaktivnich latek

Nové drogy znamenaji pro védu nové vyzvy a podnécuji vyvoj novych analytickych
postupt. Klasickym screeningem na drogy nejsou detekovany, ani po odhaleni o nich neni
mnoho znamo, zato jejich pocet je vysoky a analyzu ztézuji nékteré okolnosti. Nové latky
zachyti jeding testy rozSifené nebo necilené, protoze klasické testy jsou zaméfeny na urcité
slougeniny. Toxikologickym laboratofim chybi spektra™®, standardy jsou komeréné dostupné
obvykle az po 6 az 24 mésicich?® a diive piipadné nezbyva, nez je ptipravit ze zbozi z ,,head
shopii ®. Tento nedostatek ale neni nepiekonatelny a jednotlivé nové drogy nepredstavuji
z hlediska analyzy vétsi obtize nez drogy klasické. OfiSkem je screening pfi jejich mnozstvi
a chemické rozmanitosti a rychla obména, kdy mtize byt dostupnost produktu na trhu kratsi
nez priprava komeréniho standardu®’. Ztizenim identifikace nékterych fenylethylamind
a fentanyli je, Ze se prodavaji ve form& cyklodextrinovych komplext'’. Samotny dikaz
ptitomnosti v biologickém vzorku navic nemusi dokazovat rekreacni uZiti - napiiklad PMMA
a PMA jsou metabolity 1€ku proti kiecim a mCPP je hlavnim metabolitem antidepresivasz.
Pro nové psychoaktivni latky, které byly uspésné identifikovany, se objevuji studie zaméefené
na jednotlivé slouc¢eniny, na skupiny sloucenin i studie se Sirokym zabérem.

Vyzkumy individualnich drog odrazeji nabidku a zabyvaji se hlavné kanabinoidy,
katinony a fenylethylaminy a Gasto i jejich metabolity*®®!. Zejména kanabinoidy jsou v t&le
rychle pfeménény, takze ptivodni slouCenina neni vzdy vyuzitelna k analyze a identifikace
metaboliti uz byla publikovana nejméné pro deset z nich®. Ve shrnuti odbornych praci lze
vysledovat, ze kanabinoidy jsou separovany nejcastéji kapalinovou chromatografii a katinony
a fenylethylaminy chromatografii plynovou. Kapalinové chromatografii ptredchazi LLE, SPE
nebo jen ziedéni, nasleduje ji ionizace elektrosprejem v kladném modu a detekce pomoci
QQQ nebo QQQ/LIT. Nejnizs§i uvedend mez stanoveni dosahla angnﬂ? Plynova
chromatografie vyzaduje LLE, SPE nebo derivatizaci, vzorek je ionizovan elektronem nebo
pozitivni chemickou ionizaci a detekovan v jednoduchém kvadrupdlovém analyzatoru.
kanabinoidu a katinonu ukazuje Obrazek 13.

Ptedstavu o moZnostech analyzy dvaceti a vice slouc¢enin najednou vykresluji vybrané
publikace z odbornych ¢asopisti, zahrnujici urcitou skupinu nebo prufez skupinami novych
psychoaktivnich latek. VSechny jsou zaloZzeny na HPLC nebo ultrai¢inné kapalinové

chromatografii (UHPLC), ionizaci ESI v kladném médu, detekci QQQ a u vSech je
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a) Fragmenty syntetického kanabinoidu WIN 48,098 ziskané na QTOFu pfi kolizni energii 20
az 40 eV (pievzato z cit.*). b) Fragmenty syntetického katinonu ethylonu ziskané po ionizaci

elektronem pii 70 eV (pievzato z cit.®).

samoziejmosti validace. Celkem 27 kanabinoidi bylo kvantifikovano v krvi®® s mezi
stanoveni 0,5 ng'ml ' a bez uréeni meze detekce. Vzhledem k typu vzorku byla nejprve
provedena extrakce, centrifugace, odpafeni do sucha a rozpusténi v methanolu, separace
na reverzni fazi trvala 28 min. Pro 20 katinond v krvi®’ ur¢ili stejni autoii mez stanoveni
na 10 ng'ml*. Rychlejsi byla kvantifikace celkem 26 katinontl, fenylethylamini, piperazint
a tryptamini v séru’® po 10 min separace s vysledky pro mez stanoveni mezi 1 az 10 ng-ml ™
a s mezi detekce blizkou 0,1 ng-ml ™. Pokud jsou matrici sliny, jako tomu bylo pfi identifikaci
24 kanabinoidl, fenylethylaminti a katinonti®, neni tfeba vzorek zpracovavat jinak nez
fedénim. Mez detekce je ale vyssi, zde konkrétng mezi 1 az 20 ng'ml*. Casové velmi
nendroéna je metoda kvantifikace 26 rtiznych novych drog v mo&i®, kdy jsou omezeny
upravy vzorku pouze na ziedéni a separace na koloné na 4 min. Tento postup byl navrzen
pro Siroky rozsah polarity analytdi, aby bylo v budoucnosti mozné bez velkych zmén
podminek zaclenit dal$i nové drogy. Mez stanoveni i mez detekce se shodné pohybuji mezi
0,5a50 ng-ml ", Ackoliv viechny tyto prace pouzivaji jako detektor QQQ, feSenim pro
screening je také MS s vysokou rozliSovaci schopnosti.

Soucasné hmotnostni spektrometry s vysokou rozliSovaci schopnosti (HRMS)

a vysokou ptesnosti uréeni m/z dovoluji rozsahly cileny i necileny screening a slouceni
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identifikace a stanoveni do jednoho kroku. Celkem 277 novych nebo nejrozsifenéjsich drog,
jako jsou tetrahydrokanabinol, kokain a amfetamin, zahrnuje validovana kvalitativni metoda
pro vzorky moc&i®. Nejprve se provadi v nékolika krocich uprava, a to enzymaticka
hydrolyza, extrakce, odpafeni rozpoustédla a pievedeni do roztoku, pak probiha 22minutova
separace UHPLC s obracenymi fdzemi. lonizace elektrosprejem a hybridni spektrometr, ktery
spojuje kvadrupdlovy a priletovy analyzator (QTOF), vedou k vysledkim s rozliSovaci
stanovené predpoklady pro spolehlivou identifikaci (cut-off), se pro katinony pohybuje
v rozmezi 0,7 az 15 ng-ml™". Pro kanabinoidy se rizni od 0,2 do 60 ng-ml™* a hodnoty nizsi
nez 1 ng-ml' dosahuje pro polovinu z nich. Ani roziifeni poétu analyti na 277 viak
nezaruCuje odhaleni novych psychoaktivnich latek, pokud na né¢ metoda neni predem
zaméfena.

Necileny screening pro nové drogy odvozené ze znamé struktury je v takzvaném mass
defect filtering inspirovany analyzou metaboliti a jeho tuspéSnost zvySuje hledani
prekurzorového iontu®®. Derivatizace podstatné méni monoizotopickou hmotnost oproti
puvodni sloucening, ale hodnota za desetinnou carkou (mass defect) zustava podobna.
Napriklad celoCiselnd molekulova hmotnost mnoha kanabinoidi analogickych k JWH-018 se
pohybuje mezi 321 az 435 Da, ale neceloCiselna ¢ast je pro vétSinu z nich v rozpéti
0d 0,13 do 0,23 Da. Mass defect filtering pak ze vSech naméfenych dat ponechava
k vyhodnoceni jen ta, ktera v neceloCiselné casti spadaji do ur€itého intervalu. Zjednoduseni
souboru dat znamend také sniZzeni Sumu a interferenci. Hledané slouceniny, které se vymykaji
stanovenému intervalu, ale s vychozi slouc¢eninou jsou timto zptisobem podobné alespon
ve fragmentech, nejsou opomenuty diky hledani prekurzorového iontu. Spektra pro kazdé m/z
byla ziskdna na QTOFu pfi nizké a vysoké kolizni energii téméi najednou a k fragmentiim
byly prekurzorové ionty pfitazeny zpétné podle retencniho ¢asu. Popsany screening vede
k identifikaci analytli, ale k potvrzeni je stale nutny standard. Autofi v rostlinném zbozi
identifikovali syntetické kanabinoidy a u vybranych provedli s pomoci standardt i stanoveni.

Slouceni identifikace a stanoveni do jednoho kroku je jedna z vyhod, které mulize
poskytnout HRMS s uréitymi parametry, a to bez snizeni narokd na vysledky®. Stanoveni
vyZaduje pfistroj s rozliSovaci schopnosti vétsi nez 30 000, linedrnim dynamickym rozsahem
tii fadh, rychlosti ziskdvani dat nejméné¢ 5 Hz a tandemovym uspofddanim. Porovnani

pro 25 potencialné biologicky U€innych sloucenin ukédzalo, Ze mez detekce a linearni
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dynamicky rozsah byly u QTOF stejné nebo lepsi nez u QQQ. Pro analyzu novych
psychoaktivnich latek je HRMS idealnim feSenim vzhledem Kk prométeni spekter v plném
rozsahu m/z a automatické fragmentaci intenzivnich iontl, tedy vSestrannosti a zaroven
specifité®. Forenzni a toxikologické laboratofe si viak kvili vysoké cend takovou

instrumentaci ¢asto nemohou dovolit, na rozdil od rozsifenéjsiho QQQ.%
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2.4 Spojeni superkritické fluidni chromatografie a hmotnostni

spektrometrie

Rychlost superkritické fluidni chromatografie dopliiuje hmotnostni spektrometrie
o citlivost a selektivitu. Jak se zda, odhad autord ucebnice Encyclopedia of Separation

Science z roku 2000, Ze pro rozvoj SFC-MS chybi dostatek podnétii™

, neplati predevSim
ve farmacii. Pfednosti obou technik jsou zddané napiiklad pti vyrobé léciv, kdy je jimani
pozadované slouceniny ze separované reakéni smési automaticky fizeno podle intenzity
signalu vybraného iontu®®. Tato aplikace se rychle rozmaha a zdokonaluje. RlUznymi
vylepSenimi aZ k souCasnému stavu prosla ale také instrumentace SFC-MS obecné a jeji
uplatnéni neni omezeno jen na farmacii.

Jedno z moznych provedeni zafazuje za kolonu nejprve UV detektor, za néj pumpu
s pomocnou kapalinou a nakonec rozvétveni k regulatoru zpétného tlaku a MS (Obr. 14).
Spojeni SFC a MS je ve srovnani s HPLC-MS diky povaze CO; snazsi, co se tyka odpareni
mobilni fdze, a CO navic napomahd zmlZovani. Na druhou stranu mize mobilni fdze v misté
pied vstupem do MS, kde neni pod ptfimym vlivem regulatoru zpétného tlaku, ztracet hustotu,
elucni silu a ucinnost separace. Tento jev zmiriiuje pomocna kapalina (make-up fluid), ktera je
také dalSim zdrojem protonti v iontovém zdroji a zvysuje podil nabitych ¢astic vzorku®,

Uspé$né spojeni s iontovymi zdroji pracujicimi za atmosférického tlaku, uskute¢néné
v 90. letech, mé podil na rozsifeni SFC-MS (cit.®). APCI zde prokézala spolehlivost
pro velky rozsah slougenin®®, ESI je robustni 1 pfi podminkéch, které pro danou analyzu
nejsou optimélnigg. Castym analyzatorem je jednoduchy kvadrupdl, pro analyzu latek
ve smésich projevuje dobrou citlivost a linearitu QQQ. Pro urceni struktury nové latky
se pouziva Q-TOF, ipiivelmi rychlych separacich poskytuje vysoké rozliSeni TOF

60,94,95

a uskuteénéno bylo i Spojeni s orbitrapem . Hmotnostn¢ spektrometricka detekce ma vliv

na vybér aditiva, nebot’ napiiklad alkylaminy mohou potla¢ovat ionizaci, kontaminuji

BPR.
W——tb— [/l : (IR Ms

Obrazek 14: Schéma uspoiadani SFC-MS za kolonou (BPR — regulator zpétného tlaku)

(pievzato z cit.*®)
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iontovy zdroj a ve spektru tvoii adukty. Vhodnou volbou jsou aditiva jako CH3COONHq,
HCOONH, a (NH4)2COs.

SFC-MS obstala v analyzach Sirokého rozpéti vzorkt a zasahuje do riznych oblasti.
Dva nejrozséhlejsi projekty zahrnovaly 2153 sloucenin z oblasti farmacie*® a neuréeny podet
struktur, které bylo potfeba analyzovat ve farmaceutickych vyzkumnych laboratofich za 18
mésict®®. Jiné publikované prace se tykaji uhlovodiki, polymeri, organokovi®, pesticida®,

ale i lipida®, karotenoidd®, polarnich peptidi*® a hydrofobnich proteind®. Desetiminutova

analyza 15 metabolitl estrogenﬁ99 vyniké zvlasté pii srovnani se separaci HPLC-MS, ktera je
delsi o 60 min. Pro analyzu drog je k dispozici jen n¢kolik malo ptikladu.

Vyuziti SFC-MS v analyze drog dokladaji odborné prace o kokainu, heroinu,
kanabinoidech a morfinu. Prvni z nich se objevila uz nékolik let po zavedeni komer¢nich
ptistroji pro SFC a informovala o eluci kokainu z napliové kolony za méné nez jednu
minutu. Mobilni faze obsahovala 10 % CH3;OH a kokain byl detekovan s vyuzitim chemické
jonizace a kvadrupdlového analyzatoru'®. Pozdgji byly podrobeny analyze vzorky heroinu
na kapilarni koloné¢ za programované hustoty CO, a reverzniho teplotniho programu66.
Stanoveni kanabinolu, A°-tetrahydrokanabinolu, A®-tetrahydrokanabinolu a kanabidiolu

101). Tyto slouceniny byly separovany

ve vzorcich konopi z praxe trvalo mén¢ nez 8 min (Cit.
za gradientu methanolu na napliové kolong, ionizovany chemicky za atmosférického tlaku
a detekovany s pomoci kvadrupdlového analyzatoru. Analyza probéhla vyrazné rychleji
nez pomoci GC-MS a HPLC-UV, provadénymi pro srovnani, na rozdil od GC-MS
nevyzadovala derivatizaci a piekonala rozliSeni HPLC-UV. Autofi této prace zhodnotili
SFC-MS jako citlivou a definitivni metodu a atraktivni alternativu ke GC-MS. V nedavné
dobé potvrdila SFC-MS ptitomnost morfinu jako degrada¢niho produktu v Iéku proti kasli.
Po nékolika minutach izokratické eluce s vyuzitim 30 % ethanolu se 0,4 % diethylaminu
v mobilni fazi nasledovala ionizace elektrosprejem. Rozhodujici vyhodou oproti GC vedouci
k volb& SFC bylo zamezeni tepelnému rozkladu analytu'%,

Novou psychoaktivni latkou, ktera byla jako prvni analyzovana pomoci SFC-MS,
je dextromethorfan. Tato latka je uc¢innou slozkou nékterych 1éku proti kasli a ve vysokych
davkach ma psychotropni G¢inky. Dextromethorfan byl vybran jako modelova sloucenina
pro urCeni hladiny 1é¢iva v krevni plazmé, s cilem ovéfit, nakolik je mozné zkratit takové

103

stanoveni jednoho vzorku oproti minutové kvantifikaci HPLC-MS (cit.”™”). Instrumentalni

vybaveni zahrnovalo napliovou kolonu, ze které vzorek eluovala mobilni faze
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s 65 % CH3OH, elektrosprej a trojity kvadrup6l. Vysledkem pomérné naro¢né tpravy plazmy
byly zakoncentrované roztoky dextromethorfanu v 96 jamkach mikrotitracni desticky.
Nasledné stanoveni vyzadovalo pro jeden vzorek v pruméru 6 s (na celou desticku piipadlo
10 min) a splnilo podminky dostate¢né citlivosti, pfesnosti a spravnosti.

Vyuzitim SFC-MS Kk analyze latek zakazanych ve sportovnim odvétvi se zabyva
prace’®, kterd zahrnuje i ndkolik novych psychoaktivnich latek (BZP, katinon,
mefedron,methkatinon, methedron, MTA, PMA). Na ptikladu 110 sloucenin srovnava
UHPSFC-MS a UHPLC-MS. Autofi dosli k zavéru, ze obé metody jsou co do kvality
separace a citlivosti detekce na srovnatelné urovni. Zato rozdil v retenci analytii a selektivité
byl natolik zna¢ny, ze by UHPSFC-MS mohla byt v antidopingové kontrole K UHPLC-MS
vhodnou alternativou, ktera se pro dané vzorky navic ukazala méné nachylna k matricovym
efektam. Stejné jako u ostatnich publikaci, které se zabyvaji vétsim mnozstvim analytd,
se i tito autoti soustiedili na citlivost a selektivitu analyzy a na matricové efekty, a vlastni
separace nebyla hlavnim bodem zajmu. Na otazku, jaké moznosti nabizi SFC v separaci

novych psychoaktivnich latek, odpovida prakticka ¢ast predkladané diplomové prace.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje

Separace byly provedeny na superkritickém fluidnim chromatografu ACQUITY UPC?
System (Waters, Milford, USA), jehoz soucasti jsou Binary Solvent Manager, Sample
Manager FL, Column Manager, Convergence Manager a PDA Detector. Chromatografické
kolony ACQUITY UPC? (Waters, Milford, USA) s &asticemi naplné mensimi neZ 2 pm
a 0 rozmérech 3,0 x 100 mm byly naplnény stacionarnimi fazemi Bridged Ethylene Hybrid
(1,7 um), Bridged Ethylene Hybrid 2-Ethylpyridine (1,7 um), Charged Surface Hybrid
Fluoro-Phenyl (1,7 um) a High Strength Silica C18SB (1,8 pm). Cerpadlem pomocné
kapaliny byla pumpa 515 HPLC Pump fizena pomoci Waters Pumps Control Module II (vSe
Waters, Milford, USA). Hmotnostni spektra byla ziskana po ionizaci elektrosprejem
na trojitétm kvadrupdlovém analyzatoru Xevo TQD (Waters, Manchester, UK). Ovladani
piistroje a vyhodnoceni vysledkli zajisStoval software MassLynx 4.1, SCN 882 (Waters,
Milford, USA).

3.2 Chemikalie

Oxid uhli¢ity byl zakoupen u spole¢nosti SIAD Czech spol. s r. 0. (Branany u Mostu,
Ceska republika). Dodavatelem acetonitrilu (99,9%), methanolu (gradient grade for HPLC),
kyseliny mravenc¢i (>95%, reagent grade), kyseliny octové (>99,7%) a hydroxidu amonného
(>28%) byla spolenost Sigma-Aldrich (Praha, Ceska Republika). Standardy analyzovanych
drog ve form¢ hydrochloridu, 1,3-benzodioxolylbutanamin,
4-brom-2,5-dimethoxyfenylethylamin, bufedron, butylon, 2,5-dimethoxyfenylethylamin,
ethylon, flefedron, katinon, methedron, 3,4-methylendioxyamfetamin, 4-methylethkatinon,
methylon a nafyron, pochazely od firmy LIPOMED AG (Arlesheim, Svycarsko). Standardy
dalsich dvou analyzovanych drog, hydrochloridy 3-fluormethkatinonu
a 3-methylmethkatinonu, pochéazely od Cayman Pharma (Neratovice, Ceska republika). Voda

byla deionizovana na pfistroji Milli-Q (Millipore Corporation, Billerica, USA).
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3.3 Pracovni postup

Priprava roztoku

Zasobni roztoky jednotlivych drog obsahovaly 10 mg slouc¢eniny v 7 ml rozpoustédla.
Pocatecni rozpusténi drogy v 5 ml acetonitrilu nebylo vzdy uplné, a proto bylo nasledné
zajisténo doplnénim roztokd o 2 ml methanolu a pétiminutovym ponechanim v ultrazvukové
lazni. Pracovni roztoky smési vzdy Cc¢tyf vybranych drog (bufedronu, methedronu,
3 fluormethkatinonu a ethylonu), kdy kazda znich méla koncentraci 1 pg-ml™, byly
ptipraveny fedénim zasobnich roztokt methanolem nebo jinou pomocnou kapalinou.
Obdobn¢ byly ptipraveny pracovni roztoky smési vzdy tii az ¢tyt drog, kazdé o koncentraci
0,5 ug-ml™. Drogy byly roztazeny tak, aby se izobarické latky nachézely v réiznych roztocich.
Smés viech 15 drog, o koncentraci 0,5 pg-ml™ pro kazdou z nich, obsahovala zasobni roztok
kazdé drogy a methanol. Jako slepy pokus pro tuto smés slouzil roztok acetonitrilu
v methanolu, 37,5 pl v 10 ml.

Mobilni faze byla upravena smési modifikdtoru a aditiva, pfipravenou v nékolika
obménach. Tento piidavek k mobilni fazi predstavovaly methanolové roztoky 20mM NH;OH,
1% HCOOH, 20mM HCOONH,, 20mM CH3;COONH,4 a 2% H,0 nebo jen Cisty methanol.

Hotové roztoky mobilni faze byly odvzdusnény na ultrazvukové lazni.

Nastaveni hmotnostniho spektrometru

Podminky ionizace elektrosprejem byly nastaveny pomoci automatické optimalizace —
napéti sprejovaci kapilary na +2,8 kV, teplota zdroje na 150 °C a desolvatacni teplota
na 200 °C. Priitok desolvataéniho plynu byl nastaven na 500 'h™* a pritok plynu v konusu
na30 I'h*. Na trojitém kvadrupdlovém analyzatoru byl za pouZiti pracovnich roztokd
pro kazdou drogu nalezen prekurzorovy ion (protonovana molekula) a ¢tyfi nejintenzivnéjsi
produktové ionty, které nezahrnovaly fragmenty vzniklé odstépenim H,O nebo CO,. Hodnota
napcti na konusu elektrospreje a kolizni energie byly kazdému z iontl pfifazeny pomoci
automatické optimalizace. Napéti se pohybovalo mezi 14 az 40 V, energie odpovidala

nastaveni mezi 14 az 28 V (Tab. VII).
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Vybér pomocné kapaliny

Vhodna pomocna kapalina byla vybirana z nasledujicich rozpoustédel: methanol,
acetonitril, voda a smési methanol+voda (50:50), acetonitril+voda (50:50). VSechny tyto
roztoky, krom¢& smési acetonitrilu a vody, byly pfipraveny navic s ptidavkem 1 % kyseliny
mraven¢i a S pfidavkem 0,35 % hydroxidu amonného. Smés methanolu s vodou byla
ptichystana také v poméru 25:75 a 75:25. Piimym meéfenim na hmotnostnim spektrometru
byla zjisténa intenzita odezvy protonovanych molekul ¢tyf vybranych drog (bufedron,
methedron, 3-fluormethkatinon a ethylon) v kazdém z vyjmenovanych pracovnich roztokd.
Pro tfi nejlepsi pomocné kapaliny byla zjiSténa intenzita iontd vSech drog a s cilem vybrat
nejvhodnéjsi kapalinu byly vypoc€itdny poméry intenzity iontu a celkového iontového proudu.
Intenzita byla posouzena kromé piimého zavadéni vzorku také z chromatogramu. Pritok

pomocné kapaliny odpovidal 0,4 ml'min .

Nastaveni chromatografu

Nastiik se rovnal 2 pl, pritok mobilni fize 2 ml-min™" a zpétny tlak byl udrzovan
na 2000 psi (13,8 MPa). Separace probihaly pfti teploté 40 °C, 50 °C nebo 60 °C a pii riznych
gradientech slozeni mobilni faze. Separace trvala 5 min a ekvilibrace kolony dal$i 2 min.
Pocateéni obsah modifikatoru byl testovan v rozsahu 0 %, 2 %, 4 %, 6 %, 8 %, 10 % a 12 %,
nejvyssi 16 %, 22 % a 30 %.

Kritéria pro vyhodnoceni

Kvalita separace, vztazena k pouzité staciondrni fazi, aditivu k mobilni fazi a teplot¢,
byla posuzovana podle nasledujicich kritérii. Nejveétsi vahu meély pocet separovanych
izobarickych part a celkovy pocet separovanych analytl. Za uspésné oddélené piky zde byly
povazovany takové, jejichZ rozliSeni bylo vétsi nez 1,0. Dal§i podminku, gaussovsky tvar
ktivky, pik sledovaného iontu splioval, pokud hodnota jeho symetrie v 10 % vysky lezela
mezi 0,8 a 1,4 (cit.*"). Doplitkovym kritériem byla doba potiebna pro separaci.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Predmétem analyzy bylo 15 novych syntetickych drog, patficich ke katinontim
a fenylethylaminim (Tab. VI). Vlastni méfeni byla provedena po pfizptisobeni
experimentalnich podminek danym analytim (nastaveni hmotnostniho spektrometru, typ
pomocné kapaliny, gradient slozeni mobilni faze). Zkoumani kvality separace zohlediiovalo
pouzitou stacionarni fazi, ptidavné latky v mobilni fazi a teplotu. Smés vSech 15 drog byla
analyzovana na Ctyfech stacionarnich fazich — Bridged Ethylene Hybrid (BEH), Bridged
Ethylene Hybrid 2-Ethylpyridine (2-EP), Charged Surface Hybrid Fluoro-Phenyl (FPh)
a High Strength Silica C18SB (C18). M¢éteni na kazdé z nich probehlo se Sesti riiznymi
upravami mobilni faze. V péti ptipadech se jednalo o roztok methanolu a polarnéj$iho aditiva
— 20mM NH4OH, 1% HCOOH, 20mM HCOONH,, 20mM CH3COONH., 2% H-0,
poslednim ptipadem byl Cisty methanol. Zvolena teplota vzdy piesahovala kriticky bod CO;
a jednotlivé experimenty rozsitila o troji informace (40 °C, 50 °C, 60°C). Ve vysledcich
separace nékteré stacionarni faze a aditiva vynikly a pfi volbé podminek analyzy novych

syntetickych drog pied¢i ty zbyvajici.

Tabulka VI: Analyzované drogy

ZaZité nazvy, dalsi nzvy, zkratky* 110,111

—— S— . ik o V nafizeni vlady
g Systematicky chemicky nazey, 463/2013 Sb.
Anglicky nazev podle IUPAC

Katinony

B-keto-amfetamin

NH, 2-amino-1-fenylpropan-1-on

Katinon ano

2-amino-1-phenylpropan-1-one

a-methylamino-butyrofenon

NH 2-(methylamino)-1-fenylbutan-1-on
Bufedron \methy’amino) " X ne

2-(methylamino)-1-phenylbutan-1-one

3-methylmethkatinon

NH 2-(methylamino)-1-(3-methylfenyl)propan-1-on
3-MMC S o b eyl ; . ne
2-(methylamino)-1-(3-methylphenyl)propan-1-one

4-methylethkatinon

NH 2-(ethylamino)-1-(4-methylfenyl)propan-1-on
4-MEC > VT O T S T 00 - SO I ) ano
2-(ethylamino)-1-(4-methylphenyl)propan-1-one

Bk
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(pokracovani)

(@) 4-methoxymethkatinon, bk-PMMA
Mo NH\ 1-(4-methoxyfenyl)-2-(methylamino)propan-1-on
SIegran 1-(4-methoxyphenyl)-2-(methylamino)propan-1-one R0
~A S
(0]
0 3-fluormethkatinon
3-FMC F NH\ 1-(3-fluorfenyl)-2-(methylamino)propan-1-on -
1-(3-fluorophenyl)-2-(methylamino)propan-1-one
(0] 4-fluormethkatinon, 4-FMC
Flefed NH\ 1-(4-fluorfenyl)-2-(methylamino)propan-1-on
FIRCERR 1-(4-fluorophenyl)-2-(methylamino)propan-1-one ahe
F
0 3,4-methylendioxymethkatinon, bk-MDMA
KR 0 NH\ 1-(1,3-benzodioxol-5-yl)-2-(methylamino)propan-1-on
PR < 1-(1,3-benzodioxol-5-yl)-2-(methylamino)propan-1-one e
O
(0] 3,4-methylendioxyethkatinon, bk-MDEA
Eifoiicn 0 NH__  |1-(1,3-benzodioxol-5-yl)-2-(ethylamino)propan-1-on =
¥ < 1-(1,3-benzodioxol-5-yl)-2-(ethylamino)propan-1-one
o)
0O bk-MBDB
0 NH\ 1-(1,3-benzodioxol-5-yl)-2-(methylamino)butan-1-on
Butylon ( 1-(1,3-benzodioxol-5-yl)-2-(methylamino)butan-1-one e
0
10) naftylpyrovaleron
D 1-naftalen-2-yl-2-pyrrolidin-1-ylpentan-1-on
Nafyron Z 1-naphthalen-2-yl-2-pyrrolidin-1-ylpentan-1-one ano
=8
Fenylethylaminy
~o 2,5-dimethoxyfenylethylamin
NH 2-(2,5-dimethoxyfenyl)ethanamin
2C-H ©/\/ . 2-(2,5-dimethoxyphenyl)ethanamine A
Ol
~6 4-brom-2,5-dimethoxyfenylethylamin
NH 2-(4-brom-2,5-dimethoxyfenyl)ethanamin
2C-B ©/\/ & 2-(4-bromo-2,5-dimethoxyphenyl)ethanamine AND
Br
L
3,4-methylendioxyamfetamin
MDA 0 NH; 1-(1,3-benzodioxol-5-yl)propan-2-amin —
<O 1-(1,3-benzodioxol-5-yl)propan-2-amine
NH 1,3-benzodioxolylbutanamin
BDB <O ¢ 1-(1,3-benzodioxol-5-yl)butan-2-amin —
o 1-(1,3-benzodioxol-5-yl)butan-2-amine

*Uvedené Ceské nazvy jsou zaZité mezi laickou vefejnosti, €asto jsou prevzaty z angli¢tiny a nefidi se proto

striktné ¢eskym chemickym nazvoslovim.
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4.1 Hmotnostnéspektrometricka detekce drog
Pro kazdou drogu byl nalezen ion [M+H]" a &tyfi nejintenzivnéjsi produktové ionty.
Tento pocet byl snizen na jeden vyiazenim téch prechodd, které byly malo intenzivni nebo

nalezely zaroven jiné sloucening. lonty vyuzité k analyze shrnuje Tab. VII.

Tabulka VI1: Ptechody SRM (single reaction monitoring) pouzité k analyze drog

.. Napéti na Naste.avelnl'
Slouc¢enina M Ql Q3 konusu (V) koI|.zn|
energie (V)
Katinon 149,08 149,92 116,97 30 18
Bufedron 177,12 177,96 130,96 28 24
3-MMC 177,12 177,96 144,94 30 20
MDA 179,09 180,00 104,96 20 22
3-FMC 181,09 181,93 122,96 32 20
Flefedron 181,09 181,93 148,98 32 20
2C-H 181,11 181,95 149,97 14 18
4-MEC 191,13 191,97 144,20 30 28
BDB 193,11 194,02 134,93 24 14
Methedron 193,11 194,02 161,01 28 20
Methylon 207,09 207,93 159,97 18 16
Ethylon 221,11 222,01 174,12 32 18
Butylon 221,11 222,01 174,05 32 18
2C-B 259,02 259,86 227,85 20 22
Nafyron 281,18 282,08 140,96 40 22

M — monoizotopickd hmotnost, Q1 — m/z iontu [M+H]", Q3 — m/z produktového iontu

V nékterych piipadech se jedineény a zaroven dostateCné intenzivni piechod
nepodafilo nalézt. Hmotnostni spektrometric nerozliSila ¢tyfi dvojice drog — bufedron
od 3-MMC, 3-FMC od flefedronu, methedron od BDB a ethylon od butylonu. Tyto pary jsou
izobarické, sdileji rodiCovsky a nékteré produktové ionty a jejich analyza je zavisla
na separaci. Nové syntetické drogy zatfazované do jedné skupiny vétSinou vychazeji ze stejné
struktury, a proto se mezi nimi nachazi mnoho izomerd, které se v iontovém zdroji $té€pi
na podobné fragmenty. Naptiklad mezi 46 katinony, které se objevily mezi lety 2005 az 2013,
se 31 sloucenin shoduje v molarni hmotnosti alespoti s jednou dalii slou¢eninou.'®® Podobnost
struktur tedy zplisobuje omezeni poctu iontl pouzitelnych pro odliseni.

Pravidla pro urceni, zda jsou udaje ziskané chromatografii a hmotnostni spektrometrii

dostatecné pro spolehlivou identifikaci nezndmé slouceniny, nejsou v soucasnosti oficialné
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zavedena.” Posouzeni je mozné pouze podle méitek stanovenych pro analyzu zbytkovych
16¢iv v potravinach v Rozhodnuti Evropské komise €. 2002/657 (cit.?). Opodstatnénost t&chto
métitek podpotila analyza pomoci LC-MS/MS, kdy jejich dodrzeni zamezilo faleSné
pozitivnim vysledkim pro LSD a dalii latky a vedlo ke spravnym zavéram.'®’ Rozhodnuti
udava, ze je tfeba vychazet nejméné¢ ze tfi iontd v jednoduché nebo ze dvou iontil
v tandemové hmotnostni spektrometrii. Omezeny pocet ionti pouzitelnych pro identifikaci,
dany podobnosti struktur, tedy ztézuje analyzu novych syntetickych drog. Pro ucely
predkladané prace jeden piechod k analyze postacoval, nebot’ byly pouzity Cisté roztoky

standardi a prace se zaméfuje na chromatografickou separaci.

4.2 Pomocna kapalina

Pti1 vybéru pomocné kapaliny bylo zkoumano nékolik roztoki rizného sloZeni a jejich
obmény s ptidavkem NH4OH nebo HCOOH (viz experimentalni ¢ast). Jako tii nejvhodnéjsi,
co se tyka intenzity sledovanych ionta étyf vybranych drog, byly vyhodnoceny methanol,
acetonitril a smés acetonitrilu a NH;OH. S nimi byla provedena méteni pro vSechny drogy
a byly pro né vypocitany poméry intenzit iontt k celkovému iontovému proudu (Tab. VIII).
Porovnani téchto pomérti neupiednostnilo zadny z roztokd a ani rozdil v intenzité odezvy
v chromatogramu (Obr. 15) neni vyznamny. Pro jednoduchost byl za pomocnou kapalinu

zvolen pouzity modifikator, tedy methanol.

4.3 Gradient slozeni mobilni faze

Vychozim bodem pro hledani vhodné zmény slozeni eluentu byl jeden ze Siroce
pouzitelnych gradientd. Koncentrace modifikdtoru zac¢inala na 0 %, v 5 min vystoupala
ke 30 % a béhem minuty se vratila nazpét, kde setrvala dalsi minutu. Od tohoto gradientu
se odvijely dalsi (viz experimentalni ¢ast), kdy nejrychlej$i separaci umoznila pocatecni
koncentrace modifikatoru 6 % (Obr. 16). S timto pribéhem slozeni mobilni faze byla separace

témet o minutu krat$i neZ za gradientu ptivodniho (Obr. 17).
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Tabulka VIII: Pomér intenzity iontu k celkovému iontovému proudu pro kazdou drogu

za pouziti methanolu, acetonitrilu nebo smési acetonitrilu a NH4OH jako pomocné kapaliny

y y Pomér v CH;CN
Sloucenina Pomér v CH30H | Pomér v CH;CN +0,35% NH,OH
(%) (%)

(%)

Katinon 16,6 16,3 14,2

Bufedron 19,9 18,8 24,3

3-MMC 21,8 25,5 17,9

MDA 6,9 13,5 7,4

3-FMC 14,5 16,0 18,7

Flefedron 18,8 20,3 15,6

2C-H 9,9 17,5 11,4

4-MEC 22,6 20,9 21,6

BDB 3,6 5,8 4,5

Methedron 13,3 10,0 14,3

Methylon 12,4 9,2 11,9

Ethylon 11,8 9,9 11,8

Butylon 12,1 13,3 9,6

2C-B 2,3 8,7 4,0

Nafyron 25,5 53 20,3
1005

methanol
2
AN
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50
100,
acetonitril
0\0_
T T T T T T T T IW T T T T Time
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50

Obriazek 15: Srovnani intenzity odezvy po separaci na chromatografu pti pouziti methanolu
nebo acetonitrilu jako pomocné kapaliny (koncentrace vzorku 0,5 pg/ml, gradientova eluce,
stacionarni fdze BEH, aditivum 20mM NH,OH, 50 °C; intenzita odpovidajici 100 % na ose y:

1,20-10", vyfezy z chromatogrami)
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Obrazek 16: Gradient sloZzeni mobilni faze vybrany jako nejvhodnéjsi
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gradient 0 - 30 %
~
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Obrazek 17: Vliv gradientu na rychlost separace — chromatogram pii vychozim gradientu
(0 -30 % modifikatoru béhem 5 min) a gradientu vybraném jako nejvhodnéjsi (6 - 30 %
modifikatoru béhem 5 min); stacionarni faze BEH, aditivum NH4OH, 40 °C; intenzita

odpovidajici 100 % na ose y: 1,00-10

4.4 Aditivum

Typ pouzitého aditiva mél vyrazny vliv na pocet rozlisenych pikti v chromatogramu,
na jejich tvar a Sitku. Naptiklad na stacionarni fazi BEH umoznily kvalitni separaci NH4,OH,
HCOONH,; a CH3COONHj. Zato pouziti HCOOH, H70 a ¢istého methanolu vedlo k malo
separovanym S$irokym pikim (Tab. IX, Obr. 18) a ne vzdy k Gspé$nému vymyti (Tab. X).
Vliv aditiva na zbyvajicich tfech stacionarnich fazich byl obdobny.
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Ziskané¢ vysledky se pfiblizn¢ shoduji s dostupnymi tdaji z literatury. Tékavymi
solemi véetnd HCOONH; a CH3COONH, se v této souvislosti jako prvni zabyva prace®®,
kterd zdiraznuje jejich kompatibilitu s hmotnostni spektrometrii. Pfitomnosti téchto latek se
bud’ vyrazné zvysila ucinnost, nebo se piinejmensim nezmenila, a doslo k eluci jinak pfili§
zadrzovanych analytd. Daldi publikace®’ se shoduje s predloZenou diplomovou praci také
v typu stacionarni faze (BEH) a volb¢ ¢tyt aditiv. Dvé z nich, NH,OH a HCOONHy,, vedly
k vysokému poctu ,,gaussovskych® pikl, zatimco HCOOH a absence aditiva zapficinily

asymetrii a obtiznost eluce vétSiny analyt.

Tabulka IX: Vliv aditiva na separaci (stacionarni faze BEH, 40 °C)

. Pocet rozlisenych pikl | Pocet rozlisenych Pocet . -
Aditivum v chromatogramu izobarickych paru ,,gaus:cll)lllgkych Pramér FWHM (s)
NH,OH 11 4 15 3
HCOOH 4 2 1 11
HCOONH, 11 4 10
CH3;COONH;, 10 4 14
H,O 4 0 15
Bez aditiva 4 3 11

FWHM - Sitka piku v poloviné jeho vysky

4.5 Stacionarni faze

Pouzity typ stacionarni faze se podobné jako typ aditiva projevil v poctu eluovanych
a separovanych analytl a v rychlosti analyzy (Obr. 19, Tab. X). Zékladni ptedpoklad Gspésné
analyzy, vymyti v§ech analyti z kolony, byl vzdy splnén u BEH. Na C18 a 2-EP se nevymyl
jeden analyt bez piidavku aditiva (2C-B, resp. 2C-H). Na FPh se neeluoval jeden analyt
s ptidavkem H,O (2C-H) a az 9 slouCenin bez aditiva (MDA, 2C-H, 4-MEC, BDB,
methedron, methylon, ethylon, 2C-B, nafyron). Pocet rozlisenych pikti v chromatogramu,
dalsi kritérium, byl vysoky a pfiblizn¢ srovnatelny pro BEH a FPh, v nékterych ptipadech
pro FPh mirné niz§i. Vyrazné redukovany pocet rozliSenych pikii poskytla 2-EP. Co se tyka
déleni izobarickych parii, vysledné potadi stacionarnich fazi zaviselo na vhodnosti aditiva.
Za pouziti aditiv poskytujicich ptijatelnou celkovou separaci (viz Tab. X), a tedy z hlediska
vétSinou hor§imi o jeden nerozliSeny par. Staciondrni faze 2-EP poskytovala dostatecné

rozliSeni jen pro polovinu izobarickych pari. S aditivy neumoZiujicimi pfijatelnou celkovou
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separaci probihalo déleni izobarickych latek pomérné hladce jen na FPh. Z hlediska rychlosti
analyzy bylo pofadi zna¢né jiné nez v dosavadnim popisu a uspora ¢asu (ovsem na ukor
kvality separace) byla napiiklad na 2-EP oproti BEH minutova.

Celkoveé vzato v pomyslném zebiicku vyzkousSenych staciondrnich fazi vede BEH
a uzavira jej 2-EP. S pouzitim BEH bylo vétSinou dosazeno jak nejvyssiho poctu eluovanych
analyt, tak rozliSenych piki v chromatogramu a predevsim rozliSenych izobarickych pari.
Ptesto, ze pti vybéru stacionarni faze tento typ predc¢i ostatni, také vysledky ziskané na FPh
a C18 jsou uspokojivé. Vétsinou se nepodafilo rozdé€lit na nich vSechny izobarické pary,
ale umoznily separaci 10 a 12 analyti z 15, coz je pocCet srovnatelny s BEH. Porovnani
vysledkii 2-EP s ostatnimi fazemi se mize zdat na prvni pohled ptekvapivé, nebot’ jako jedina
byla plvodné vyvinuta specidlné¢ pro SFC>®. Jeji vlastnosti vSak velmi zavisi na tom,
od jakého vyrobce pochazi, a jsou dané typem silikagelu, vazebnymi procesy, hustotou
navazani ligandu, kyselosti silanolovych skupin a jejich ptipadnym pokrytim (end-capping).
Podle publikace®’, ktera hodnoti p&t riiznych 2-EP od n&kolika vyrobci, se stacionarni faze

1181 natolik, ze prvni dovolila gaussovsky tvar kiivky pro 77 % analytt a posledni pro 22 %.

4.6 Teplota

Teplota nejptizniveéjsi pro separaci, dovolujici nejlepsi rozliSeni, zéavisela na typu
stacionarni faze. Pro BEH se ukdzala jako nejvhodnéjsi teplota 40 °C, pokud aditivem byl
NH4OH, HCOONH,4 nebo CH3COONHqy, separace s HCOOH, H,0 a bez aditiva byly oproti
jinym teplotam méné problematické pii 60 °C. Na FPh poskytovala piiznivéjsi separaci
pievazné teplota 60 °C, coz bylo zietelné zvlasté pro HCOOH (Obr. 20). Pro 2-EP a C18 byla

vétsinou nejvhodnéjsi teplota, 50 °C.

4.7 Nejvhodnéjsi kombinace stacionarni faze, aditiva a teploty

Kazdé ze stacionarnich fazi byla pfifazena nejlepSi kombinace aditiva a teploty
(Tab. XI). Tti kritéria byla zakladem pro vybér a podafilo se je splnit do rizné miry. Nejvétsi
vahu mél pocet izobarickych dvojic, které se podafilo separovat. Maximalni dosazeny pocet
rozliSenych izobarickych latek se riiznil — vSechny Ctyfi pary (bufedron a 3-MMC, 3-FMC
a flefedron, methedron a BDB, ethylon a butylon) byly oddéleny na stacionarni fazi BEH

a FPh, jen tfi na fazi C18 (neseparoval se posledni uvedeny par) a dva na 2-EP (neseparovaly
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Obrazek 18: Vliv aditiva na separaci (stacionarni faze BEH, 40 °C; intenzita odpovidajici
100 % na ose y: 1,00-10")
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Obrazek 19: VIiv stacionarni faze na separaci (aditivum NH4OH, 40 °C; intenzita
odpovidajici 100 % na ose y: 1,00-107, vytezy z chromatogramii)
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Obrazek 20: Vliv teploty na separaci na stacionarni fazi FPh pfi pouziti HCOOH jako aditiva
(intenzita odpovidajici 100 % na ose y: 1,00-10")
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se druhy a Ctvrty par). Mezi kombinacemi, které se ve vysledku pro prvni kritérium
shodovaly, déale rozhodoval pocet rozliSenych pikli v chromatogramu. Nejvyssi byl
na oktadecylové stacionarni fazi, kde se rovnal 12, a na druhé stran¢ neptesahoval 9 v pfipadé
2-EP. V poslednim kritériu, poctu ,gaussovskych® piki, horni meze dosahla BEH
s vyhovujicim profilem pik pro kazdy =z 15 analyti. Chromatogramy pro separaci
na jednotlivych staciondrnich fazich za nejptiznivéjsi kombinace experimentdlnich podminek
ukazuje Obr. 21. Metoda SFC-MS za pouziti stacionarnich fazi BEH a FPh prokazala
schopnost sledovat vsech 15 drog ve smési za necelé téi minuty, s celkovou dobou analyzy

7 min véetng ekvilibrace kolony.

Tabulka XI: Podminky, pii kterych bylo na jednotlivych stacionarnich fazich dosazeno

nejlepsich vysledkt
L, P.(v)cet, Polet Polet Cas Uplné eluce
Stacionarni " Teplota rozliSenych Y, e " , .
) Aditivum i . L rozliSenych pikd | ,gaussovskych” | posledniho piku
faze (°C) izobarickych "o .
o v chromatogramu pikd (min)
pard
BEH NH;OH 40 4 11 15 2,87
FPh NH,OH 60 4 10 12 2,36
C18 HCOONH, 60 3 12 12 3,53
2-EP HCOONH, 50 2 9 11 2,45

4.8 Srovnani s HPLC-MS

Zatimco podrobné srovnani vysledkll s jinymi pouzivanymi metodami neni mozné,
hrubé srovnani se zda velmi slibné. Pro nové syntetické drogy prevazuje technika HPLC-MS,
zvlasté usporadani s elektrosprejem a trojitym kvadrupolovym analyzeitorem.86790 V zadné
Z uvedenych citaci neni separace drog podrobné optimalizovdna a analyza je zalozena
na selektivité trojit¢tho kvadrupolu. Pravé tato skutecnost ztézuje srovnani. Odborné ¢lanky,
blizici se predkladané praci v poctu a typu analytl, pfevazné uvadéji delsi dobu analyzy

(Tab. XII).
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Obrazek 21: Separace na Ctyfech typech stacionarni faze za pouziti nejptiznivéj$i kombinace

aditiva a teploty (intenzita odpovidajici 100 % na ose y: 1,00-10', vyiezy z chromatogrami)

Tabulka XI1: HPLC-MS analyzy porovnatelné s predkladanou praci

Odborny ¢lének Cit.'® cit.” Cit.* cit.'”
Celkovy pocet analyt( 9 analytu 25 analytl 28 analytl 28 analytl
Cas 12 min 24 min 4 min 20 min
Shoda s predkladanou praci 4 drogy 9 drog 8 drog 8 drog
Okruh analyta:

Katinony v v v v

Fenylethylaminy v

Dalsi slouceniny v v v
Kolona XDB C18 XDB C18 BEH C18 Accucore C18
Hmotnostni spektrometr ESI-QQQ ESI-QQQ ESI-QQQ HESI-QExactive
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5 ZAVER

Ze ziskanych vysledkl 1ze pro pfipadnou dalsi analyzu danych katinoni
a fenylethylaminti vyvodit jednozna¢né doporuceni, pokud jde o volbu stacionarni faze
a aditiva. Namétena data naznacuji, ze jak nejvyssi pocet oddélenych izobarickych pard, tak
nejvyssi pocet celkové separovanych analytii byl dosazen s vyuzitim stacionarni faze BEH.
Pocty Gspésné separovanych analyti se snizovaly mirné pro FPh a C18 a vyraznéji pro 2-EP.
Ohledné poctu ,,gaussovskych® piki trend nebyl tak ziejmy a potadi kolon se ménilo podle
pouzitého aditiva a teploty. Pokud by mél byt jako dopliikové métitko hodnocen 1 Cas, analyza
na FPh a 2-EP usetfila minutu oproti BEH a C18. Aditiva k mobilni fazi, ktera se ukazala
velmi vhodna, zahrnovala NH;OH, HCOONH; and CH3;COONH,. Zbyvajici aditiva,
HCOOH a H,0, aabsence aditiva ovlivnily tvar pika, Sitku pikd a rozliSeni vyrazné
nepriznivé. Narozdil od stacionarni fadze a aditiva nelze obecné doporucit teplotu
pro separaci, protoZe =zavisela nadalSich podminkéch. Nejlépe separace probchla
na stacionarni fazi BEH s NH,OH jako aditivem a pfi teploté 40 °C. V chromatogramu lze
rozeznat 11 pik nalezicich celkem 15 analytim, byly rozd€leny vSechny Ctyfi izobarické
pary a piky vSech sledovanych ionti byly symetrické. Celkovy €as analyzy c¢inil 7 min,
ale posledni analyt se eluoval jiz za 2,9 min. V praxi by ¢asovy program pro sledované
analyty mohl byt krat$i, napt. ekvilibrace mtze byt zahdjena po 3 min.

Superkriticka fluidni chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii umoznila
uspésnou rychlou analyzu 15 drog ve smési za mén¢ nez 3 min. Podle literatury je pro nové
syntetické drogy stejné¢ vhodna jako kapalinova chromatografie, umoznuje jejich rychlejsi
separaci a nevyzaduje ptili§ jiné vybaveni. Koncentrace zkoumané smési fadoveé odpovidala
koncentraci ucinné davky v téle a pouzitd metoda by proto mohla byt dale optimalizovana
pro analyzu télnich tekutin. Jako zavedena technika pro analyzu strukturné podobnych
sloucenin by SFC-MS mohla ulehéit screening velkého mnozstvi izomernich katinont
a fenylethylamind. Celkové by tak SFC mohla ptispét ke zdokonaleni soucasného ptistupu

k analyze soucasnych drog.

-850 -



6 LITERATURA

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Nérodni monitorovaci sttedisko pro drogy a drogové zavislosti: Vyrocni zprava o stavu
ve vécech drog v Ceské republice v roce 2011. Utad vlady Ceské republiky, Praha
(2012).

Narodni monitorovaci stfedisko pro drogy a drogové zavislosti: Vyrocni zprava o stavu
ve vécech drog v Ceské republice v roce 2010. Utad vlady Ceské republiky, Praha
(2011).

Wilkins C.: Addiction 109, 1580 (2014).

EMCDDA and Europol: EMCDDA-Europol 2011 Annual Report on the
implementation of Council Decision 2005/387/JHA. Publications Office of the
European Union, Luxembourg (2012).

European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction: New psychoactive
substances in Europe. Publications Office of the European Union, Luxembourg (2015).

European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction and Europol: EU drug
markets report: a strategic analysis. Publications Office of the European Union,
Luxembourg (2013).

Narodni monitorovaci stfedisko pro drogy a drogové zavislosti: Vyrocni zprava o stavu
ve vecech drog v Ceské republice v roce 2012. Utad vlady Ceské republiky, Praha
(2013).

Narodni monitorovaci stfedisko pro drogy a zavislosti: Vyrocni zprava o stavu ve
vécech drog v Ceské republice v roce 2013. Utad vlady Ceské republiky, Praha (2014).

Grolmusova L., Mravéik V.. Nové syntetické drogy: Aktudlni situace. Zaostieno na
drogy. Utad vlady Ceské republiky, Praha (2012).

Rozhodnuti Rady 2005/387/JVV ze dne 10. kvétna 2005 o vymeéné informaci,
hodnoceni rizika a kontrole novych psychoaktivnich latek. Uredni véstnik Evropské
unie L 127, 20. 5. 2005, svazek 48, str. 32.

Spolecna akce ze dne 16. Cervna 1997 piijata Radou na zdkladé ¢lanku K.3 Smlouvy o
Evropské unii o vymeéné informaci, hodnoceni rizika a kontrole novych syntetickych
drog. Uiedni véstnik Evropské unie L 167, 25. 6. 1997, kapitola 19, svazek 1, str. 70.

Davies, C. et al. United Kingdom drug situation: annual report to the European
Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction (EMCDDA) 2012. Overview of New
Psychoactive Substances (NPS). UK Focal Point on Drugs, Liverpool 2012. ISBN:
978-1-908929-23-5.

European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction: EMCDDA-Europol Joint
Report on a new psychoactive substance: MDPV (3,4-methylenedioxypyrovalerone),.
Publications Office of the European Union, Luxembourg (2014).

European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction: EMCDDA-Europol 2013
Annual Report on the implementation of Council Decision 2005/387/JHA. Publications
Office of the European Union, Luxembourg (2013).

Staack R.F., Maurer H.H.: Curr. Drug Metab. 6, 259 (2005).

-51-



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.
26.
217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Pélenicek T.: Tanecni drogy: Aktudlni informace o drogdach na tanecni scéne.
Zaostreno na drogy. Utad vlady Ceské republiky, Praha (2010).

European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction and Europol: New drugs in
Europe, 2012. EMCDDA-Europol 2012 Annual Report on the implementation of
Council Decision 2005/387/JHA. Publications Office of the European Union,
Luxembourg (2012).

Meyer M.R., Maurer H.H.: Anal. Bioanal. Chem. 402, 195 (2012).
Wong M.L., Holt R.1.: Drug Test. Anal. 3, 464 (2011).
Radl S.: Chem. Listy 98, 1073 (2004).

Evropské monitorovaci centrum pro drogy a drogovou zavislost: Vyrocni zprava za rok
2012: Stav drogové problematiky v Evropé. Utad pro publikace Evropské unie,
Lucemburk (2012).

Hughes B., Gallegos A., Sedefov R.: Ukol Drogy 22, Reakce na nové drogy. Utad pro
publikace Evropské unie, Lucemburk (2011).

European Commission. Report from the Commission on the assessment of the
functioning of Council Decision 2005/387/JHA on the information exchange, risk
assessment and control of new psychoactive substances. Dostupné z:
http://ec.europa.eu/justice/policies/drugs/docs/com_ 2011 430 _en.pdf, zobrazeno
11.7. 2011.

Evropské monitorovaci centrum pro drogy a drogovou zavislost: Evropskad zprava o
drogach 2014: trendy a vyvoj. Utad pro publikace Evropské unie, Lucemburk (2014).

Maurer H.H.: Ther. Drug Monit. 32, 544 (2010).
King, L.A., Kicman A.T.: Drug Test. Anal. 3, 401 (2011).

The Gallup Organization. Youth attitudes on Drugs - Flash Eurobarometer No. 330.
(The Gallup Organization for European Commission, 2011).

http://www.emcdda.europa.eu/stats13#display:/stats13/gpstab7b, Lifetime prevalence
of drug use in all available national general population surveys, zobrazeno 17. 12.
2013.

Zakon €. 106/2011 Sb. ze dne 6. dubna 2011, kterym se meéni zdakon ¢. 167/1998 Sb., o
navykovych latkach a o zmeéné nékterych dalsich zakonu, ve znéni pozdejsich predpisii.
Sbirka zakonti 2011, ¢astka 40, str. 1056.

Natizeni vlady ¢. 463/2013 ze dne 18. prosince 2013 o seznamech navykovych latek.
Sbirka zakonti 2013, ¢astka 178, str. 7774.

Nérodni protidrogova centrala sluzby krimindlni policie a vySettovani: Vyrocni zprdava
2013.Praha (2013).

Chomynova, P. Narodni vyzkum uzivani navykovych latek 2012. Zaostreno na drogy
2/2013. Praha: Utad vlady Ceské republiky 2013. ISSN 1214-1089.

European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction. Synthetic cannabinoids in
Europe. Perspecive on Drugs (2013).

Hill S.L., Thomas S.H.L.: Clin. Toxicol. 49, 705 (2011).

-52 -



35.
36.
37.

38.
39.
40.
41.
42.
43.

44,

45.
46.
47.

48.
49,

50.
51,
52.

53.

54,
55.
56.
S57.
58.

59.

Saito M.: J. Biosci. Bioeng. 115, 590 (2013).
Churacek J.: Analyticka separace latek. SNTL, Praha (1990).

Berger, T. A., v knize: Encyclopedia of Separation Science (Wilson I. D. et al., ed.), sv.
2, kap. II/CHROMATOGRAPHY: SUPERCRITICAL FLUID/Instrustrumentation.
Academic Press, Londyn 2000. ISBN: 0122267729.

Berger T.A., Wilson W.H.: Anal. Chem. 65, 1451 (1993).
Alexander A.J., Staab A.: Anal. Chem. 78, 3835 (2006).
Taylor L.T.: LCGC North Am. 27, 490 (2009).

Gere D.R.: Science 222, 253 (1983).

Taylor L.T.: J. Supercrit. Fluids 47, 566 (2009).

McClain R.T., Dudkina A., Barrow J. et al.: J. Lig. Chromatogr. Relat. Technol. 32,
483 (2009).

Majewski W., Valery E., Ludemann-Hombourger O.: J. Lig. Chromatogr. Relat.
Technol. 28, 1233 (2005).

Zheng J., Pinkston J.D., Zoutendam P.H. et al.: Anal. Chem. 78, 1535 (2006).
Pinkston J.D., Stanton D.T., Wen D.: J. Sep. Sci. 27, 115 (2004).

Grand-Guillaume Perrenoud A., Boccard, J., Veuthey J.-L., Guillarme D.: J.
Chromatogr. A 1262, 205 (2012).

Pinkston J.D., Wen D., Morand K.L. et al.: Anal. Chem. 78, 7467 (2006).

Bartle, K. D., v knize: Encyclopedia of Separation Science (Wilson I. D. et al., ed.), sv.
2, kap. II/CHROMATOGRAPHY:  SUPERCRITICAL  FLUID/Historical
Development. Academic Press, Londyn 2000. ISBN: 0122267729.

Klesper E., Corwin A.H., Turner D.A.: J. Org. Chem. 27, 700 (1962).
Berger T.A.: Chromatographia 72, 597 (2010).

Berger, T. A., v knize: Encyclopedia of Analytical Science (Worsfold, P. J.,
Townshend, A., Poole, C. F.), sv. 7, kap. SUPERCRITICAL FLUID
CHROMATOGRAPHY: Overview. Elsevier Ltd 2005. ISBN: 978-0-12-369397-6.

Schoenmakers, P., v knize: Encyclopedia of Separation Science (Wilson I. D. et al.,
ed.), sv. 2, kap. APPENDIX 2/ESSENTIAL GUIDES TO METHOD
DEVELOPMENT IN SUPERCRITICAL FLUID CHROMATOGRAPHY str. 4644-
4652. Academic Press, Londyn 2000.

Novakova L., Perrenoud A.G., Francois I. et al.: Anal. Chim. Acta 824, 18 (2014).
Lesellier E.: J. Chromatogr. A 1216, 1881 (2009).

Poole C.F.: J. Chromatogr. A 1250, 157 (2012).

Berger T.A., Berger B., Majors R.E.: LCGC North Am. 28, 344 (2010).

De la Puente M.L., Lopez Soto-Yarritu P., Anta C.: J. Chromatogr. A 1250, 172
(2012).

De Villiers A., Lauer H., Szucs R. et al.: J. Chromatogr. A 1113, 84 (2006).

-53 -



60.
61.
62.
63.
64.

65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.

75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
85.
86.
87.
88.

89.
90.
91.

Li F., Hsieh Y.: J. Sep. Sci. 31, 1231 (2008).

Raveendran P., Ikushima Y., Wallen S.L.: Accounts Chem. Res. 38, 478 (2005).
Andersson S., Nelander H., Ohlén K.: Chirality 19, 706 (2007).

Smith R.M.: J. Chromatogr. A 856, 83 (1999).

Later, D.W., Richter, B.E., Knowles, D.E., Andersen M.R.: J. Chromatogr. Sci. 24, 249
(1986).

Lurie, I.S., Moore, J.M., Kram, T.C., Cooper D.A.: J. Chromatogr. A 504, 391 (1990).
MacKay, G.A., Reed G.D.: J. High Resolut. Chromatogr. 14, 537 (1991).

Janicot, J.L., Caude, M., Rosset R.: J. Chromatogr. A 437, 351 (1988).

J.L. Veuthey W.H.: J. Chromatogr. A 515, 385 (1990).

McAvoy Y., Cole M.D., Gueniat O.: Forensic Sci. Int. 102, 13 (1999).
http://en.wikipedia.org/wiki/History of mass_spectrometry, zobrazeno 14. 4. 2014.
Vidova V., Lemr K., Havli¢ek V.: Chem. Listy 102, 957 (2008).

Volny M.: Chem. Listy 105, 230 (2011).

Porta T., Grivet C., Kraemer T. et al: Anal. Chem. 83, 4266 (2011).

Bradshaw R., Wolstenholme R., Blackledge R.D. et al.: Rapid Commun. Mass
Spectrom. 25, 415 (2011).

Peters F.T.: Clin. Biochem. 44, 54 (2011).

Cruces-Blanco C., Garcia-Campafa A.M.: TrAC, Trends Anal. Chem. 31, 85 (2012).
Kraemer T., Paul L.D.: Anal. Bioanal. Chem. 388, 1415 (2007).

Saito K., Saito R., Kikuchi Y. et al.: J. Health Sci. 57, 472 (2011).

Maurer H.H.: Anal. Bioanal. Chem. 388, 1315 (2007).

Moosmann B., Kneisel S., Wohlfarth A. et al.: Anal. Bioanal. Chem. 405, 3929 (2013).
Favretto D., Pascali J.P., Tagliaro F.: J. Chromatogr. A 1287, 84 (2013).

Elliot S.: Bioanalysis 3, 249 (2011).

ElSohly M.A., Gul W., Wanas A.S. et al.: Life Sci. 97, 78 (2014).

Grabenauer M., Krol W.L., Wiley J.L. et al.: Anal. Chem. 84, 5574 (2012).

Zuba D.: TrAC, Trends Anal. Chem. 32, 15 (2012).

Ammann J., McLaren J.M., Gerostamoulos D. et al.: J. Anal. Toxicol. 36, 372 (2012).
Ammann D., McLaren J.M., Gerostamoulos D. et al.: J. Anal. Toxicol. 36, 381 (2012).

Swortwood M.J., Boland D.M., DeCaprio A.P.: Anal. Bioanal. Chem. 405, 1383
(2013).

Strano-Rossi S., Anzillotti L., Castrignano E. et al.: J. Chromatogr. A 1258, 37 (2012).
Al-Saffar Y., Stephanson N.N., Beck O.: J. Chromatogr. B 930, 112 (2013).
Sundstrom M., Pelander A., Angerer V. et al.: Anal. Bioanal. Chem. 405, 8463 (2013).

-54 -



92.
93.

94.
95.
96.
97.
98.
99.

100.
101.

102.
103.
104.
105.
106.

107.
108.
109.
110.
111.

Ramanathan R., Jemal M., Ramagiri S. et al.: J. Mass Spectrom. 46, 595 (2011).

Grand-Guillaume Perrenoud A., Veuthey J.-L., Guillarme D.: J. Chromatogr. A 1339,
174 (2014).

Yamada T., Uchikata T., Sakamoto S. et al.: J. Chromatogr. A 1301, 237 (2013).
Chen R.: Chromatography Today 4, 11 (2009).

Ishibashi M., Ando T., Sakai M. et al.: J. Chromatogr. A 1266, 143 (2012).
Matsubara A., Bamba T., Ishida H. et al.: J. Sep. Sci. 32, 1459 (2009).

Zhang X., Scalf M., Westphall M.S. et al.: Anal. Chem. 80, 2590 (2008).

Xu X., Roman J.M., Veenstra T.D. et al.: Anal. Chem. 78, 1553 (2006).
Crowther J.B., Henion J.D.: Anal. Chem. 57, 2711 (1985).

Backstrom, B., Cole, M.D., Carrott, M.J., Jones, D.C., Davidson, G., Coleman K.: Sci.
Justice 37, 91 (1997).

Brondz I.: Am. J. Anal. Chem. 03, 870 (2012).

Hoke S.H., Tomlinson J.A., Bolden R.D. et al.: Anal. Chem. 73, 3083 (2001).
Novakova L., Rentsch M., Perrenoud A.G. et al.: Anal. Chim. Acta 853, 647 (2015).
www.emcdda.europa.eu/publications/implementation-reports, zobrazeno 17. 12. 2013.

Rozhodnuti Komise ze dne 14. srpna 2002, kterym se provadi smérnice Rady
96/23/ES, pokud jde o provideni analytickych metod a interpretaci vysledkii. Utedni
véstnik Evropské unie L 221, 17. 8. 2002, kapitola 3, svazek 36, str. 493.

Sauvage F.-L., Gaulier J.-M., Lachatre G. et al.: Clin. Chem. 54, 1519 (2008).
Marinetti L.J., Antonides H.M.: J. Anal. Toxicol. 37, 135 (2013).

Concheiro M., Anizan S., Ellefsen K. et al.: Anal. Bioanal. Chem. 405, 9437 (2013).
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound, zobrazeno 13. 11. 2014.

www.wikipedia.org.

-55-



8 DOPORUCENA LITERATURA

Drogy 2.0 prichazeji: Internet radikalné promeénuje svétovy obchod s omamnymi latkami
http://respekt.ihned.cz/c1-60029280-drogy-2-0-prichazeji, zobrazeno 13. 4. 2014

Implementation report 2011

EMCDDA and Europol: EMCDDA-Europol 2011 Annual Report on the
implementation of Council Decision 2005/387/JHA. Publications Office of the
European Union, Luxembourg (2012).

CHROMATOGRAPHY: SUPERCRITICAL FLUID / Instrumentation

Berger, T. A., v knize: Encyclopedia of Separation Science (Wilson I. D. et al., ed.), sv.
2, kap. 1I/CHROMATOGRAPHY: SUPERCRITICAL FLUID/Instrustrumentation.
Academic Press, Londyn 2000. ISBN: 0122267729.

History of supercritical fluid chromatography: Instrumental development
Saito M.: J. Biosci. Bioeng. 115, 590 (2013).

Modern analytical supercritical fluid chromatography using columns packed with sub-2um
particles: A tutorial

Novakova L., Grand-Guillaume Perrenoud A., Francois I. et al.: Anal. Chim. Acta 824,
18 (2014).

Analysis of basic compounds by supercritical fluid chromatography: Attempts to
improve peak shape and maintain mass spectrometry compatibility

Grand-Guillaume Perrenoud A., Boccard, J., Veuthey J.-L., Guillarme D.. J.
Chromatogr. A 1262, 205 (2012).

New challenges and innovation in forensic toxicology. Focus on the “New Psychoactive
Substances”

Favretto D., Pascali J.P., Tagliaro F.: J. Chromatogr. A 1287, 84 (2013).

Analysis of Synthetic Cannabinoids Using High-Resolution Mass Spectrometry and Mass
Defect Filtering: Implications for Nontargeted Screening of Designer Drugs

Grabenauer M., Krol W.L., Wiley J.L. et al.: Anal. Chem. 84, 5574 (2012).

- 56 -



9 SEZNAM ZKRATEK

BEH
BPR
EMCDDA
ESI

FID
FPh
FWHM
GC
HPLC
HRMS
ICR

IT

LLE
MALDI
MDPV
NMS
NPL

Q

QQQ
RP-HPLC

SFC
SPE
TOF
UHPLC
2-EP

Bridged Ethylene Hybrid

Regulator zpétného tlaku

Evropské monitorovaci centrum pro drogy a drogovou zavislost
Elektrosprej

Plamenové ioniza¢ni detektor

Fluoro-Phenyl

Sitka piku v poloviné jeho vysky

Plynova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Hmotnostni spektrometr s vysokou rozliSovaci schopnosti
lontova cyklotronové rezonance

lontova past

Extrakce z kapaliny do kapaliny

Desorp¢ni ionizace za pritomnosti matrice
Methylendioxypyrovaleron

Narodni monitorovaci stiedisko pro drogy a zavislosti
Nov¢ psychoaktivni latky

Kvadrupélovy analyzator

Trojity kvadrupdlovy analyzator

HPLC na obracenych fazich

Superkriticka fluidni chromatografie

Extrakce pevnou fazi

Analyzator doby letu

Ultraucinna kapalinovéa chromatografie

2-Ethylpyridine
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