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CMC Kritick4 micelarni koncentrace

CM-B-CD  Carboxymethyl-B-cyclodextrin

CNS Centralni nervova soustava

CS Chiralni selektor

CZE Kapilarni zénové elektroforéza
DAD Detektor diodového pole

DART Piima analyza v redlném cCase
DBZD Syntetické benzodiazepiny

DESI Desorp¢ni analyza elektrosprejem
DS Dextran sulfat

EKC Elektrokinetickd chromatografie
EOF Elektroosmoticky tok

ESI lonizace elektrosprejem

FA Kyselina mravenci

GABA Kyselina y-aminomaselné (receptor)
GC Plynova chromatografie

HPLC Vysokou¢inna kapalinova chromatografie



ICR Iontova cyklotronova rezonance

IT Iontovéa past

LC Kapalinova chromatografie

LIF Laserem indukovana fluorescence

LLE Extrakce z kapaliny do kapaliny

LOD Limit detekce

Log P Rozd¢lovaci koeficient

LOQ Limit kvantifikace

m/z Pomér hmotnosti k naboji

MALDI Ionizace laserem za ucasti matrice

MEKC Micelarni elektrokineticka chromatografie
MeOH Methanol

Mr Relativni molekulova hmotnost

MRM Skenovani vice fragmentacnich prechodt

MS Hmotnostni spektrometrie

MS/MS Tandemova hmotnostni spektrometrie

NACE Kapilarni elektroforéza v nevodném prostiedi
NaOH Hydroxid sodny

NLS Skenovani neutralnich ztrat

NMR Nukledrni magneticka resonance

PB Polybren

Q Kvadrupol

QQQ Trojity kvadrupol

RF Radiofrekvencni

RSD Relativni smérodatna odchylka

SD Smérodatna odchylka

SDS Dodecylsulfat sodny

SF Stacionarni faze

SIM Skenovani vybraného iontu

SMIL Postupné vicenasobné iontoveé polymerni vrstvy
SRM Skenovani jednoho fragmentacniho ptfechodu

STA Systematicka toxikologicka analyza



TBME
TFA
TIC
TOF
TRIS

Terc-butylmethylether
Trifluoroctova kyselina
Celkovy iontovy proud
Detektor doby letu

Tris(hydroxymethyl)aminomethan
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1. UVOD

V poslednich deseti letech roste pocet intoxikaci substancemi, které jsou souhrnné
oznacovany jako nové syntetické drogy (new designer drug). Tyto substance jsou svou
strukturou a uc¢inkem velmi podobné jiz znamym nelegalnim drogam. Nové syntetické drogy
nejsou uvedeny na seznamu omamnych a psychotropnich latek na rozdil od kontrolovanych
drog. Jsou popsany dvé velké t¥idy syntetickych drog, a to syntetické kanabinoidy
a syntetické kathinony. V roce 2014 do této skupiny latek pfibyly nové syntetické

benzodiazepiny, o kterych pojednava tato diplomova prace.

Syntetické benzodiazepiny maji podobné Uc¢inky a strukturu jako klasické benzodiazepiny,
avSak nejsou vyuzivany k terapeutickym ucelim. Syntetické benzodiazepiny jsou naopak
distribuovany jako nahrazky bézné zneuzivanych drog, ¢i jako nové drogy. Intoxikace
DBZD je spojena s vaznymi zdravotnimi komplikacemi a nasledky, protoZze dodnes nebyly

zcela popsany jejich toxikologické a farmakologické vlastnosti.

Analyza novych syntetickych benzodiazepint pro forenzni a toxikologické laboratofe je
velmi obtizna. Laboratofe vyuZzivaji zavedené rutinni postupy a analyzy, které jsou zaméfené
pouze na latky uvedené na seznamu nelegalnich latek. Analyza klasickych BZD zahrnuje
systematickou toxikologickou analyzu (STA), kdy prvni screeningovd metoda je zaloZena
na imunochemickém testu pro potvrzeni a kvantifikaci koncentra¢ni hladiny v biologickych
materialech (nejcasteji moc a krev). Miize tak dochazet k falesné pozitivnim vysledkiim kdy

mohou byt zaménény metabolity klasickych BZD s metabolity DBZD.

V poslednich letech byly publikovany prace, které se zabyvaji pouze charakteristikou
jednoho DBZD ¢i skupiny DBZD (poptipadé jejich metaboliti) pomoci nékolika
analytickych metod (NMR spektra, MS spektra a IR spektra). Doposud se pouze jedina prace
zabyvala simultanni toxikologickou analyzou skupiny jedenacti DBZD v mo¢i s vyuziti LC-

MS/MS instrumentaci.

Kapilarni elektroforéza s tandemovou hmotnostni spektrometrii (CE-MS) je znama jako
komplementarni technika k dnes jiz zavedenym chromatografickym metodam. CE disponuje
nékolika vyhodami, které mohou byt vyuzity v klinicko-toxikologické a forenzni analyze.
Hlavnimi vyhodami vyuziti CE instrumentace je malé mnozstvi vzorku a spotteby ¢inidla,

vysokd ucinnost ¢i dostupnost rtiznych separa¢nich médi. Aby byl piekondn hlavni
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nedostatek CE instrumentace, jez je nizka citlivost pii pouziti spektrofotometrického

detektoru, je zde vyuzito spojeni s MS detekei vyuzivajici ionizaci elektrosprejem (ESI).

Diplomova préace popisuje vyvoj a optimalizaci NACE-ESI-MS/MS metody pro simultanni
analyzu smési deviti vybranych DBZD v séru. Vyvinuta metoda byla validovéana a poté

aplikovana na obohaceny vzorek v séru.

Z diivodu blizsi charakterizace smési jedenacti DBZD byla vyvinuta a optimalizovana
metoda MEKC-DAD. Diplomova prace pojednava o vyuziti této metody ke stanoveni
hodnot rozdélovacich koeficientt DBZD jakozto jejich charakterizaci biologické aktivity

studovanych latek.

13



2. TEORETICKA CAST
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2.1 KAPILARNI ELEKTROFOREZA

Stale se zvySujici narok na citlivost, rychlost, pfesnost a schopnost identifikace jednotlivych
analyz vede kK vyvoji novych analytickych metod a inovaci metod stavajicich. Proto, vedle
dnes jiz velmi hojné pouzivanych separacnich metod, jako plynova chromatografie (GC)
nebo kapalinovd chromatografie (LC), se prudce rozviji a zdokonaluje také kapilarni
elektroforéza (CE)!. Mezi hlavni vyhody CE bezesporu patii mala spotfeba vzorku
a rozpousteédel, také kratka doba analyzy a velmi vysoka separacni ucinnost. Je vSak tieba
neopomenout, zZe ucinnost separace je siln¢ zavisla na samotném charakteru separované¢ho

analytu, nebot k jednotlivym separacim dochazi na zakladé odlisnych mechanismi?.

Obecny princip analytickych separacnich technik nesouci souhrnny nazev kapilarni
elektromigracni techniky je zaloZzen na separaci nabitych Castic na zaklad¢ rozdilnych
rychlosti v elektricky vodivém prostiedi ve stejnosmérném elektrickém poli. Moderni
elektromigra¢ni techniky lze dale rozdélit podle jejich odlisného separacniho mechanismu.
Takto lze zminit kapilarni elektrochromatografii (CEC), micelarni elektrokinetickou
chromatografii (MEKC), kapilarni izotachoforézu (CITP), kapilarni gelovou elektroforézu
(CGE) a nesmime opomenout kapilarni zénovou elektroforézu (CZE), ktera je jednou

Z nejpouzivangjsich kapilarnich elektromigracnich technik.

CE metody jsou pro sviij Siroky zabér separa¢nich mechanismli vyuZivany pro analyzu
mnoha skupin latek, mezi néz patfi napt. peptidy®, proteiny*, & nizkomolekularni latky® ve
farmaceutickych analyzach. CE mtze byt také vyuzita ke stanoveni nékterych fyzikalné-
chemickych konstant, jako napt. disociaéni konstanty kyselin®. Vsestrannost CE miize byt
ilustrovana typickymi aplikacemi v oblastech klinickych, forenznich a farmakologickych.
Mezi klinické a forenzni aplikace typicky s vyuzitim CE patii stanoveni hemoglobinti
Vv hemolyzatu, keto-metaboliti v séru, ¢i opiati ve vlasech. S pomoci CE muzeme
Vv kosmetickém primyslu analyzovat alkaloidy, xanthony, terpeny a fenolové slouceniny.
V analyzach rostlinnych extraktli a esencidlnich olejii je vyuZivano elektroforetickych
profild. Ve farmacii je CE vyuzivana pro analyzu anti-HIV 1é¢iv. Nemalé zastoupeni ma
také vyuziti CE v zivotnim prostfedi (aldehydy v leteckém a automobilovém primyslu) ¢i

nutriéni hodnoty (karboxylové kyseliny ve ving)'.
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2.1.1 TEORETICKE ASPEKTY KAPILARNI ELEKTROFOREZY

2.1.1.1 Elektroforeticka mobilita
Pohyb nabité castice ve stejnosmérmném elektrickém poli je charakterizovan
elektroforetickou mobilitou, resp. pohyblivosti pep. Tato veli¢ina charakterizuje rychlost

pohybu nabitych ¢astic vep Ve stejnosmérném elektrickém poli, majici ur€itou intenzitu E (1).

Vep = UepE 1)

Intenzita elektrického pole E, které vznikd mezi obéma konci kapilary po aplikaci
elektrického napéti, je definovana jako podil vlozeného napéti U a celkové délky

separa¢niho loze (kapilary) L (2).
—
E=" @

V elektroforetickém systému je pohyb nabitych ¢astic uréen vyslednici ptisobeni dvou
opacnych sil. Vyslednice je tedy dana elektrickou a frikéni silou. Elektricka sila Fe (3) ma
za nasledek pohyb nabité Castice ve vodivém kapalném prostfedi smérem k elektroddm
s opac¢nou polaritou. Velikost elektrické sily je definovana jako soucet naboje dané Céstice

g a intenzity vlozeného elektrického pole E.
Fop =qE 3)

Pohyb iontd je brzdén opacnou frikéni silou, kterd je dana Stokesovym zdkonem podle
vztahu (4). Frikéni sila Fyr je pfimo umérna velikosti naboje ¢astice (, viskozitou prostiedi

n ve které se Castice pohybuje a samotna velikosti ¢astice r.
Frp = 6101V, 4)

V rovnovazném stavu si budou tyto opacné orientované sily rovny (Fel = - Ffr) a vznik4 tak
ustaleny stav. V tomto rovnovazném stavu migruje nabitéd ¢astice v elektrickém poli danou
rychlosti podle vztahu (1). Elektroforeticka mobilita pep tedy mize byt definovana podle
vztahu (5) ktery zahrnuje fyzikalni vlastnosti castice, jako je velikost naboje iontl

g, a velikosti ¢astice (iontl) I a okolnim prostfedim n.

q
Uep = p— (5)

Velikost a tvar ¢astic se miize znacné liSit v disledku solvatace v daném kapalném prostiedi.
Pro zakladni teoretické vypocCty se vSak tato skutecnost zjednodusuje a uvazuje se tedy,

ze iont ma kulovity tvar o efektivnim poloméru r. Ze vztahu (5) plynou jisté obecné

16



pfedpoklady, nebot’ elektroforetickd mobilita pep je pfimo zavisla na velikosti naboje ¢astice
g a nepiimo zavisld na prosttedi n ve kterém se Castice pohybuje. Muzeme tedy
predpokladat, Ze ¢astice s velkym nébojem a malym polomér budou mit elektroforetickou
mobilitu zna¢n¢ vétsi. Naproti tomu Céstice, jejichz naboj je maly, ale polomér je vétsi budou
mit mnohem mensi pohyblivost v daném prostiedi. Také je znamo, ze viskozita prostredi
nje zavisla na teplot¢ T, muzeme tedy predpokladat, Ze s nartstem teploty se bude

elektroforeticka mobilita zvySovat, a tedy bude vétsi pohyblivost &astic®.

Z experimentalnich vysledki bylo zjisténo, Ze na pohyblivost castice ma vliv také
elektroosmoticky tok (EOF) a zavadi se tak tzv. zdanliva elektroforeticka mobilita pay (6),
ktera je vektorovym souctem elektroforetické mobility pep a elektroosmotické mobility peot

(vzniké v diisledku pravé zmitovaného elektroosmotického toku)®.

Hav = Hep T Heof (6)

Elektroforeticka mobilita jako takova vSak neni z fyzikalné-chemického hlediska
konstantou, a proto ji neni mozno vyuzit pro kvalitativni analyzu. Je tak zapii¢inéno
zavislosti elektroforetické mobility na mnoha parametrech separacniho systému. Jedna
se v8ak o veli¢inu, ktera umoznuje popsat selektivitu separace a studovanych latek, a kterou
muzeme vyjadiit jako podil elektroforetickych mobilit dvojice studovanych latek
uad up podle vztahu (7).

_ ta
@ Up (7)

2.1.1.2 Migracni ¢as

Zakladnim kvalitativnim parametrem elektromigracnich technik je migracni Cas tm, ktery
udava zavislost odezvy daného detektoru na Case. Jedna se tedy o dobu, kterou dany analyt
setrvava v separacnim lozi (kapilafe) od jeho naddvkovani az po jeho detekci. Migraéni Cas

tm je dan vztahem (8):

L

t = 8

HavU

Vztah pro migraéni Cas tm muzeme dale rozsifit a zahrnout do né&j jiz diive zminované
veli¢iny (9):

l L

t, = =
m (Hep +Heof)E (#ep"‘#eof) v

9)
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Ze vztahu (8) a (9) vyplyva, ze migracni ¢as tm je nepiimo zavisly na jiz definovanych
veli¢inach a pfimo zavisla na celkové délce separacniho loze (kapilary) L a jeji efektivni
délce | (délka, od mista nadavkovani po detektor). Efektivni délka kapilary | se shoduje
s celkovou délkou kapilary L naptiklad tehdy, je-1i detekce amperometricka nebo je kapilarni

elektroforéza spojena s hmotnostni spektrometrii (MS).

Z vyse uvedenych vztaht (8) a (9) je patrné, ze separaci lze ovlivnit délkou kapilary
a vlozenym separa¢nim napétim U. Separace jednotlivych latek bude tim rychlejsi, ¢im
budeme vkladat vyssi separacni napéti a zkracovat délku separacniho loze. Ze vztahu (9)
mizeme pozorovat, ze migracni ¢as zavisi také na elektroosmotické mobilité (ueof), tedy na
EOF vznikajicimu pfirozené v kapilare. Pokud dojde ke zvyseni elektroosmotické mobility,
dojde ke zkraceni doby analyzy. ZvySeni elektroosmotické mobility méa vSak za nasledek

soucasné snizeni selektivity nebo rozliSeni.

2.1.1.3 Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok, také oznacovan jako EOF (Electroosmotic Flow) je dal$im velmi
dilezitym transportnim jevem v elektromigracnich technikédch. Vznikd plsobenim
stejnosmérného elektrického pole a to na tzv. difuzni Cast elektrické dvojvrstvy na rozhrani
kapalné a pevné faze na vnitini sténé kapilary. Jedna se o fyzicky tok kapaliny v separac¢ni
kapilafe, ktery vznika po vlozeni stejnosmérného elektrického pole®. Elektricka dvojvrstva
vznika v dusledku selektivni disociace ionizovatelnych skupin nebo/a adsorpce jednoho
druhu iontil na vnitini st€nu kapilary. Disociaci nebo adsorpci jednotlivych iontl na vnitini
sténé kapilary vznika imobilizovana cast elektrické dvojvrstvy, tzv. Sternova vrstva.
Imobilizace je vysledkem elektrostatickych interakci mezi povrchovym nabojem kapilary
(napt. v piipadé nejcastéji pouzivané kiemenné kapilary jsou to silanolové skupiny) a ionty
s opa¢nym nabojem. Naopak v difuzni vrstvé zustava piebytek volného naboje a tato ¢ast

je diky slabsim interakcim pohybliva.

Na rozhrani Sternovy vrstvy a difuzni vrstvy vznikd potencidlovy rozdil, jehoZ c¢ést
vyskytujici se v difuzni oblasti se nazyva zeta potencial {. Elektroosmoticky tok tedy vznika
po vlozeni elektrického pole, kdy se pohybuje difuzni vrstva, a také diky silné solvataci iont
Vv roztoku uvnitt kapilary dojde k pohybu celého roztoku uvnitt kapilary. Na obrazku 1 je
zobrazen pohyb kladné nabitych solvatovanych kationtti smérem ke katod¢, ¢imz je vyvolan

elektroosmoticky tok za normalnich podminek. Elektroosmoticky tok z hlediska separace
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pusobi jako neselektivni sila a unasi stejnou rychlosti vS§echny pfitomné ionty. Muzeme tedy
fici, ze vyznamné ovlivituje dobu analyzy a u¢innost separace z hlediska vysledné migra¢ni

rychlosti sledovanych analytt.

Sternova vrstva

.0 o0~90 e
Difazni vrstva
o ®°c 0 ®0 o0 o

Separacni
prostredi

Diftzni vrstva

Elektrolyticka
dvojvrstva

Elektrolyticka
dvojvrstva
Sternova vrstva
Anoda Smer EOF » Katoda

Obrazek 1: Grafické schéma elektroosmotického toku v kifemenné kapilare. Prevzato

a upraveno®®,

Rychlost pohybu ¢astice analytu neboli mobilita, jak jiz bylo uvedeno ve vztahu (6)
je vektorovym souéinem elektroforetické mobility uep a elektroosmotické mobility
Heof. Pro rychlost EOF (veof) a jeji velikost plati vztah (10). V tomto vztahu rychlost EOF je
pfimo timérna elektroosmotické mobilité peof vztazené na jednotkovou intenzitu elektrického

pole E.
Veof = UeofE (10)

Elektroosmoticka mobilita je poté podle vztahu (11) pfimo umérna zeta potencialu
¢, relativni permitivité rozpoustédla (probihajici separace) &, a nepiimo umérna viskozité

prostiedi .

Heor = s (11)

4mn

Zeta potencial je ur¢en nabojem na vnitini stran¢ stény kapilary. EOF v klasické kfemenné

kapilate je siln¢ zavisly na pH roztoku, ve kterém je uskute¢néna separace. Tato skutecnost
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je zpusobena piitomnosti ionogennich zejména silanolovych (-Si-OH) a siloxanovych (-Si-
O-Si-) skupin s pKa ~ 3 na vnitini stén¢ kiemenné kapilary, které jsou siln¢ zavislé na pH

roztoku®?.

Rychlost EOF muzZe byt ovlivnéna n¢kolika zpisoby, mezi néz také patii vySe zminéné
hodnoty pH separa¢niho roztoku. Obecné lze fici, Ze s rostouci hodnotou pH se zvySuje
I rychlost EOF. Pti hodnotach pH v rozmezi 3-8 rychlost EOF roste. Pti hodnotach pH < 2 se
rychlost EOF limitné blizi nule, nebot” pouhé nepatrné mnozstvi silanolovych skupin je

disociovano®?.

Mezi dalsi moznosti ovlivnéni rychlosti EOF patii iontova sila elektrolytu. Iontovou silu
Ize zjednodusené vyjadiit vztahem (12), jako sumu soucinu Ctverce naboje iontu a jeho
koncentraci. Obecné 1ze opét fici, ze rychlost EOF roste se snizujici se hodnotou iontové
sily. Nizka hodnota iontov¢ sily, tedy nizka koncentrace iontl elektrolytu mé za nasledek

rozsifeni elektrické dvojvrstvy, a tedy také dochazi ke zvyseni zeta potencialu®®,

1

I=- o CiZf (12)

Rychlost EOF a tim také rychlost separace miZze byt dale ovlivnéna elektrickym polem,
teplotou a s ni spojenou viskozitou. Organicka rozpoustédla mohou také ovlivnit EOF,
prostiednictvim zmény permitivity prostiedi a zmény zeta potencialu. Mezi typicka

organicka rozpoustédla pouzivana v CE patii methanol a acetonitril'.

Dynamické pokryti kapildry, tedy uUprava vnitiniho povrchu kapildry je velmi castou
moznosti pro ovlivnéni EOF. Na vnitini povrch kapilary mohou byt adsorbovany nebo
navazany nejruznéjsi skupiny, napt. hydrofilni polymery, ¢imz dochazi k eliminaci
povrchového naboje’>!®. Pfidavkem tenzidu adsorbujicich se na vnitini povrch stény
kapilary se méni naboj vnitini st€ny kapilary. Rychlost EOF tak mize byt zvySena s pomoci
aniontovych tenzid, naopak zpomaleni EOF eventudlné jeho obraceni muze dojit

piidavkem kationtovych tenzidi do separa¢niho elektrolytu®’.

Velkou vyhodou EOF je téméf pravouhly rychlostni profil, a to v celém prifezu kapilary.
V tomto piipadé je pii elektromigracni separaci piispévek k disperzi zon analyth
zanedbatelny. Témét nulovy piispévek k disperzi zon je patrny tam, kde je elektroosmoticky
tok vyuzivan jako hybna sila mobilnich fazi, zejména u metody elektrochromatografické

a elektrokinetické chromatografie®!8:1°,
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2.1.2 MICELARNI ELEKTROKINETICKA CHROMATOGRAFIE

Mezi nejmladsi elektromigracéni techniky patii elektrokineticka chromatografie (EKC), ktera
byla objasnéna Terabem a spol. v roce 1984%°. V piipadé EKC jde o kombinaci principu
chromatografického, ktery zahrnuje distribuci analyzovanych latek mezi micelarni a vodnou
fazi v elektrolytu, spolu s pohybem danych fazi vuci sobé a principu elektroforetické
migrace nabitych analytii. Obecny princip EKC je zaloZen na rizné distribuci sledovanych
latek mezi tzv. separacni nosi¢ (separation carrier) také nazyvany jako (pseudo)faze
a elektrolyt (vodna faze), ve které je homogenné rozptylena (pseudo)faze?'. Mezi separaéni
nosi¢e muzeme zahrnout ty latky, které néjakym zplsobem interaguji s analyty, napf.
mikroemulze (olej ve vodé, v/V)?2, chiralni selektor (CS), nejéast&ji vyuzivané derivaty
nemodifikovany/modifikovany polymer?®, B-cyklodextrini (CM-B-CD)?, ¢&i protein®

a v neposledni fadé nano¢astice?.

Nejcastéji vyuzivanymi separa¢nimi nosi¢i vyuzivanymi v EKC jsou tenzidy a metoda
souvisejici s vyuzitim této (pseudo)fidze je oznacovana jako micelarni elektrokineticka
chromatografie (MEKC). Mechanismus separace pomoci MEKC je zaloZen na rozdélovani
sledované latky (analytu) mezi okolni prostiedi pufru a micelarni fazi dispergovanou

v pufru?’. Schéma separa¢niho mechanismu MEKC znazorfiuje Obrazek 2.

Lt
Voo @ ot
é a2 -
°
c = 2 d* - o
- - o =
“‘L
A
= - - -
& Molekula surfaktantu —» Elektroosmoticky tok
Rozpusténa latka <« Elektroosmoticky tok micel

Obrdzek 2: Schéma znazoriujici mechanismus separace MEKC. Prevzato a upraveno®.

Nejcastéji vyuzivanym tenzidem pro MEKC separace je dodecylsulfat sodny (SDS), ktery
ve vodném postiedi tvoifi negativné nabité micely. Podminkou kontinualniho separa¢niho
procesu je relativni pohyb (pseudo)fazi, ktery je vyvolan elektroosmotickym tokem,
definovany rychlosti veot. V opacném sméru se elektroforeticky pohybuji micely SDS, a to

rychlosti vep. Ve vysledku je smér pohybu obou fazi shodny, avsak s riznymi rychlostmi
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pohybu, nebot’ elektroforeticka mobilita micele vep je nizsi nez absolutni hodnota rychlosti

elektroosmotického toku veor. Tyto skutecnosti jsou také schematicky znazornény na

Obrazku 2.

V MEKC analyze je retence latek limitovana tzv. elucnim oknem. Elu¢nim oknem miizeme
rozumét rozdil mezi retenénim ¢asem markeru migrace micel (tm¢) a neutralnim markerem
EOF (to). Markerem pro samotné micely jsou vyuzivany siln¢ hydrofobni latky. Tyto latky
jsou zcela inkorporovany do micel a nemtize tak nastat situace, ze by jeden ze sledovanych
analyti mél vétsi retenéni Cas. NejCastéji vyuzivané markery micel jsou dodekafenon,

dodecylbenzen ¢&i Sudan 11128,

Pro vyjadreni Casu, ktery analyt stravi v separacni kapilate se v MEKC vyuziva reten¢niho
Casu tr, aby byla lépe vystizena kombinace chromatografického a elektroforetického
separacniho mechanismu. Separa¢ni mechanismus MEKC je ovliviiovan vlastni rychlosti
micel a smérem ¢i velikosti EOF puisobiciho na migraci micel (separa¢niho nosice). Jak jiz
bylo zminéno, retence latek je limitovana eluénim oknem, ohrani¢enym markerem EOF (to)
a markerem micel (tmc¢). Retenéni Casy vSech stanovovanych latek, analyti musi tedy nalezet

do tohoto elu¢niho okna (to < tr < tmc) jak miZzeme vidét na Obrazku 3.

Marker EOF
A Micela Analyt Voda
4 4
Davkovani Separacni kapilara Detekce
B EOF Analyt Micela
L 1 1 1 -
o to ta tme

Migracéni €as

Obrazek 3: Schématické zobrazeni elucniho okna normdalniho modu MEKC. Prevzato
a upraveno?,

K rozdilné rychlosti analyt vede rozdilnd afinita sledovanych latek vi¢i micelarni
(pseudo)fazi. Analyty jsou zpomalovany rozdilnymi zpétnymi pohyby micel. Obecné l1ze

fici, e se snizujici se afinitou k micelarni (pseudo)fazi je retence analyzovanych latek nizsi®.

22



2.1.2.1 Druhy tenzida

Tenzid je latka, ktera je schopna za danych podminek v daném prostiedi schopna vytvaret
supramolekuldrni tvary, tzv. micely po prekroceni kritické micelarni koncentrace (CMC,
mol/l). Micela je charakterizovana jiz zminénou CMC, ale také agrega¢nim cislem (AN).
Agregacni Cislo vyjadiuje, jaky pocet monomernich jednotek (tenzidl) vytvaii micelu.
Monomerni jednotky, tedy tenzidy jsou ve své podstaté latky slozeny z hydrofilni

a hydrofobni &asti, jak je jednoduse vyobrazeno na Obrazku 42°.

S ﬁ?’%ﬁ
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Hydrofébni skupina  Hydrofilni skupina

Obrdzek 4: Schématické vyobrazeni micely ve vodném prostiedi a jejich vznik z tenzidii *°.

K tvorb¢ a agregaci micel dochazi, pokud se koncentrace tenzidu ve vodném prostiedi blizi
nebo je vyssi nez hodnota CMC. Fyzikalné-chemické vlastnosti siln€ ovliviiuji tvorbu micel
v roztocich. Mezi tyto fyzikalné-chemické vlastnosti patfi napf. viskozita, iontova sila,
permitivita prostfedi, pH nebo teplota. Hodnoty CMC micel mohou byt ovliviiovany
nékolika parametry. Jako ptiklad mize byt uveden ptidavek organického rozpoustédla, ktery

hodnotu CMC zvysuje, poptipadé miize dojit k rozpadu micel®°.

Tenzidy mohou byt obecné rozdéleny do Etyt zakladnich skupin, mezi né€z patii kationtové,
aniontové, neiontové a zwitteriontové tenzidy. Zcela nejvice pouZivanym tenzidem

ve vodném prostiedi je SDS, ktery se zafazuje mezi aniontové tenzidy. Jeho hodnota CMC

je 8,1-10° mol/l a agregaéni ¢islo ma hodnotu 62 pro deionizovanou vodu pii teploté

25 °C %8,
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2.1.3 POKRYTI KAPILAR IONTOVYMI POLYMERY

Kapilarni elektroforéza (CE) se stala mocnym nastrojem k analyze biologickych vzorkl jako
proteintl a peptidi®®2. Nicméné v analyze proteinti (séra) pomoci CE byla pozorovana
vyznamna ireverzibilni adsorpce proteind na vnitini strané nepokryté kiemenné kapilary.
Mezi vnitini stranou kapildry a proteinem existuji Coulombické a/nebo hydrofobni
interakce. Je tedy tfeba minimalizovat adsorpci proteinu na vnitini sténu kapilary modifikaci

vnitini stény kfemenné kapilary.
Obecn¢ mizeme modifikace vnitini stény kiemenné kapilary rozdélit na nasledujici:

1) Dynamické pokryti pfidavkem kationtového/neutralniho modifikatoru do BGE 33,

2) Adsorpce kationtového modifikatoru na sténu kapilary trvale fyzickou adsorpci 36-%,

3) Zafixovéani hydrofilni vrstvy trvale kovalentni vazbou a/nebo zesitovanim 34,

Dynamické pokryti za pomoci modifikatoru je nevhodnou metodou hlavné pii vyuziti
kombinace CE-MS jelikoz ptitomnost nevodivych slozek v pufru miize zhorSit ionizaci

analyta*?,

Z tohoto divodu by byla vhodnéjsi trvala modifikace, avSak ani fyzikalni adsorpce ani
kovalentni vazba nejsou idedlnimi postupy. Fyzické adsorpce ma kratkou Zivotnost, zatimco
postup pokryvani je velmi snadny a vykazuje velmi dobrou reprodukovatelnost*®. Ne&které
Z kovalentnich vazeb a/nebo zesitovani naopak vyzaduje relativné komplikovany postup
pokryti vychazejicitho z rozmanitosti povrchu kiemennych kapilar. VyuZiti kovalentnich
vazeb a/nebo zesitovani ma za nasledek dlouhou Zivotnost diky napf. zesitovanému

dvouvrstvému pokryti.

Jednou z moznych stabilnich modifikaci je tzv. SMIL pokryti (SMIL — successive multiple
ionic-polymer layer), zalozené na jednoduchém procesu postupného vicenasobného pokryti
iontovymi polymery*. SMIL pokryti vzniki postupnym pokrytim vnitini stény kiemenné
kapiléary kationtovym polymerem, nasledované aniontovym polymerem, ktery se vaZe na jiz
navazany kationtovy polymer a na zavér opét pokrytim kationtovy polymerem, jak je
schematicky znazornéno na Obrazek 5. Pro SMIL modifikaci byl v nasem ptipad¢ vyuzit
dextran sulfat (DS) jako aniontovy polymer a Polybren (PB) jako polymer kationtovy.
K aktivaci silanolovych skupin pak byl vyuzit hydroxid sodny (NaOH).

SMIL pokryti kfemenné kapilary je tak velmi vhodnym zptisobem modifikace kapilary, a to
z divodu velmi jednoduchého postupu pokryvani, ktery tak muizeme ocekavat jako

alternativni postup pokryti pro kovalentni vazby.

24



Uginnost pokryti pomoci SMIL postupu je velmi zavisla na silanolovych skupinach, které
Jjsou na sténé kiemenné kapilary. Navazani PB vrstvy je hluboce ovlivnéno rozdilem v taveni
oxidu kiemicitého. Avsak diky velmi snadnému postupu pokryti kapilary je opakovatelnost
pokryti velmi dobré.

Stabilita SMIL pokryté kapilary je vyrazn€ lep$i ve srovnani Skonvencnimi PB —
modifikovanymi kapilarami. SMIL kapilara je tolerantni k organickym rozpoustédlim, 1M
NaOH, 0,IM HCI i aktivnim latkam. Vykazuje velikou zivotnost (az 600 analyz) diky

silngjsi interakci mezi PB a aniontovym polymerem nez interakci mezi PB a kapilarni

sténou®.

SMIL pokryté kapilary vykazuji vhodné vlastnosti pro CZE a MEKC analyzy. Kromé

proteinll byla prokazana pomoci CE-MS i efektivni analyza kationtovych latek.
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Obrazek 5: Schéma postupu SMIL pokryti. (a) aktivace silanolovych skupin, (b) prvni vrstva
pokryti kationtovym polymerem, (c) druha vrstva pokryti aniontovym polymerem, (d) treti

(konecna) vrstva pokryti opét kationtovym polymerem. Prevzato a upraveno z *4®.

25



2.1.4 KAPILARNI ELEKTROFOREZA A HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Detekce v CE je casto feSena on-column prostiednictvim optickych spektroskopickych
technik, jako je napt. UV detekce, nebo laserem indukovana fluorescence (LIF). UV detekce
je nejcastéjsi detekeni technikou pouzivanou ve spojeni s CE, protoze je jednoducha a Siroce
pouzitelna, ale postrada selektivitu a poskytuje pouze omezenou citlivost. LIF je mnohem
citlivejsi, avsak jeji pouzitelnost je omezena pritomnosti fluoroforu v molekule detekované
latky. Detekce hmotnostni spektrometrii (MS), kterd je v soucasné dobé jednou
z nejsilngjSich detektori pro separacni techniky kapalné faze, je ziejmou atraktivni

alternativou k uvedenym detektorim i v CE.

V roce 1987 bylo poprvé prezentovano spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni
spektrometrii s ionizaci elektrosprejem®. Vznikla tak zajimava kombinace dvou vysoce
vykonnych analytickych technik. CE, jak jiz bylo zminéno, poskytuje vynikajici separacni
ucinnost. Nicméne¢ diky kratké optické draze, kvuli malym kapilarnim pramé&ram, je citlivost
detekce niz$i, nez mohou dosahnout jiné separacni techniky. Na druhé strané, hmotnostni
spektrometrie s ionizaci elektrosprejem (ESI-MS), jak jiz bylo prokazano, poskytuji nizké
limity detekce a rychlé odezvy jako detektor pro kapalinovou chromatografii. Spojeni CE-
MS tak umoznuje separovat a detekovat latky i s relativné nizkymi detekénimi limity, a navic
umoziuje jejich identifikaci. Toto spojeni nabizi Siroké uplatnéni pifi analyze analytt
nejriznéjsi povahy od organickych molekul, anorganickych iontl, az po makromolekularni

systémy*’,

Spojeni CE-MS je specifické a je tedy potieba zvolit robustni a efektivni rozhrani. Pro toto
spojeni je tedy nutné, aby rozhrani a ioniza¢ni technika, které byly pouzity nesniZovaly

separaéni u¢innost CE a pfesto zcela vyuzili citlivost MS®,

2.14.1 Ionizac¢ni techniky pro spojeni CE-MS

Ionizaéni techniky, které jsou vyuzity pro spojeni CE-MS jsou shodné s ionizacnimi
technikami pro spojeni LC-MS. Tato skutec¢nost je dana diky skupenstvim studovanych
latek, nebot’ ionizace samotnych analytii probiha z kapalné faze*®. Oproti spojeni LC-MS,
ionizace spojeni CE-MS vyrazné zavisi na pouzitém separa¢nim mechanismu, jako je napf.
micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC) nebo kapilarni zonova elektroforéza
(CZE).
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Dnes nejb€znéjSim pouzivanym rozhranim pro ionizaci vySe zminénych spojeni jsou
chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a ionizace elektrosprejem (ESI), ktera
jsou souhrnné oznacovana jako ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure
lonization — AP1)*®. Vysledkem tzv. mékkého zptisobu ionizace je molekularni iont, ktery
diky nizké fragmentaci studovanych ionti nese hlavné¢ informaci o molekulové hmotnosti
detekovaného analytu. Mala nebo zadna fragmentace studovanych iontl mé za nésledek
neuplnou strukturni analyzu. Tuto skutecnost vSak muzeme vyfeSit pomoci kolizi
indukované disociace (CID) molekularniho iontu. Takto ziskané fragmenta¢ni spektrum

umoziiuje objasnit strukturu analyzovanych latek®?.

Mezi dalsi ioniza¢ni techniky, které je mozno vyuzit pro spojeni CE-MS jsou fotoionizace
za atmosférického tlaku (APPI)°2, desorpéni analyza elektrosprejem (DESI)®3, piima analyza

v realném ¢ase (DART)®* a ionizace laserem za ucasti matrice (MALDI)®.

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI)*® je vhodnym néstrojem pro ionizaci
i méné polarnich latek a povrchové aktivnich latek. APCI je vhodna pro spojeni s CZE-MS®
a MEKC-MS®. Mezi dalsi vyhodu APCI bezesporu patfi moznost pouziti béznych malo

tékavych pufra pro CE separace.

lonizace elektrosprejem

Ionizace elektrosprejem byla poprvé navrzena jako iontovy zdroj pro hromadnou analyzu
technika pro spojeni CE-MS®°. Proto Ize aplikace CE-ESI-MS najit ve vétsiné soucasné
publikovanych praci*"€%6!, ESI se fadi opét mezi mékké ioniza¢ni techniky, pfi nichZ téméf
nedochazi k fragmentaci. Toto spojeni je omezeno pouze na ionogenni a nabité molekuly,
avSak vtéto skupiné umoziiuje ionizovat molekuly od velmi malych molekulovych

hmotnosti aZ po vysokomolekuldrni polypeptidy a bilkoviny®®.

Spojeni CE-ESI-MS je zalozeno na principu ESI ionizace vyuZzivajici sprejovani kapaliny
vytékajici z kiemenné kapilary pres kovovou sprejovaci Spicku. Na konec sprejovaci Spicky
je vkladano vysoké napéti, zarovei je do této Casti pfivadén pomocny inertni plyn (nejcastéji
dusik). V prvni fazi ESI dochézi k odpatovani rozpoustédla a na konci sprejovaci $picky tak
dochazi k tvorbé nabitych kapiek s vysokou hustotou ndboje. Diky ptivadéjicimu

pomocnému, suSicimu plynu jsou takto vzniklé kapicky zmenSovany. lonty v kapicce
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na sebe navzajem pusobi tzv. elektrostatickou repulzi. Postupnym zmenSovanim nabité
kapicky nartistd povrchové napéti. Pokud pasobeni repulznich sil pfesdhne kritické hodnoty
povrchového naboje (tzv. Rayleightiv limit) dojde k expanzi nabitych castic, coz ma
za nasledek vznik mensich kapicek a v idedlnim ptipad¢ az k jednotlivym iontim Vv plynné
62

fazi*. lonty vplynné fazi vnikaji diky tzv. Coulombické explozi. Schéma vzniku

elektrospreje je znazornéno na Obrazku 6.
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Obrdzek 6: Schéma tvorby iontii v plynné fizi pomoci ionizace elektrosprejem®

Spojeni CE-MS je vsak komplikovano nekompatibilitou bézné pouzivanych zakladnich
elektrolytii CE ajejich prutokt. V ESIneni mozno vyuzivat pomérné koncentrované roztoky
pufri vyuzivajicich v CE, nebot’ by dochazelo ke snizeni nebo dokonce potlaceni ionizace
a také kontaminace samotného iontového zdroje. Pro spojeni CE-ESI-MS jsou vyuzivany

roztoky tékavych kyselin a jejich amonnych soli®*

2.1.4.2 Rozhrani spojeni CE-ESI-MS
Spojeni CE-ESI-MS disponuje né¢kolika problémy, mezi néz patii velmi nizky pratok
vychazejici kapaliny z CE kiemenné kapilary (nl/min) a nutnosti vytvofeni uzaviené¢ho

elektrického obvodu (separacni okruh).

Spojeni obou koncti kapilary se zdrojem vysokého napéti je v CE zajiSténo separacnim

okruhem. Separacni okruh je velmi snadno uskutecnitelny v ptipad¢ tzv. on-column detekce,
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pii nichZ jsou oba jeji konce kapilary ponofeny v elektrodovych nadobkach naplnénych
vodivym roztokem elektrolytu. Pfivod napéti je zabezpecen platinovymi elektrodami, taktéz
Vv elektrodovych nadobkach. Zna¢né komplikovangjsi feseni ma tzv. post-column detekce,
kdy je detektor zafazen az za konec kapilarniho loze. Timto typem detekce je napiiklad MS
ve spojeni s ESI, jak jiz bylo zminéno vySe. V ptipad¢ spojeni CE-ESI-MS je zapotiebi
uzaviit separacni okruh a dovolit tak na konci kapilary aplikaci napéti ke spravné funkci

elektrospreje. Uzavieni separaéniho okruhu miize byt zajisténo vhodnym rozhranim®.

Mezi dalsi komplikace tohoto spojeni patfi nekompatibilita objemového prutoku kapaliny
vychézejici z ktemenné kapilary CE do MS ¢asti. Pti spojeni CE-ESI-MS musi byt zajisténa
stabilita elektrospreje, aby tak mohlo dochézet na konci kapilary na tzv. sprejovaci kapilare
k ionizaci sledovaného analytu. Typickym pratokem kapalin pies sprejovaci kapilaru
v piipadé¢ ESI jsou desitky az stovky pl/min. Pii CE separaci je pratok pracovniho elektrolytu
v kiemenné kapilafe zajistén vyuzitim tlaku, ktery je aplikovan na vstupni konec kapilary

nebo vyuzitim EOF. V kiemenné kapilare je rychlost EOF fadové jednotky az stovky nl/min.

Pro feseni problému doprovazejici spojeni CE-ESI-MS jsou nejvice vyuzivany tfi druhy
rozhrani: (a) kapalinovy spoj (liquid-junction interface), (b) bez piidavné kapaliny

(sheathless), a () s ptidavnou kapalinou (sheath-flow)8:604948,

Rozhrani vyuzivajici kapalinovy spoj

V poslednich ¢tyfech letech malo vyvinuté a malo pouzivané rozhrani vyuZzivajici
kapalinovy spoj (liquid-junction interface) bylo navrhnuto E. D. Lee®. Princip kapalinového
spoje pro spojeni CE-ESI-MS je velmi jednoduchy. Je zde komurka naplnéna sprejovaci
kapalinou a do této komurky je vsunuta separacni kapilara, ktera je zde pferusena. Sprejovaci
kapalina je pod tlakem vhanéna pravée pies preruseni do kapilary. Zpétnému toku kapaliny
zabranuje zvySeni vstupniho tlaku pfi vstupu do separaniho prostfedi. V konecném
dusledku je optimalni konstrukce dosahnuto pouze za predpokladu, Ze je tlak v komirce se
sprejovaci kapalinou a vstupni tlak shodny®’. T-spoj mezi ESI emitorem a kapilarni CE je
vSak velmi konstrukéné naro¢ny. Rozhrani kapalinového spoje je vyuzivano pievazné
v mikro-CE-ESI-MS metodach, a to pro analyzy vzorkt v nejriznéjsich matricich, nejcastéji
poté v klinickych analyzach®®. Rozhrani kapalinového spoje je vyhodné hlavné pro svou

robustnost a relativné vysoky pomér signalu k sumu®.
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Rozhrani bez pridavné kapaliny
Prvnim rozhranim pro spojeni CE-ESI-MS bylo rozhrani bez ptidavné kapaliny (sheathless

interface) bylo publikovano Olivaresem a spol.*®

v roce 1987. V tomto ptipadé separacni
kapilara tsti pfimo do sprejovaci kapilary iontového zdroje. K vytvoreni separa¢niho okruhu
neni zapotiebi dalSich elektrolytii, nedochazi tak k zfed’ovani separovanych zén. Zted’ ovani
separacnich zon je vSak nevyhoda pii vyuziti dal§ich dvou druht rozhrani liquid-junction
a sheath-flow. Mezi dalsi vyhody rozhrani bez piidavné kapaliny bezesporu patii
opakovatelnost migracnich Casti stanovovanych analyti a vysokd citlivost. Toto rozhrani
vSak disponuje i zna¢nou nevyhodou, coz je nizky priitok elektrolytu kiemennou kapilarou
(fadoveé nl/min). Hrozi tak, Zze vznikly elektrosprej bude nestabilni a bude tak dochazet
k netiplné ionizaci®®. Rozhrani bez piidavné kapaliny je velmi vhodné ve spojeni s mikro

a nano-ESI, nebot’ dovoluje vyuZiti 1 méné te¢kavych ¢i dokonce net€kavych slozek BGE

k separaci a pritok kiemennou kapilarou zptisobeny EOF je pro danou aplikaci dostacujici’®.

Existuje $iroka Skala riznych typi rozhrani bez ptidavné kapaliny, vylepseni se témét vzdy
vztahuje k zakladnim charakteristikam jako je tvar sprejovaci $pi¢ky, vytvoreni elektrického
kontaktu, material zabezpecujici elektricky kontakt. Primér sprejovaci Spicky je snizovan,
aby bylo dosazeno stabiln¢jsiho elektrospreje a vyssi citlivosti. Zkoseni sprejovaci Spicky
je ziskavano zahtivanim a poté tvarovanim terminalniho konce kapilary CE. Elektrické

kontakty pak mohou byt vytvoieny nékolika zptisoby, které jsou shrnuty na Obrazku 7.
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Obrazek 7. Schéma vytvoreni elektrického kontaktu CE-ESI-MS bez pridavné kapaliny. (A)
natérové hmoty na emitoru Spicky, (B) dratek viozeny do Spicky, (C) dratek viozeny skrz
otvor Vv kapilare, (D) rozhrani s rozdélenym tokem a kovovym povlakem, (E) porovita, vryta
kapilarni stena v kovovéem obalu, (F) spojeni s kovovym obalem, (G) mikrodializacni spojeni

a (H) spojeni s vodivym emitorem $picky. Obrazek je prevzat *®.
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Snad nejvice rozsifenym typem pro vytvoreni elektrického kontaktu je potazeni vné¢j$iho
povrchu (nevodivého) emitoru $picky vodivym materialem, jako je zlato’?, st¥ibro’?, méd’”,
nikl™ nebo grafit”™, jak je znazornéno na obrazku 7A. Vodivy material na konci separa¢ni
kapilary je ponofen do BGE a je tak uzavien separacni okruh. Zaroven je tim i vloZeno napéti
na sprejovaci Spicku. Bohuzel, potazené hroty separacni kapilary maji kratkou zivotnost, a to
z diivodu vysokych elektrickych poli aplikovanych na kovovy povlak na S$picce. Toto
provedeni je mozno vyuzivat maximalné nékolik dni (1 h — 5 dni). Stabilita se mize zlepsit

piedb&znym opracovanim povrchu kapilary nebo michanim riiznych materiala do povlaku®™.

Alternativou K potazeni $picky kovovym materidlem je vlozeni elektrody (zlaty nebo
platinovy dratek) do kapilarniho kanalku a vytvoteni elektrického kontaktu. Je tieba pouzit
veétsi vnitini pramér kapilary a tenka dratkova elektroda muze byt vlozena do konce
kapilarniho kanalku®, jak je zndzornéno na obrazku 7B, nebo do malého otvoru vyvrtaného
v blizkosti konce kapilary’’, jak je znidzornéno na obrazku 7C. Pii téchto dvou konstrukcich
elektrického kontaktu vSak dochézi ke vzniku turbulence, kterd snizuje rozliSeni separace
CE. Také diky elektrolyze BGE miiZze dochazet ke vzniku bublin uvnitt kapilarniho kanalku

a tim k destabilizaci elektrospreje.

Dalsi moznou konstrukci pro vytvoreni elektrického kontaktu je rozdeleni toku kapaliny
z kapilary, ¢ast proudu kapaliny je tak v kontaktu s vnéjsim povrchem kapilary. Touto frakci
BGE je pak ptfivadéno napéti elektrospreje. Toto uspofadani je znamo jako rozhrani
rozdélenym tokem (split-flow) a je znazornéno na obrazku 7D. Déleni toku kapaliny
Z kapilary je dosazeno diky vyvrtanému otvoru nebo trhlince. Tato konstrukce je jedina
kapildra, kterd slouzi jednak jako separa¢ni komora, tak jako $picka elektrospreje’s. Vyhody
této konstrukce elektrického kontaktu jsou jednoduchost a robustnost a také bezesporu fakt,
ze nedochazi vlivem elektrolyzy BGE ke tvorbé bublinek na elektrodé. Mezi hlavni
nevyhodu této konstrukce patii vytvofeni reprodukovatelného otvoru nebo trhliny, které

poskytuji pozadovany pomér pro vytvoteni prutokové cesty pro déleni kapaliny.

Pro jinou konstrukci mize byt také vyuzita kyselina fluorovodikova k vyleptani casti
vnéjsitho povrchu kiemenného skla kapilary do okamziku, kdy se kapildrni sténa stane
porézni. Pfes tuto porézni ¢ast kapilary mohou poté prochazet malé ionty elektrolytu.
Elektricky kontakt této konstrukce je poté zajiStén pies kapilarni sténu, a to ponofenim
leptané ¢asti kapilary ve vyrovnavacim zasobniku’®, nebo vlozenim do kovového obalu
naplnéném tenkou vrstvou kapaliny®, jak je znazornéno na obrazku 7E. Opét nedochézi

k elektrolyze BGE v separacnim prostiedi. Rozhrani tohoto typu je docela uspésné, avsak
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vyuziti koncentrované kyseliny fluorovodikové ma za nasledek kiehkost naleptané casti

kapilary a také moznost interakci nékterych latek napt. peptidii se sténou kapilary.

V piipadé rozdélené konstrukce je kapilara rozdélena na dvé Casti, separacni ¢ast a emitér.
Kapilara a Spicka emitoru jsou uzce piipojeny dohromady, takze neni potieba zavadét dalsi
proud. Elektricky kontakt je ziskan spojenim dvou casti kapilary svorkou s kovovou
elektrodou. Takto vytvoiené kovové pouzdro je pfipojeno ke zdroji energie a uzavira tak
separa¢ni okruh. Na obrazku 7F je zobrazeno toto spojeni pomoci kovového obalu®. Takto
vzniklé spojeni je robustni a stabilni, avSak nevyhodou je mala reprodukovatelnost otvoru

mezi useky kapilary, které mize mit za nasledek rozmyvani zon.

2 uvedené na obrazku 7G.

Velmi obdobnou konstrukci je mikrodialyzaéni spojeni®
Za pomoci koncentrované kyseliny fluorovodikové je oblast emitéru leptana a tato Cast
kapilary se stava porézni. Diky tomu mohou ptes tuto ¢ast kapilarni stény prochazet malé
ionty, které tak zajist'uji uzavieni separa¢niho okruhu. Opét mohou byt zdiraznény vyhody
spojeni s touto konstrukci, jez jsou: jednoduchost vyroby a reprodukovatelnost vyroby,
Vv separacnim prostiedi nedochézi k elektrolyze BGE, a tak tvorbé bublinek a neni tfeba dalsi

upravy emitéru. V disledku vyuziti koncentrované kyseliny fluorovodikové v oblasti

emitoru je naleptana &ast kiehka®.

Zatim nejnov¢jsi konstrukcee a také jediné konstrukce rozhrani bez ptidavné kapaliny, ktera
je vyrabéna komeréné je zobrazena na obrazku 7H. Jedna se o konstrukci kdy je kapilara
rozdélena na dvé Casti, separacni Cast a emitér. Emitér je vyroben z vodivého materialu
a jedna se tedy o kovovou kapilaru. Tato konstrukce disponuje jistou stabilitou a robustnosti.
Z diivodu nestejnych pramért kapilar, na spoji kovové a kfemenné kapilary muize nastat

rozmyvani zon. Navic mize dochazet k elektrolyze BGE na rozhrani kapalina-kov®*.

Avsak design rozhrani bez ptidavné kapaliny, je rychle opoustén ve prospéch koaxialniho

rozhrani pomocné kapaliny, aby se zvysila stabilita a slu€itelnost parovych technik CE a MS.

Rozhrani s pridavnou kapalinou

Rozhrani s piidavnou kapalinou tzv. sheath-flow bylo poprvé predstaveno Smithem a spol.®°
a predstavuje nejbe&znéjsi pristup ve spojeni CE s ESI-MS. Tato konstrukce rozhrani vyuziva
dalsiho toku kapaliny znamé jako ptidavna nebo pomocnd, ktera se misi s pufrem CE pfi
jeho vystupu ze separacni kapilary. Pfidavna kapalina ma v této konstrukci nékolik uloh.

Prvnim z nich je vytvofeni elektrického kontaktu (vodivého spojeni) mezi elektrodou a BGE
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uvnitt kapilary, aby byly propojeny CE a ESI-MS procesy. Dalsi ulohou ptidavné kapaliny
je upraveni kompozice elektrolytu CE a vytvoreni stabilniho elektrospreje. Kromé toho
vranych stadiich CE-MS vyvoje byla vétSina rozhrani upravena tak, aby se vesli
do stavajiciho LC-MS zafizeni, které vyzaduje mnohem vys§i pratoky nez CE. Proto
muzeme fici, ze pridavna kapalina slouzi k navyseni priitoku kapaliny na urovni srovnatelné

s t¢émi v LC.

Nejbéznéjsi konstrukci tohoto rozhrani je koaxialni (souosé) uspotfadani s piidavnou
kapalinou schematicky znazornéného na Obrazku 8. Aktualn¢ dostupné komercéni CE-MS
rozhrani zaméstnava hned 3 trubice koaxidlné uspoiadany. Trubice nejvice ve stfedu je
separa¢ni kapilarou, ktera mirn¢ vycniva pted druhou trubici, kam usti piidavna kapalina.
Tteti, vnéjsi trubice dodava ptivod pomocného plynu, ktery prispiva ke zlepSeni sprejovaci

stability a odpafeni rozpoustédla z generované mikrokapky.

SméSovaci objem musi byt snizen na minimum, aby se zabranilo rozSifovani z6n pisobenim
difuze. To znamend, ze vzdéalenost mezi kapildrou CE a kapildrou ptidavné kapaliny by mé¢la
byt co nejkratsi.

Vodivé spojeni

Oblast promichani kapalin

Pomocna kapalina (Hl/min)  =——

Separacni pufr (nl/min) >

Pomocny inertni plyn —

Kovova kapilara
Kfemenna kapilara (CE)
Obrazek 8: Schéma rozhrani s pridavnou kapalinou ve spojeni CE-ESI-MS. Prevzato

a upraveno®,

V tomto nejb€znéjSim uspotradani neexistuje mrtvy objem, proto separace V samotné
kapilafe neni ovlivnéna dal§imi toky. Nicméné vyznamné priitoky piidavné kapaliny, které
jsou potiebné ke stabilnimu provozu, vedou k vyznamnému fedéni analyt. Také miize byt
vytvoten podtlak v disledku toku tekutiny kolem konce plasté kapilary, tzv. saciho efektu
pfidavné kapaliny, ktery mize vést k parabolickému profilu pratoku a tim snizeni

rozliseni®®8,



Pufry s vysokou koncentraci soli maji negativni dopady na G¢innost elektrospreje a fedénim
pufru ptidavnou kapalinou se stabilita spreje zlepsuje. Nicméné¢ v disledku zachovani
ucinné elektroforetické separace, ptidavna kapalina, ktera ptisobi jako vyrovnavaci, musi
také obsahovat elektrolyt. Volba koncentrace tohoto elektrolytu je kompromis mezi
ucinnosti separace (vysoce koncentrovany solny roztok) a ucinnosti rozprasovani (nizka

koncentrace soli)°.

Rozhrani s ptidavnou kapalinou vykazuje mén¢ ptiznivé detek¢ni limity nez rozhrani bez

ptidavné kapaliny (sheathless) &),

nicmén¢ velkou vyhodou tohoto rozhrani je
jednoduchost a reprodukovatelnost konstrukce za ucelem casté aplikace tohoto rozhrani

v CE-MS.

Komeréné dostupné rozhrani je v tzv. ortogonalnim uspotadani, kdy sprejovaci Spicka ESI
se vstupem do hmotnostniho spektrometru zaujima urcity uhel, zpravidla 90°, jak je
schematicky znazornéno na Obrazku 9. Vyuziti ortogondlniho zapojeni ma vyhodu na rozdil
od linearni geometrie spoje CE-ESI-MS, a to hlavné v zabranéni kontaminace iontového

zdroje jak ptidavnou kapalinou, tak také slozkami separa¢niho pufru.

CE kapilara pomocna kapalina

Vystup z CE
Pomocny - __Eom?cna
I — apalina
Pomocny plyn
VN
Vstup do MS
ESI sprej~ g
]
. % Susici plyn

i

+

Obrazek 9: Schéma pro ortogondlni usporadani CE-ESI-MS. Prevzato a upraveno °.
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2.1.4.3 Trojity kvadrupél

Hmotnostni analyzatory je hlavni ¢ast samotné instrumentace hmotnostni spektrometrie,
ktera zde vystupuje jako disperzni prvek. V hmotnostnim analyzatoru dochazi k déleni iontd
podle jejich hodnot m/z v zavislosti na ¢ase a prostoru. Tyto ionty jsou pfivadény z iontového
zdroje, kde dochazi k jejich samotnému vzniku. Mizeme zminit nékolik druhti hmotnostnich
analyzatort, které jsou vybirany pro ucely experimentu v zdvislosti na jejich cenovych

parametrech, ale hlavné pro jejich rizné principy mechanismu separace iontd.

Mezi zastupce hmotnostnich analyzatori mizeme zatradit magneticky/elektricky sektorovy
analyzator, ktery je nejstar§im typem analyzatoru. Dnes jiz se prakticky s timto hmotnostnim
analyzatorem nesetkame i ptes jeho moznost pracovat v relativné vysokém rozlieni. Mezi
dalsi analyzatory patii detektor doby letu (TOF). Zakladni princip detekce s vyuziti TOF
analyzatoru byl objasnén jiz roku 1946%'. Tontova past (IT) je analyzator zaloZen na principu
témét shodnym s kvadrupolovym filtrem. Dochazi zde vSak k uchovavani analyzovanych
iontli v RF kvadrupdlovém poli. Mezi nejmladsi typ hmotnostnich analyzatori patii orbitrap.
Princip orbitrapu byl patentovan az v roce 2004 i piesto, Ze objasnén byl jiz v roce 1996%,
lontové cyklotronova rezonance (ICR) je povaZovan za nejcitlivéj$i hmotnostni analyzator.
Principem hmotnostniho analyzatoru ICP je pohyb iontii v homogennim magnetickém poli

cyklotronové cely®®,

Princip kvadrupolového filtru je zalozen na oscilaci iontu, jeZ je pfiveden do stfedu
kvadrupolu. Tyto principy byly objasnény uz roku 1953%. Kvadrupolovy filtr je sloZzen ze
Ctyt shodnych paralelnich ty¢i kruhového prifezu. Na dvé protilehlé kovové tyce je vkladano
zaporné/kladné stejnosmérné napéti a zaroven je na vSechny kovové tyce superponovano

vysokofrekvenéni stfidavé napéti, které je fizové posunuto dle rovnice (13)°.
@, = (U + Vcoswt) (13)

V této rovnici vystupuje angularni frekvence w [rad/s] (o = 2mnv, kde v vystupuje jako
frekvence RF napéti), U jako stejnosmérné napéti (~ 500-2000), V vystupuje jako amplituda
radiofrekven¢niho (RF) napéti (-3000 az +3000 V) a t jako Cas.

Ionty analytd o ur€ité hodnoté m/z vznikajici v iontovém zdroji, jsou za pomoci iontové
optiky pfivadény do kvadrupodlového filtru. Ionty v kvadrupdlovém filtru jsou poté
ovlivilovany elektrickym polem a dochazi tak k samotné oscilaci sledovanych ionti. Aby
bylo dosazeno pohybu oscilujicich iontli az k samotnému detektoru, je tfeba dosahnout

stabilni drahy, a to pomoci dvou parametra — amplituda V a vlozené napéti U. Hodnoty
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U a V jsou ménény béhem skenovaciho moédu analyzatoru, a to vzdy tak, aby mezi nimi byl
udrzovan konstantnim pomér (U/V = konst.). Obecné to znamena, Ze pomoci zmén hodnot
U a V mohou kvadrupdlovym filtrem projit pouze ionty o urcité hodnoté m/z a zbylé ionty,
které nevyhovuji stabilni draze, a nemtize tedy dochazet k jejich prichodu, az k detektoru

jsou tzv. vybity na kovovych ty¢ich kvadrupolu. Schematicky mtzeme vidét na Obrazku 10

‘etektor

vystupni Stérbina

obé situace.

elektroda

‘ N\
o
vef

rezonancéni
ionty

ionty

nerezonancéni
ionty

vstupni stérbina

Obrdzek 10: Schématické zndzornéni kvadrupélového filtru a jeho mechanismu. Cervend
trajektorie znazornuje iont s vhodnymi hodnotami m/z, ktery je schopen projit az samotnému
detektoru. Modra trajektorie zndzornuje iont, ktery nevyhovuje stabilni draze, nema vhodné
hodnoty m/z a je tedy vybit na kovovych tycich kvadrupolového filtru. Obrazek prevzat

a upraven®?,

Kvadrupolovy analyzator je v praxi velmi hojné vyuzivajici hmotnostni analyzator, a to
zejména ve spojeni se separaénimi metodami. Zde je vyuzita jedna z hlavnich vyhod
kvadrupélu jako takového, a to je skenovaci rychlost. Kvadrupol nedisponuje velkou
rozliSovaci schopnosti, neni dostate¢na pro stanoveni elementarniho slozeni, ani pro zjisténi
pfesné hmoty. RozliSovaci schopnost se pohybuje v fadech jednotek az desetin m/z které

jsou dostacujici pro bézné aplikace.
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Tandemova hmotnostni spektrometrie

Tandemova analyza zahrnujici alespont dva stupné hmotnostni analyzy byla velmi hojné
vyuzivana pro strukturni analyzu. Mtzeme se setkat také s oznacenim MS/MS nebo MS".
Nejcastéji vyuzivany, a pro nasi praci zcela postacujici je tzv. trojity kvadrup6l (QgQ). Jedna
se o tf1 za sebou jdouci kvadrupolové analyzatory, které ndm umoziuji vyuziti tandemové
analyzy v Case. Principem QqQ jsou nejméné dva stupné¢ hmotnostni analyzy. Nejprve
Vprvnim stupni, tedy v prvnim kvadrupélu (Qi) dochazi k selekci daného iontu
(prekurzoru), poté ve druhém stupni dochazi k fragmentaci daného prekurzoru a jeho
pozdéjsi hmotnostni analyze. Prostfedni kvadrupol (q2), naplnén inertnim koliznim plynem
(napt. He), slouzi jako kolizni cela, zde dochazi k fragmentaci daného prekurzoru, a to
pomoci kolizi indukované disociaci (CID — collision-induced dissociation). CID je typ
fragmentacniho mechanismu, kdy je zapotiebi srdzek s molekulami plynu ¢i neutrdlnimi
atomy pritomnymi v kolizni cele (q2), aby vznikla potiebna energie a dochazelo tak ke
vzniku produktl (fragment). Vysledné fragmenty putuji do tfetiho kvadrup6lu (Qz) a zde
jsou analyzovany jako vzniklé produkty dle zvoleného skenu. Schéma trojitého kvadrupdlu
je zobrazeno na Obrazku 11. Dalsi velmi c¢astou moznosti tandemové hmotnostni
spektrometrie je kombinace zapojeni kvadrup6lu a TOF detektoru, které nese oznaceni

qTOF.

lontova

R (" | S — -

2N —
—“

fontovy zdra Al | || | ]
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l Kvadrupdl Q1 Kolnizni cela  Kvadrupdl Q3
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Obrazek 11. Schéma usporadani hmotnostniho spektrometru, v tomto pripade s vyuzitim

trojitého kvadrupélu. Prevzato a upraveno®.
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2.2 BENZODIAZEPINY

Benzodiazepiny (BZD) jsou psychoaktivni latky (drogy), které jsou bézné a Siroce
vyuzivany pro lé€bu mnoha onemocnéni a poruch. Chemicka struktura je zalozena na
diazepinovém a benzenovém kruhu. Obecna struktura benzodiazepinii je uvedena na

Obrazek 12.

Obrazek 12: Obecna struktura benzodiazepinii zaloZena na diazepinovém a benzenovém
kruhu.

BZD zesiluji ptisobeni neurotransmiteru GABA a vyuzivaji se tak zejména jako anestetika,
hypnotika, sedativa, antikonvulziva, a svalové relaxanty. Pro tyto vlastnosti jsou tyto latky
vyuzivany k l1é€bé Uzkosti, agitace, kieci, uzkosti, abstinencnich ptiznakd a akutni
epileptické zachvaty. BZD se tfadi mezi skupinu psychofarmak, ktera jsou velmi casto
pfedepisovana hlavné pro své rychlé a specifické uc¢inky. MozZzna 1 z tohoto diivodu se
setkdvame s ¢im dal Cast€j$im zneuzivanim a naduZivanim klasickych BZD a muZe tak vést

k zavislosti, toleranci nebo riiznym otravam®,

BZD tak mohou byt délena do tfi kategorii, na kratkodobé¢, stiednédobé a dlouhodobé
pusobici. Dlouhodobé plsobici BZD jsou pouzivany k l1écbé uzkosti, stiednédobé

a kratkodobé ptisobici BZD se uptednostiiuji pti 1€cbé nespavosti.

BZD jsou nebezpecné i svymi vedlej$imi u€inky, které jsou spjaty s jejich myorelaxacnimi
a sedativnimi u¢inky. Mezi vedlejsi G€inky patii hlavné nespavost a zavraté, muze se také
vyvinout deprese a ztrata kontroly. Mén¢ Casto se pak vyskytuji rozosteni vidéni, zmény
chuti, depersonalizace a noéni miry®®. Pokud se v§ak BZD zkombinuji s opiaty, alkoholem

nebo tricyklickymi antidepresivy jejich toxicita se vyrazné zveétsi®.
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2.21 NOVE SYNTETICKE BENZODIAZEPINY

V poslednich n¢kolika letech dochazi k nartistu poctu intoxikaci pomoci novych
syntetickych drog (new designer drug)®’. Po rozsifeni postupdi pro syntézu novych léki
a Iékovych skupin se tyto latky velmi rozsitili. V rané fazi vyvoje novych syntetickych drog

jsou jiz popsany dvé velké tridy latek, a to syntetické kathinony a syntetické kanabinoidy.

Syntetické kathinony patii do skupiny latek podobnych amfetaminu prodavany jako
,bathsalts« % Zatimco syntetické kanabinoidy patii do skupiny kanabinoidnich
antagonistil receptort, jejichz struktury jsou rizné od piirodnich kanabinoidt. Syntetické

kanabinody jsou prodavané jako tzv. bylinné smési ,,herbal mixtures:190-102

Béhem poslednich 5 let se na drogové scéné objevili také psychoaktivni latky — syntetické
benzodiazepiny (New Designer Benzodiazepine)!®1% DBZD maji velmi podobnou
strukturu jako bézné pouzivané BZD, ale nejsou vyuzivany k terapeutickym tc¢elim. Jednim
z prvnich neterapeuticky zneuzitych BZD byl pyrazolam'®. ZneuZivini DBZD sebou nese
znacné riziko nejen K vzniku zavislosti na téchto latkach, ale také ke vzniku vaznych
zdravotnich komplikacich a nasledkd, protoze toxikologie a farmakologie DBZD, na rozdil
od danych BZD pouzivanych k terapeutickym uceltim, hluboce popsany a prozkoumany. Je
tieba také poznamenat, ze DBZD mohou byt stejn¢ jako BZD zneuzity spolu s jinymi latky,
jako napf. etanol, CNS tlumici marihuanou a jinymi psychoaktivnimi latkami, které mohou

zesilit jejich nepfiznivy vliv na lidsky organismus.

Analyza klasickych BZD je zahrnuta v systematické toxikologické analyze (STA). Prvni
screeningova metoda je zaloZena na imunochemickych testech a poté nasleduje analyza
pomoci instrumentalnich metod (kapalinova chromatografie a plynovd chromatografie
spojend s hmotnostni spektrometrii, LC-MS, GC-MS) pro potvrzeni a kvantifikaci BZD
v biologickych tekutindch (sérum a moci). Diky strukturni podobnosti klasickych BZD
anovych syntetickych DBZD, imunochemicky screeningovy test mize vést K falesné
pozitivnim vysledkim. MiiZe se tak stat, napt. pokud jsou pfitomny DBZD ve formé
metabolitd (napt. glukuronidi), které jsou pfitomny ve vzorku mo¢il®. Imunochemické
stanoveni nedisponuje potencialem pro odliSeni klasickych BZD a DBZD, a proto je
potiebné pro toxikologick¢é a forenzni ucely, jakoZzto 1 pro toxikokinetické
a toxikodynamické studie selektivni separacni metody spojené s identifikaci a kvantifikaci

DBZD jako cilovych analytG®’.
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Ne¢kolik metod popisujici charakteristiku vybranych metabolitii studovanych DBZD byly
publikovany jiz dfive. LC-MS/MS a GC-MS metody spolu s nuklearni magnetickou
resonanci (NMR) byly vyuzity pro studium metabolismu flubromazepamu®, Vysledky
ukazuji, ze flubromazepam ma extrémné dlouhy polocas eliminace (vice nez 100 hodin).
Monohydroxylované, debromidované a monohydroxy-debromidované latky byly
identifikovany jako hlavni fdze metabolitu I a odpovidajici glukuronidy hydroxylovanych
latek jsou detekovany v moci jako fdze metabolitu II. Podobné charakterizace metabolitli
jinych studovanych DBZD in vitro (clonazepam, deschloroetizolam, flubromazepm,
meclomazepam) pomoci LC-MS/MS, GC-MS, NMR a infratervené spektroskopie byly

publikovany Hupertzem a spol.’®

. Typickd biotransformace uvedenych DBZD vede
k produkci mono- nebo dihydroxy- metaboliti. Dalsi prace zabyvajici se zneuzivanim
phenazepamu byla popsana Kriikkem a spol.!'®. Plynova chromatografie ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) umoziuje stanovit phenazepam Vv odebiranych

vzorcich mo¢i v prubéhu jednoho roku studia.

Prvni LC-MS/MS metoda pro simultanni toxikologickou analyzu jedenacti DBZD v moci
bylo publikovano Bergstrandem a spol.}'l. Separace pyrazolamu, declazepamu,
flubromazepamu, meclomazepamu, etizolamu, phenazepamu, nifoxipamu,
deschloroetizolamu, clonazepamu, flubromazolamu a flutazolamu byla provedena na UPLC
stroji s BEH fenylovou kolonou za pouziti elu¢niho gradientu. Celkova doba analyzy byla
pouhé 3 minuty. Hodnoty LOD studovanych DBZD byla od 1 do 10 ng/ml. Vyvinutd metoda
LC-MS/MS byla vyuzita na stanoveni zvolenych DBZD v mo¢i po enzymatické hydrolyze

bez jakychkoliv dalSich extrakénich kroki a krokti pro zakoncentrovani.

Mimo vySe uvedené prace publikované Bergstrandem a spol. dosud nebyla publikovana
prace zabyvajici se simultanni analyzou DBZD s pomoci elektromigracnich metod. Tato
diplomova prace pojednava o vyvoji analytické metody pro stanoveni a identifikaci
vybranych novych syntetickych benzodiazepini (Obrazek 13) s vyuzitim prave

zminovanych elektromigra¢nich technik.
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Obrdazek 13: Struktury studovanych novych syntetickych benzodiazepinii



2.22 ROZDELOVACI KOEFICIENT

Biologicka aktivita kazdého 1é¢iva obecné souvisi s jejich fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi, jako jsou distribu¢ni koeficienty (P, v logaritmickém métitku log P) mezi vodou
a nepolarni fazi. Log P se vyuziva pro kvantitativni vyhodnoceni schopnosti-propustnosti
bundéné membrany, toxicity a dalsim fyziologickym aktivitdim chemickych slou¢enin®'?.
Cim vy33i je hodnota rozdélovaciho koeficientu, tim vy3si je propustnost jednotlivych latek
ptes bunénou membranu. Hodnoty log P pro studované DBZD jsou stale nedostupné,
aproto je odhad téchto fyzikalné-chemickych hodnot vhodny nejen pro studium
farmakologickych a  toxikologickych vlastnosti, ale také pro vyhodnoceni
chromatografického chovani DBZD s obracenymi fazemi ve stacionarni fazi (SF). Stanoveni
hodnot Log P lze provést nékolika zpusoby a to konvenéni metodou (v dé€lici nalevce

13 Konvenéni

s naslednym spektrofotometrickym méfenim) nebo separaéni metodou?
metoda v délici nalevce je velmi ¢asové naro¢na a vyzaduje velké mnozstvi a Eistotu
studovanych latek. Vhodna metoda pro rychly, jednoduchy odhad hodnoty Log P vyuZzivajici
malé mnozstvi studované latky je micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC). Mezi
kapacitnim faktorem latky (k) ziskaného z experimentu MEKC mutizeme snadno vztahovat

hodnotu log P 114,
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3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1 MATERIAL A METODY

3.1.1 CHEMIKALIE A STANDARDY

Standardy syntetickych benzodiazepini: bentazepam, deschloretizolam, diclazepam,
etizolam, flubromazepam, flubromazlam, meclozepam, nifoxizepam, nimetazepam,
phenazepam a pyrazolam byly zakoupeny od firmy Chiron AS (Trondheim, Norsko).
Methanol (MeOH), acetonitril (ACN) a voda (vSechny kvality LC-MS) byly zakoupeny
u Firmy Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA). Kyselina fosfore¢na (> 95 %, w/v),
dodecylsulfat sodny (SDS, > 99%), trifluoroctova kyselina (TFA, 99 %, w/v), 1-chlorbutan
(99%) , kyselina mravenci (> 95 %, w/v), hydroxid sodny, terc-butylmethylether (TBMA),
tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), octan amonny (AA, 99, 99% + metals basis),
hexadimethrin bromid (Polybren, PB), dextran sulfat (Mr ~ 500,000, Leuconostop spp.),
benzen, toluen, ethylbenzen, propylbenzen, butylbenzen, 1-fenyl-1-dodekanon
(dodekanofenon) byly také potizeny u firmy Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA).
Butylacetat (pro HPLC, 99,7%) byl zakoupen u firmy Lachner (Neratovice, Ceska
Republika). Deuterované certifikované referen¢ni standardy: diazepam-D5, etizolam-D3,
phenazepam-D4 byli potizeny u firmy Sigma-Aldrich. Deionizovana voda (18 MQ cm ™)
byla ptipravovana pomoci purifikacniho systému Millipore (Millipore, Molsheim, Francie).

Pokud neni jinak uvedeno, vSechny chemikalie byly analytické Cistoty a vyssi.

3.1.2 INSTRUMENTACE

MEKC analyzy byli provadény vyuzitim kapilarniho elektroforetického systému Agilent
7100 s DAD detektorem, pracujicim v rozsahu vinovych délek 190-600 nm (Agilent
Technologies, Waldbronn, Némecko). CE-MS (NACE-MS) analyzy byli provadény taktéz
na kapilarnim elektroforetickém systému Agilent 7100 s DAD detektorem, avSak systém byl
navic spojen s trojitym kvadrupolem (QqQ) Agilent 6460 s ionizaci elektrosprejem (ESI).
Pfi analyzach CE-MS (NACE-MS) byla pomocna kapalina ptivadéna do nebulizéru
elektrospreje pomoci LC pumpy Agilent 1260 (Agilent Technologies, Waldbronn,
Némecko) vybavend délicem toku (1:100). Pro MEKC analyzy byly pouZzité nepokryté
ktemenné kapilary (MicroSolve, NJ, USA), pro CE-MS analyzy byly kiemenné kapilary
pokryty tzv. SMIL (Successive multiple ionic-polymer layer)*® pokrytim za pomoci
mikropumpy (New Era Pump System, Inc., Farmingdale, NY, USA). Pii extrakci
biologického materialu byla pouzita centrifuga (MiniSpinPlus,12x4g), prekoncentrator
LabEva (model VISIBLE) a ultrazvuk Elmasonic S 60 H (Elmasonic, Némecko).
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3.1.3 STANDARTNI ROZTOKY A PUFRY

Zasobni roztoky standardii studovanych syntetickych benzodiazepinli a deuterovanych
referen¢nich standardii benzodiazepini (etizolam-D3, diazepam-D5) byly pfipraveny
rozpu$ténim stanoveného mnozstvi kazdého standardu zvlast’ v methanolu, phenazepam-D4
Vv ACN, na finalni koncentraci 1 mg/ml a uchovavany pii -18 °C v chladicim boxu. Vzorky

urcené k analyzam byly pfipraveny smichanim standardi a naslednym fedénim vodou

(v ptipad& MEKC), nebo ACN (v piipadé NACE-ESI-MS a NACE-DAD).

Pro MEKC analyzy, které m¢li za kol stanovit rozd€lovaci koeficienty (Log P), byl zakladni
elektrolyt (BGE) ptipraven rozpusténim daného mnozstvi kyseliny fosfore¢né ve vodé
a naslednym titrovanim bylo pH pomoci 50% (m/v) hydroxidu sodného upraveno na

stanovenou hodnotu. Na zavér byly piidany SDS a 1-butanol do zékladniho elektrolytu.

Pro NACE-DAD analyzy byl zédkladni elektrolyt (BGE) pfipraven rozpusténim urcitého
mnozstvi octanu amonného v ACN. Pfed zapocetim analyzy byla do zékladniho elektrolytu
pfiddna kyselina trifluoroctovd (TFA). Pro NACE-ESI-MS analyzy, byl BGE pfipraven
shodnym zptsobem jako pro NACE-DAD.

3.1.4 PRIPRAVA SMIL POKRYTE KAPILARY
Pro NACE-DAD a NACE-ESI-MS analyzy byla pouzita pokryta kapildra vyuzivajici
postupného pokryti vrstvami iontovych polymert (Successive multiple ionic-polymer layer

— SMIL) podle nésledujiciho postupu®44°:

1) Nejprve byla kapilara promyta 0,1 M NaOH po dobu 30 min, poté byla promyta po
dobu 15 min deionizovanou vodou a 30 minut se nechala stat.

2) Nasledné byla promyta roztokem 5% (m/v) Polybrenu 30 minut, a opét se nechala
15 minut stat. Chemicka struktura Polybrenu je na Obrazku 14.

3) Poté byla po dobu 15 minut promyvana roztokem 3% (m/v) Dextran sulfatu, a opét se
nechala 15 minut stat. Chemicka struktura Dextran sulfatu je na Obrazku 15.

4) Nasledné byla opét promyta roztokem 5% (m/v) Polybrenu, po dobu 30 min,

5) Nakonec byla promyta po dobu 30 minut deionizovanou vodou.

45



CHq
CH,
N 28r
| N
CH, |
CH,
— -n

Obrazek 14: Chemicka struktura Polybrenu (hexadimetrin bromid).

Obrazek 15: Chemicka struktura sodné soli dextran sulfatu.

3.1.5 PODMINKY CE-DAD (MEKC) ANALYZ

V piipadé¢ pouziti DAD detektoru, méla kiemenna kapilara délku 48,5 cm (efektivni délka
byla 40 cm) a vnitini pramér 50 um (Microsolv Technology, Eatontown, NJ, USA). Kapilara
byla termostatovana na 25 °C a separacni napéti bylo +20 kV (rampa napéti 0,2 min).
Davkovani vzorku bylo provedeno hydrodynamicky tlakem 100 mbar po dobu 5 s. Vinova
délka pro detekci byla nastavena na 200 nm. Pied prvnim pouzitim byla kapilara promyta
0,1 M NaOH po dobu 30 minut, poté byla promyvana 30 minut deionizovanou vodou
a nakonec 30 minut zékladnim pufrem (BGE). Mezi kazdou analyzou byla kapilara promyta
0,1 M NaOH 2 minuty, deionizovanou vodou po dobu 2 minut a poté 2 minut pomoci BGE.
Na zac¢atku kazdého dne byla kapilara promyta 0,1 M NaOH, deionizovanou vodou a Cerstveé
ptipravenym elektrolytem, vzdy po dobu 15 minut. VSechna méteni byla provedena tiikrat,

pokud neni uvedeno jinak.
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3.1.6 PODMINKY NACE-ESI-MS A NACE-DAD ANALYZ

Pro NACE-ESI-MS experiment byla pouzita kapilara o celkové délce 60 cm s vnitinim
praimérem 50 um. Cast kapilary (cca 75% celkové délky) byla v kapilarni kazetd
termostatované na 25 °C. Zbyla ¢ast kapilary nebyla termostatovana a konec kapilary byl
vlozen do ESI nebulizéru. Davkovani vzorku bylo provedeno hydrodynamicky pii tlaku

100 mbar po dobu 5 s. Separa¢ni napéti bylo -20 kV (rampa napéti 1 min).

Optimalni ESI-MS podminky byly nasledujici: pomocna kapalina se skladala z 50:49,8:0,2
(v/vIv) smési methanolu, vody a kyseliny mravenci. Pritok pomocné kapaliny byl nastaven
na 6 pl/min. Sprejovaci napéti bylo +4 kV, pritok pomocného plynu (N2) byl 10 I/min, tlak
pomocného plynu byl 6 psi. Teplota v iontovém zdroji byla 250 °C.

Pted prvnim pouzitim byla SMIL kapildra pro NACE-ESI-MS a NACE-DAD kondiciovana,
10 minut deionizovanou vodou a 10 min zakladnim elektrolytem. Mezi kazdou analyzou
byla kapilara promyta 2 minuty pomoci BGE. Na za¢atku kazdého dne byla kapilara promyta
deionizovanou vodou a cerstvé prichystanym elektrolytem, kazdym po dobu 10 minut.

Vsechna méteni byla provedena tiikrat, pokud neni uvedeno jinak.

3.1.7 BIOLOGICKY MATERIAL

Pln4 krev byla centrifugovana pfi 5000 ot./min a takto ziskané sérum bylo obohaceno
pridavkem DBZD a deuterovanych IS. Extrakce analyti ze séra byla provedena nasledn¢:
ke 100 pl séra bylo ptidano 900 pl 50 mM Tris/CI pufru (pH 9.0) a 1000 ul 1-chlorbutanu.
Cela smés byla promichana v plastové mikrozkumavce. Rozdé¢leni vodné a organické vrstvy
bylo podpoteno centrifugaci pti 12 000 ot./min. Vzorky po centrifugaci byly uloZeny do
mraziciho boxu na -80 °C po dobu 10 min, kde doSlo ke zmrznuti vodné faze. Nezamrznuta
vrchni organicka faze byla odebrana a odpatena pfi laboratorni teploté pod proudem dusiku.

Poté byl odparek rekonstituovan ve 100 ul ACN a davkovan do kapilary.

47



4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. NACE-ESI-MS/MS

Byla vyvinuta, optimalizovana a validovana nova simultanni metoda pro separaci,
identifikaci a kvantifikaci skupiny deviti syntetickych benzodiazepint s vyuzitim NACE-
ESI-MS/MS. Separace probiha v20 mM octanu amonném v acetonitrilu s piidavkem
100 mM trifluoroctové kyseliny za pouziti SMIL kapilary s opaénym elektroosmotickym
tokem. Nize jsou uvedeny jednotlivé kroky vyvoje, optimalizace a validace nové metody

a zavérem jeji vyuziti na obohaceny vzorek séra.

4.1.1 VOLBA SEPRACNIHO ELEKTROLYTU PRO SEPARACI DBZD

Optimalizace slozeni pracovniho elektrolytu a separa¢nich podminek byla nejprve
provedena s vyuzitim systému CE-DAD. Tento pfistup byl zvolen pro rychlejsi optimalizaci
hlavnich parametrii separace pied prenosem (transferem) vyvinuté metody na CE-ESI-
MS/MS. Bylo mozno vyuzit instrumentaci s DAD detekei, diky skute¢nosti, Ze vSechny
studované DBZD absorbuji UV zéfeni. Studované separacni parametry zahrnuji rozliSeni
a selektivitu separacniho systému s prihlédnutim k pfiméfené dob¢ analyzy. Pti optimalizaci
sloZeni pracovniho elektrolytu bylo pfihlédnuto ke skute¢nosti, Ze pro spojeni CE s ESI-MS
je nutno vyuzivat té¢kavé slozky elektrolytu, coZ umoziuje ionizaci analytt elektrosprejem

bez vyznamného snizeni signdlu analytu pii detekci hmotnostnim spektrometrem.

Vzhledem k strukturni podobnosti DBZD s klasickymi BZD, lze vyvodit, ze zakladni
acidobazické vlastnosti DBZD budou obdobné jako u klasickych BZD. Ve vodném prostiedi
se DBZD chovaji jako velmi slabé kyseliny. Separace s dostate¢nym rozliSenim ve vodném
prostiedi, tedy za pouziti vodnych elektrolytl je bez pouziti aditiv nemozna. Alternativou
muze byt vyuzito mechanismu MEKC, kdy se jako aditivum vyuziva nejcastéji SDS, které
vytvaii tzv. micelarni fazi. SDS je vSak malo té€kavy tenzid, ktery neni vhodny pro spojeni
CE sESI-MS. Je zde mozZna kontaminace a znecisténi iontového zdroje netékavymi
micelami tenzidu, a také dochazi k potlaceni signalu méfenych analytd. Z tohoto hlediska
byla optimalizace separace studovanych DBZD provadéna v nevodném prostiedi, s vyuzitim
nevodnych elektrolyti (NACE-DAD).

Pro optimalizaci separace studovanych DBZD byly jako rozpoustédla vybrany ACN a sm¢s
ACN/MeOH pro pracovni elektrolyty obsahujici octan amonny (AA) a trifluoroctovou
kyselinu (TFA). Takto vytvofeny zakladni elektrolyt je t€kavy a optimalizované slozeni

pracovniho elektrolytu je vhodné pro transfer podminek na NACE-ESI-MS metodu. Jak jiz
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bylo uvedeno vyse, DBZD se ve vodném prostiedi chovaji jako slabé kyseliny. ACN je
aprotické rozpoustédlo, zatimco MeOH je polarni protické organické rozpoustédlo, diky
tomu se muze vliv samotného ACN nebo smési ACN/MeOH (9:1, 8:2, 6:4, 4:6, v/v) na
separaci znacné liSit. Nejenze rozpoustédlo ovlivituje acidobazické vlastnosti separovanych
DBZD, ale také solvataci analytd a elektroosmotickou mobilitu. Separace studovanych
DBZD v nevodnych pracovnich elektrolytech, kde jsou vyuzity ACN, MeOH, ptipadné
ruzné pomery koncentraci ACN a MeOH v nepokryté kiemenné kapilare, jsou velmi dlouhé.
Separa¢ni kapilara vyuZzivana pii analyze DBZD za pomoci CE-DAD je pfilis$ kratka pro on-
line spojeni s MS a doba analyzy by se tedy pii transferu metody jesté prodlouzila. Zkraceni
doby analyzy muze byt dosazeno zménou velikosti a sméru EOF. Zménou EOF neni
negativné ovlivnéna separace DBZD a nedochazi ke snizeni rozliSeni. Pro ovlivnéni EOF
bylo vyuZito nekovalentniho pokryti s vyuZitim iontovych polymerti — SMIL pokryti. SMIL
pokryti, vyuziva tii iontovych vrstev nabitych polymert (Polybren — Dextran sulfat —
Polybren), a ma charakter permanentniho, avSak nekovalentniho pokryti. Postup pokryti
vrstvami iontovych polymera (SMIL pokryti) je podrobnéji popsana v kapitole 3.1.4. SMIL
pokryti generuje anodicky EOF i v nevodnych pracovnich elektrolytech. DBZD migruji jako
kationty v opa¢ném sméru, proti sméru EOF, ale absolutni efektivni mobilita je nizsi nez
anodické elektroosmoticka mobilita za negativniho napéti. Doba analyzy s vyuzitim SMIL
pokryté kiemenné kapilary byla vyrazné krat$i oproti nepokryté kiemenné kapiléie.

Nasledujici optimalizace byly provadény jiz s vyuzitim SMIL pokrytych kapilar.

Na Obrazku 16 je zobrazen elektroferogram separace DBZD v 20 mM AA s piidavkem
100 mM TFA, kde byl vyuzit samotny ACN nebo smés ACN/MeOH (9:1, 8:2, 6:4, 4:6, V/V)
jako rozpoustédlo pracovniho elektrolytu. Nejlepsi separace, pokud bychom brali v potaz
pouze rozliSeni a selektivitu separace, bylo docileno ve smési ACN/MeOH (4:6, v/v) jakozto
rozpouStédla pro zakladni elektrolyt. S rostoucim mnozstvim MeOH (v/v) jakozto
rozpoustédla se znaéné prodluzuje doba analyzy. Pro nase ucely separace byl vybran ACN,
jez disponuje dostaCujicim rozliSeni a selektivitou a na rozdil od samotného MeOH,
respektive smési ACN/MeOH poskytuje pfizniv€jsi doby analyzy pro klinické

a toxikologické ucely.
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Obrazek 16: Elektroferogram NACE-DAD separace DBZD (10 mg/l) v pracovnich
elektrolytech s riiznym pomér koncentraci ACN/MeOH (vIV). Podminky: separacni elektrolyt
20 mM octan amonny s pridavkem 100 mM trifluorooctové kyseliny, U = -20 kV, davkovani
50 mbar/5 s, detekcni vinova délka 200 nm, SMIL pokryta kapilara.

V dal§im kroku byl sledovan vliv koncentrace AA v pracovnim elektrolytu pfipraveném
vV ACN. Studované koncentrace AA byly v rozmezi 5 az 20 mM. Vyssi koncentrace AA
nemohla byt studovéna, z divodu omezené rozpustnosti AA v ACN. Byl sledovan vliv
koncentrace AA v ACN za konstantni koncentrace 100 mM TFA. Obecné lze fici, ze
mnozstvi AA v pfipravovaném pufru mé znacny vliv na samotnou separaci DBZD. Na
Obrazku 17 miizeme pozorovat, Ze s rostouci koncentraci AA V pracovnim elektrolytu
dochdzi ke znacnému zlepSeni rozliSeni separovanych analyti. Tento d& vSak nastava na
ukor prodluzovani doby analyzy. Nejlepsi separaci poskytoval pracovni elektrolyt o sloZeni

20 mM AA v ACN s pridavkem 100 mM TFA.

50



|
y

|‘r| J L J L.Jﬂ\z'l‘ 'l‘ UL I

5 mM octan amonny v ACN

e = N w &

10 mM octan amonny v ACN

|
i \ "“'| A |
JU A fl\...d’u——...—-)' S\

Absorbance

L

15 mM octan amonny v ACN

I Ao oA
P4 UV | S | W S S

e o~ & =

20 mM octan amonny v ACN

1
v L——Ju—‘u__—-—f'l'_:' L A Aa
\

o 2 4 6 8

12 14 16

Migraéni ¢as [min]

Obrazek 17: Elektroferogram NACE-DAD separace DBZD (10 mg/l) s riznymi

koncentracemi octanu amonného v separacnim elektrolytu. Podminky: separacni elektrolyt

5-20 mM octan amonny v ACN s pridavkem 100 mM trifluorooctové kyseliny, U = -20 kV,

davkovani 50 mbar/5 s, detekcni vinova délka 200 nm, SMIL pokryta kapilara.

Kyselina trifluoroctova v zakladnim elektrolytu hraje roli kyselé komponenty pro

protonizaci studovanych DBZD. Nizs§i koncentrace TFA nevedou ke zlepSeni rozliSeni

separovanych DBZD, jak mtizeme vidét na Obrazku 18. Diky malému mnozstvi kyselych

komponent v zékladnim elektrolytu nedochazi k vyrazné protonizaci studovanych analytt

a nemuize tedy dochézet k dostatecné separaci. Vyssi mnoZzstvi ptidavku TFA do zakladniho

elektrolytu vede ke zkraceni ¢asu doby analyzy, coz by bylo vyhodné, pokud by zaroven

nedochdézelo také ke sniZzeni ucinnosti pikli pro vSechny studované DBZD.
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Obrazek 18: Elektroferogram NACE-DAD separace DBZD (10 mg/l) s riznymi
koncentracemi pridavku trifluoroctové kyseliny. Podminky: separacni elektrolyt 20 mM
octan amonny v ACN s pridavkem 10-200 mM trifluoroctové kyseliny, U = -20 kV,
davkovani 50 mbar/5 s, detekcni vinova délka 200 nm, SMIL pokryta kapilara.
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Elektroferogram separace studovanych DBZD za optimalizovanych separa¢nich podminek
ve 20 mM octanu amonném v ACN s pfidavkem 100 mM TFA a aplikovaném separa¢nim

napéti je vyobrazeno na Obrazku 19.
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Obrazek 19: Elektroforegram NACE-DAD separace DBZD (10 mg/l) s riznymi
koncentracemi pridavku trifluoroctové kyseliny. Podminky: separacni elektrolyt 20 mM
octan amonny v ACN s pridavkem 10-200 mM trifluoroctové kyseliny, U = -20 kV,
davkovani 50 mbar/5 s, detekcni vinova délka 200 nm, SMIL pokryti kapilary.

Vyvinutd separacni metoda vyuZzivajici DAD detektor miiZe byt potencialné€ vyuZita pro dalsi
ovéteni a screening pfitomnosti DBZD v riiznych materidlech distribuovanych v nelegalni
drogové scéné. Vyznamné omezeni NACE-DAD metody pro separaci a stanoveni DBZD

Vv biologickém materidlu je nizka koncentraéni citlivost DAD detektoru.

Pro identifikaci a kvantifikaci DBZD v biologickych materialech na koncentra¢ni Grovni
ng/ml je nejvice vyuzivanym detektorem MS, ktery je velmi piesny pii identifikaci a citlivé
kvantifikaci. Transformovana metoda CE-ESI-MS/MS miize byt do jisté miry alternativou
Kk dnes jiz velmi vyuzivané LC-ESI-MS metod¢. Pokud je ziskano pouze malé mnozstvi
biologického materidlu jako vzorku je dokonce vyvinutd metoda CE-ESI-MS/MS

vyhodnéjsi volbou.
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4.1.2 OPTIMALIZACE SEPARACNICH PODMINEK CE-ESI-MS/MS

Pomoci metody NACE-DAD byly ziskany optimalni podminky separacniho elektrolytu,
které byly transferovany a pouzity pro separaci studovanych DBZD v SMIL pokryté kapilaie
pomoci CE-ESI-MS/MS metody. Dale bylo potifeba upravit a optimalizovat n¢které dalsi
parametry z diitvodu charakteru spojeni CE metody s ESI-MS/MS instrumentaci. Pro spojeni
CE-ESI-MS/MS je nezbytna delsi kapilara, ktera v tomto piipadé byla 60 cm dlouha. Jak
bylo uvedeno vyse, SMIL kapilara generuje v nevodném prostiedi silny anodicky EOF.
Stabilita elektrospreje je rozhodujici pro dosazeni vysokeé citlivosti a reprodukovatelnosti
MS detekce. Byla testovana vhodnost pouziti SMIL kapiléary pro CE-ESI-MS/MS za pouziti
nevodného BGE. V obou ioniza¢nich mddech, kladném i zaporném, stejné jako v rozsahu
poméru m/z 50-3000 nebyla pozorovana zadna kontaminace iontového zdroje, nebot’ nebyly

detekovany Zadné piky pochazejici ze SMIL pokryti.

Na stran¢ ESI-MS/MS detekce bylo studovano hned nékolik parametra. Vliv sprejovaciho
napéti, teploty, pratoku a tlaku pomocného sprejovaciho plynu optimalizovana velikost
ploch pikli studovanych DBZD, stejné jako vliv pritoku a slozeni pomocné sprejovaci
kapaliny na odezvu jednotlivych separovanych DBZD. Cilem optimalizace vybranych
hlavnich parametrti bylo dosazeni co nejvyssi citlivosti. Souhrn optimalizovanych parametrii

ESI-MS detekce je uveden v Tabulce 1.

Tabulka 1: Souhrn optimalizovanych parametric MS detekce.

Slozeni pomocné sprejovaci kapaliny MeOH/voda/HCOOH (50:49,8:0,2, vIviv)
Pratok pomocné sprejovaci kapaliny 6 ul-min’

Sprejovaci napéti +4,0 kV

Tlak nebuliza¢niho plynu 6 psi (1psi = 6894,76 Pa)

Pritok nebuliza¢niho plynu 10 I'min?

Teplota susiciho plynu 250 °C

Detekéni mod MRM

Pii pouziti 20 mM AA v ACN s pfidavkem 100 mM TFA nebyly pozorovany zadné adukty
studovanych analyt. Studované DBZD byly detekovany jako protonované ionty [M+H]"
Vv kladném ioniza¢nim modu. V dal$im kroku byly optimalizovany MS parametry a to tak,
abychom ziskaly nejvy$si odezvu vSech moznych studovanych DBZD. Vliv

optimalizovanych parametri byly posuzovany pomoci ploch pika jednotlivych DBZD.
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SloZeni pomocné sprejovaci kapaliny mé pfimy vliv na u¢innost a stabilitu sprejovani.
Pomocna sprejovaci kapalina také hraje roli elektricky vodivé kapaliny pro elektroforetickou
separaci. Byly studovany pomocné sprejovaci kapaliny zalozeny na MeOH ¢i ACN a vody,
a to v riznych pomérech s pridavkem kyseliny mravenci (FA) nebo TFA. Vliv slozeni
pomocné sprejovaci kapaliny na plochu piku separovanych DBZD jsou znazornény na
Obrazku 20. Ob¢ studované pomocné sprejovaci kapaliny zalozeny na ACN v poméru
s vodou 50/50 a 80/20 (v/v) s pridavkem 0,5 % FA poskytuji nizsi plochy pikt a zhorSenou
opakovatelnost. Pomocna sprejovaci kapalina zalozena na smési MeOH a vody v poméru
50:50 (v/v) s ptidavkem TFA o koncentraci 0,1; 0,2 a 0,5 % (v/v) poskytuje niz§i hodnoty
ploch pikti studovanych DBZD. Pfi vzristajici koncentraci piidavku TFA muizeme
pozorovat snizeni ploch pikd. TFA musi spliiovat nutnou podminku elektrické vodivosti
a také prispiva k procesu protonizace (ionizace) analytii v ESI. Byla studovana pomocna
sprejovaci kapalina zalozena na MeOH v poméru s vodou 50:50 a 80:20 (v/v) s ptidavkem
kyseliny mravenéi o koncentraci 0,1; 0,2 a 0,5 % (v/v). Obecné lze fici, Ze pomocna
sprejovaci kapalina o slozeni MeOH a vody s pfidavkem kyseliny mravenci mé o néco vétsi
plochy piku nez totozné slozeni pomocné sprejovaci kapaliny s piidavkem kyseliny
trifluoroctové. Nejlepsi slozeni v zévislosti na nejvétSich plochach piku byla pomocna

sprejovaci kapalina ve slozeni MeOH:H2O:FA (50:49,8:0,2, VIVIV).
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Obrazek 20: Vliv slozeni pomocné sprejovaci kapaliny na plochu piku separovanych DBZD.
Slozeni pomocné sprejovaci kapaliny A.: ACN:H20 s pridavkem FA, B.: MeOH:H>0
s pridavkem FA a C.: MeOH:H>0 s pridavkem TFA.
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Jako jeden z hlavnich parametri MS detekce byl také sledovan vliv rychlosti pritoku
pomocné sprejovaci kapaliny na plochu piku a intenzitu signalu v rozsahu 2-10 pl/min
(ptirtstek rychlosti byl vzdy 2 ul/min). Nartst rychlosti pratoku, ktery byl studovan, byl
navySovan o 2 pl/min. Rychlost pritoku vrozmezi 2 a 4 ul/min nebyla dostacujici,
dochazelo Kk nestabilité proudu béhem analyzy, a s tim spojenou nestabilitou elektrospreje.
Vyssi pratoky pomocné sprejovaci kapaliny 8 a 10 ul/min zpasobuji zhorSeni
opakovatelnosti a snizeni ploch jednotlivych studovanych DBZD. Rychlost pritok pomocné

sprejovaci kapaliny s nejlep$imi odezvami byl 6 pl/min.

Mezi dale studované parametry patii vlivy prutoku, tlaku a teploty nebuliza¢niho
(zmlzujiciho) plynu. Rychlost prutoku nebuliza¢niho plynu byla studovana v rozsahu 5-15
I/min a tlak nebuliza¢niho plynu v rozmezi 5-15 psi. Obé hodnoty byly studovany
v zavislosti na intenzit¢ signalu studovanych analyti. Nejvyssi plocha pikt byla za
optimalizovanych podminek rychlosti pritoku zmlZzovaciho plynu 10 I/min s vyuzitim tlaku
plynu 6 psi. Teplota suSiciho plynu, parametru ovliviiujiciho desolvataci analytii v iontovém
zdroji, byla testovana v rozmezi 100-300 °C s nartstem po 50 °C. Plochy pikt studovanych
DBZD se zvysuji s rostouci teplotou susiciho plynu od 100 °C do 250 °C. Nejvyssi intenzity
signalu bylo dosaZeno pfi teploté susiciho plynu 250 °C. Poslednim studovanym parametrem

bylo sprejovaci napéti, jehoz optimalni hodnota je +4,0 kV.

Separované analyty byly detekovany za pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie. Pred
samotnou separaci pomoci MS detekce bylo tedy nejdiive nutné ziskat fragmentacni spektra
jednotlivych studovanych DBZD. Pro nalezeni optimdlnich hodnot kolizni energie
studovanych DBZD, deuterovanych IS a pro nalezeni hlavnich produktovych iontt, které
mohou byt pouzity pro kvantitativni a kvalitativni analyzu, bylo vyuzito pfimého nastiiku
do hmotnostniho spektrometru. K citlivé kvantifikaci a pro pfesnou identifikaci NACE-ESI-
MS/MS analyzy byl pouzit MRM (multiple reaction mode) mod. Kolizni energie byla
studovana v rozmezi 0-40 eV s nartistem 5 eV nasledujicim zptsobem: pro jednotlivé kolizni
energie byly vybrany spektra produktovych iontd s nejintenzivnéjSimi fragmenta¢nimi
pfechody. Nejvyssi intenzita produktovych iontli byla pozorovana pro kolizni energie
vrozmezi 20-35 eV. Fragmentace standardli ziskané ztéchto meéfeni byly fadné
vyhodnoceny a fragmenta¢ni ionty nejvyssi intenzity byly pouzity pro ucely kvantifikace.
V Tabulce 2 je shrnuta fragmentace DBZD, stejné jako fragmentacni ionty jako

kvantifikatory a kvalifikatory a dale optimalizovana kolizni energie a fragmentacni napéti.

57



Tabulka 2: Parametry tandemové hmotnostni spektrometrie pro vSechny studované DBZD
(n=5).

Prekurzorovy Produktovy Kolizni  Fragmenta¢ni Interni

DBZD iont iont * energie napéti standard
[M+H]" (m/z) [eV] M

Nimetazepam 296,0 250,1; 2211 25 135 IS1
Bentazepam 297,0 166,2; 241,1; 139,2 30 135 IS1
Deschloroetizolam 309,0 255,1; 280,0; 225,0 25 135 I1S1
Diclazepam 318,9 227.,0; 154,0; 220,1 30 135 1S3
Flubromazepam 332,9 226,0; 183,9 30 135 I1S1
Etizolam 343,0 313,9; 289,0; 259,1 20 110 1S2
Phenazepam 350,9 206,1; 185,9; 242,0 35 110 1S3
Pyrazolam 353,9 167,0; 206,0; 246,2 35 110 1S3
Flubromazolam 370,9 343,0; 292,1; 223,0 30 135 IS3
Diazepam-d5 (1S1) 290,0 154,0;198,1; 227,1 35 135 -
Etizolam-d3 (1S2) 346,0 317,0; 292,1 20 110 -
Phenazepam-d4 (1S3) 355,0 210,0; 246,1; 186,0 35 110 -

* Produktové ionty s nejvyssi intenzitou jsou potrzeny a byly vyuzity pro ucely kvantitativni analyzy. Ostatni

produktové ionty jsou vyuzity pro identifikaci.
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Rekonstruovany MRM chromatogram NACE-ESI-MS/MS separace standardni smési
studovanych syntetickych benzodiazepini za optimalnich podminek, které jsou shrnuty pod
Obrazkem 21. Vyvinutd metoda byla poté pouzita pro ucely separace, identifikace a také

kvantifikace DBZD v séru pro tcely objektivni intoxikace studovanych benzodiazepini.
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Obrazek 21: Rekonstruované MRM chromatogramy NACE-ESI-MS/MS separace standardii
(50 ng/ml) syntetickych benzodiazepinii. Podminky: separacni elektrolyt 20 mM octan
amonny v ACN s pridavkem 100 mM trifluoroctova kyselina, U = -20 kV, Ugsi = +4,0 kV,
davkovani 50 mbar/5s, T = 250 °C, pritok nebulizacniho plynu 10 l[/min, tlak nebulizacniho
plynu 6 psi, pomocna sprejovaci kapalina MeOH/voda/HCOOH (50:49,8:0,2, v/v/v), prutok
sprejovaci kapaliny 6 ul/min. 1 — diclazepam, 2 — phenazepam, 3 — flubromazolam, 4 —
etizolam, 5 — flubromazepam, 6 — nimetazepam, 7 — pyrazolam, 8 — deschloroetizolam, 9 —
bentazepam.
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4.1.3. VALIDACE

Optimalizovand NACE-ESI-MS/MS metoda byla dale validovana z diivodu potencidlni
aplikace v klinické ¢i forenzni toxikologii. Validace probéhla v oblastech selektivity,
citlivosti, pfesnosti, linearni kalibra¢ni kiivky, limity detekce (LOD) a limity kvantifikace
(LOQ), maticové efekty a extrakeéni vytéznosti podle standardl pro forenzni a toxikologické

analytické metody 11°116,

Selektivita byla testovana analyzou péti slepych vzorkt séra (bez drogy). V slepych vzorcich
séra nebyly pozorovany zadné interference v podobé endogennich analytt. Kalibra¢ni
zavislost a linearni dynamicky rozsah byly testovany v obohacenych vzorcich séra po LLE
upravé na koncentraénich hladinach 10-600 ng/ml (s vyjimkou pyrazolam, kde byla
kalibrace a linearita studovana v rozmezi 50 az 600 ng/ml). Byla pouzita Sestibodova
kalibra¢ni metoda, pticemz kazdy bod kalibraéni kiivky byl méten pétkrat. Piislusné rovnice
kalibracnich kiivek a jejich korela¢ni koeficienty byly vypoclitdny pomoci metody
nejmensich ¢tvercl. Linearita byla hodnocena pomoci koeficientu determinace (akceptacni
kritérium bylo 0,990) a pomoci F-testi. Odpovidajici regresni ktivky, koeficienty
determinace, hodnoty LOD a LOQ jsou shrnuty v tabulce 3. LOD a LOQ hodnoty byly
ziskany jako poméry signalu k Sumu S/N = 3, respektive S/N = 10.

Tabulka 3: Parametry linearity, LOQ a LOD hodnoty pro NACE-ESI-MS/MS metodu pro
obohacené vzorky séra bentazepamem, diclazepamem, etizolamem, deschloroetizolamem,

flubromazepamem, flubromazolamem, nimetazepamem, phenazepamem a pyrazolamem.

Linearni Regresni rovnice 2

dvnamicky (y = ax +b) Korela¢ni LOD® LOQ°®

Létka yro o Y y koeficient  (ug/m  (ug/m
z Smérnice (+ SD) Posunuti (+ SD) ) )
(1g/mli)

Nimetazepam 5-600 0,04508 + 0,0007  0,03211 +0,1865 0,9995 1,5 5,0
Bentazepam 5-600 0,03866 + 0,0002  0,27067 + 0,06648 0,9999 1,5 5,0
Deschloroetizolam 5_600 0,02524 £ 0,2797 —0,03178 £0,07942 0,9998 15 50
Diclazepam 5-600 0,01889 +£0,00064 0,25379+0,1817 0,9977 15 50
Flubromazepam 10-600 0,00926 + 0,00027 0,13168 +0,07568 0,9983 3,0 10,0
Etizolam 5-600 0,00959 + 0,00073  0,36642 + 0,20606 0,9992 1,5 5,0
Phenazepam 10-600 0,01703 £0,00121  0,2961 + 0,34451 0,9999 3,0 10,0
Pyrazolam 50-600 0,00531 +0,00103  0,1853 + 0,4579 0,9962 150 50,0
Flubromazolam 10-600 0,00384 +0,00017  0,09222 + 0,04954 0,9959 1,5 5,0

@ Sestibodova kalibra¢ni metoda, kazdy bod kalibra¢ni kiivky byl méfen 5

b LOD bylo odhadnuto v poméru signal-sum = 3

¢ LOQ bylo odhadnuto v poméru signal-Sum = 10

60



Spravnost (intra-day a inter-day) je vyjadifena jako hodnota opakovatelnosti migra¢nich
Cast a ploch pikd pro pét opakovanych méfeni koncentra¢nich hladin v jednom dni (intra-
day, INAD) a opakovana méfeni v 5 po sob¢ jdoucich dnech (inter-day, INED). Spravnost
(intra-day) byla studovana pomoci analyzy Sesti riznymi obohacenymi vzorky séra
obsahujici nizkou a vysokou koncentraci studovanych DBZD. Spravnost (inter-day) byla
studovana za pomoci 3 obohacenych vzorkii séra obsahujici opét nizkou a vysokou
koncentraci DBZD. Intra-day a inter-day spravnosti migra¢nich ¢asi a ploch pika jsou

shrnuty v Tabulce 4.

Tabulka 4: Hodnoty spravnosti intra-day a inter-day migracnich casii a ploch piki

studovanych DBZD v obohacenych vzorcich séra vyjadrené jako procento RSD hodnoty.

Koncentrace INAD" INED"
Litka (hg/ml) RSD RSD RSD RSD
migracni ¢as area migraéni cas area
) 20 0,3 3,5 0,6 12,3
Nimetazepam
200 0,8 7,5 6,4 8,7
20 0,9 71 2,9 18,3
Bentazepam
200 1,6 6,8 8,2 0,6
20 0,8 7,5 12 2,3
Deschloroetizolam
200 1,3 7,9 7,6 5,7
) 20 0,3 9,8 0,3 11,8
Diclazepam
200 0,7 4,4 2,1 6,7
20 0,5 37 0,7 13,6
Flubromazepam
200 0,9 53 6,3 74
) 20 0,5 6,0 0,8 12,8
Etizolam
200 0,8 59 59 10,8
20 0,3 6,1 0,6 94
Phenazepam
200 0,7 5,7 56 54
20 0,6 6,2 0,9 5,6
Pyrazolam
200 0,7 5,8 3,4 9,2
20 0,5 6,9 0,7 14,8
Flubromazolam
200 0,9 9,6 59 13,9

2 Spravnost Intra-day byla méfena analyzou Sesti riiznymi obohacenymi vzorky séra pro kazdou koncentra¢ni
uroven.
b Spravnost Inter-day byla méfena analyzou dvou obohacenych vzork séra (obsahujici 20 a 200 ng/ml DBZD)

davkované Sestkrat kazdy den po dobu péti dnd.

Spravnost inter-day a intra-day byly studovany ve dvou koncentra¢nich aurovnich (20 a 200

ng/ml) v obohacenych vzorcich séra. Ziskané hodnoty RSD migra¢nich ¢ast jsou V rozmezi
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0,3- 1,6 pro spravnost intra-day a v rozmezi 0,3-8,2 pro spravnost inter-day. RSD hodnoty
pro plochy pikti jsou v rozmezi 3,5-9,8 pro spravnost intra-day a v rozmezi 0,6-18,3 pro

spravnost inter-day.

Ve shodnych koncentra¢nich trovnich byly studovany také vytézky, matricni efekty
aucinnost. Stanoveni matricnich efekti umoznuje posouzeni spolehlivosti, citlivosti
a selektivity pfi vyvoji a validaci dané metody. Vysledky mohou byt nepiiznivé ovlivnény
nedostatkem selektivity, pro tandemovou hmotnostni detekci pfi ionizaci elektrosprejem,
zpusobené interferenci dalSich komigrujicich latek vyskytujici se v méfenych vzorcich,
»cross-talk™ efekty nebo pravé zminénymi matricnimi efekty. Postup a vypocet pro
vyhodnoceni téchto validacnich parametrii byly pfijaty z prace publikované Matuszewski
aspol. 118, Byly ptipraveny tfi sady péti standartnich vzork® a postup podle Matuszewskiho

byl aplikovéan nésledovné:

1) Byla provedena LLE extrakce vzorkli séra obohacenych standardy DBZD na
koncentra¢nich hladinach 20 a 200 ng/ml po extrakci (B)

2) Byla provedena LLE extrakce vzorku séra obohacenych standardy DBZD na
koncentra¢nich hladinach 20 a 200 ng/ml pted extrakci (C)

Nasledné byly porovnany vysledné plochy piktu (B a C) s plochami pikd za pouzZiti ¢istych
standardi o shodnych koncentracnich hladinach (A). Vysledky ziskany timto zpiisobem,
jakozto matriéni efekty (ME), vytéZnost (RE) ¢i ucinnost (PE) jsou ziskany diky

nasledujicim vzorctim (14,15,16)2:
ME (%) = B/A - 100 (14)
RE (%) = C/B - 100 (15)
PE (%) = C/A- 100 = (ME - RE)/100 (16)

Vyhodnoceni matri¢nich efekt na vysledky kvantitativniho stanoveni latek ¢i metabolitl
Vv biologickych tekutindch je dulezity, avSak casto ptehlizeny prvek validace metody.
Matri¢ni efekt je rozhodujici pro spolehlivé stanoveni farmakokinetickych dat (PK). Rozsah
matri¢nich efektil je zna¢né zavisly na mechanismu ionizace, extrakci identickych vzorki ¢i

chromatografickych podminkéch.

Ziskané hodnoty vytéznosti, matri¢nich efektd a i¢innosti jsou shrnuty v Tabulce 5.
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Tabulka 5: Vyteznost, matricni efekt a ucinnost studovanych DBZD (n = 5).

Latka Koncentrace Matriéni ? Vytéznost ? i .
(ng/ml) Efekt (%) Ucinnost
] 20 80,8 91,8 74,2
Nimetazepam
200 96,0 85,2 81,8
20 87,2 73,3 63,9
Bentazepam
200 95,4 87,9 83,8
) 20 103,4 70,0 72,4
Deschloroetizolam
200 93,2 87,3 81,4
. 20 88,3 67,5 59,6
Diclazepam
200 96,8 87,8 85,0
20 93,5 65,1 60,9
Flubromazepam
200 92,9 76,2 70,8
) 20 1154 76,7 88,5
Etizolam
200 93,9 84,3 79,1
20 88,8 92,8 81,1
Phenazepam
200 96,8 84,9 82,2
20 75,3 89,6 67,5
Pyrazolam
200 85,3 78,6 67,0
20 69,6 75,0 52,2
Flubromazolam
200 100 77,7 77,7

2 Matricni efekt vyjadien jako pomér stiedni plochy piku ptislusného DBZD obohaceného po extrakcei a stiedni
plocha piku standardu DBZD nasobeny 100.

b Vytéznost byla vypoéitdna jako pomér stfedni plochy piku piislusného DBZD obohaceného pied extrakci
a stiedni plocha piku prislusného DBZD po extrakci nasobeny 100.

¢ U¢innost byla vypodtena jako pomér stiedni plochy piku piislusného DBZD obohaceného pied extrakci

a stiedni plocha piku prislusného DBZD standardu vynasobena 100.

Vytéznost LLE extrakce byla ziskdna z porovnani ploch pik pro jednotlivé studované
DBZD po samotné extrakci a ploch pro jednotlivé studované DBZD pted samotnou extrakci

na shodnych koncentra¢nich hladinach (20 a 200 ng/ml).

Nebyly pozorovany zadné vyrazné Gcinky matri¢nich efektt (rozmezi 92,9-100 %) pro
vSechny studované DBZD pro vyssi koncentraéni hladinu 200 ng/ml. Bylo pozorované
zlepSeni ionizace pro etizolam a deschloroetizolam (hodnoty matri¢niho efektu je vyssi nez
100 %). Pro ostatni studované DBZD bylo pozorovano potlaceni ionizace (hodnoty
matri¢nich efektd v rozmezi 69,6-93,5 %) pro 20 ng/ml koncentrac¢ni hladinu. Pozorované
potlaeni ionizace pro niz§i pozorovanou hladinu je pravdépodobné zplisobeno

komigrujicimi matri€énimi komponenty v séru.
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4.1.1 APLIKACE VYVINUTE METODY NA MODELOVY VZOREK SERA

DBZD obdobné jako klasické benzodiazepiny jsou zndmy svou silnou vazbou na proteiny
krevniho séra. Pro extrakci DBZD z krevniho séra jakozto modelového vzorku byla pouzita
L-L extrakce za pouziti 1-chlorbutanu jako extrak¢niho rozpoustédla. Pouzitelnost vyvinuté
metody je demonstrovana na obohaceném vzorku séra po L-L extrakci. Rekonstruovany
MRM elektroferogram CE-ESI-MS/MS separace negativniho séra a obohaceného vzorku
séra po L-L extrakci za optimalnich podminek je zobrazen na Obrazku 22. V dobé¢ studia na

této diplomové praci nebyl dostupny skutecny realny vzorek.

Vysledky naznacuji pouzitelnost vyvinuté metody jako alternativniho ptistupu pro klinickou

a toxikologickou analyzu DBZD k nejpouzivanéjsi metodé LC-MS.
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Obrazek 22: Rekonstruované MRM chromatogramy NACE-ESI-MS/MS separace extraktu
sera obohaceného syntetickymi benzodiazepiny 10 (ng/ml) a extraktu slepého vzorku séra.
Podminky: separacni elektrolyt 20 mM octan amonny v ACN s pridavkem 100 mM
trifluoroctova kyselina, U = -20 kV, Ugsi = +4,0 kV, davkovadni 50 mbar/5s, T = 250 °C,
pritok nebulizacniho plynu 10 l/min, tlak nebulizacniho plynu 6 psi, pomocna sprejovacit
kapalina MeOH/voda/HCOOH (50:49,8:0,2, v/v/v), pritok sprejovaci kapaliny 6 ul/min.
1 —diclazepam, 2 —phenazepam, 3 — flubromazolam, 4 — etizolam, 5 — flubromazepam,

6 — nimetazepam, 7 — pyrazolam, 8 — deschloroetizolam, 9 — bentazepam.
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42 ROZDELOVACI KOEFICIENTY DBZD

Stanoveni hodnot rozdélovacich koeficientti (log P) metodou MEKC je zalozena na méfeni
kapacitnich faktord studovanych latek, které mohou byt vypocteny z jejiho retencniho ¢asu,
migra¢niho Casu elektroosmotického toku (EOF) a migra¢niho ¢asu micel podle rovnice
(17).

= el (17)
eof(l—t—r)

tmc

kde tr je retencni Cas studované latky, teor je migracni ¢as markeru elektroosmotického toku

(EOF) a tmc je migracni ¢as micelarniho markeru.

Nejprve byla provedena optimalizace separace DBZD pro MEKC. Byly optimalizovany: pH
zakladniho elektrolytu, koncentrace fosfore¢nanu sodného, koncentrace SDS a mnozstvi

butan-1-olu pro spravné rozliSeni analytu.

Vyhovujici BGE pro separaci studovanych DBZD byl 20 mM fosfore¢nan sodny pH 7,5
s 40 mM SDS a ptidavkem 7% (v/v) butan-1-olu. Tento BGE byl pouzit pro naméteni hodnot
log P studovanych DBZD v dalsim kroku. Elektroferogram separace studovanych DBZD
pomoci MEKC je zobrazen na obrazku 23. Stanoveni rozdélovacich koeficienti bylo
V tomto piipadé realizovano pro 11 DBZD (navic nifoxipam a meclonazepam, které byly

k dispozici dodatecn¢).
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Obrazek 23: Elektroferogram MEKC separace studovanych DBZD. Podminky: separacni
elektrolyt 20 mM fosforecnan sodny pH 7,5, 40 mM SDS a 7% (vIv) butan-1-ol, U = +20 kV,
injekce vzorku 100 mbar/5 s, vinova délka 200 nm.
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Pro zjisténi zavislosti mezi log k a log P za danych separa¢nich podminek, byly zméfeny
a vypocitany hodnoty log k pro sadu standardt (hydrofobnich latek), pro které je hodnota
log P zndm4 a tabelovana '7. Jako kalibracni slouceniny byly pouzity benzen, toluen,
ethylbenzen, propylbenzen a butylbenzen. Jako marker EOF byl pouzit methanol

a dodekanofenon byl vyuzit jako micelarni marker.

Ziskany linearni vztah a korelacni koeficient ve 20 mM fosfore¢nanu sodném pH 7,5

s 40 mM SDS a 7% (v/v) butan-1-ol je vyjadien rovnici (18):

logP = 1,257 logk + 2,052; R = 0,9996 (18)

Kromé studovanych syntetickych latek byly méfeny shodnym zpiisobem také nékteré
klasické benzodiazepiny (BZD) u nichZ jsou znamy hodnoty log P. Namétené hodnoty
log P pro klasické BZD jsou ve velmi dobré shodé¢ s publikovanymi hodnotami jejich
rozdélovacich koeficientd. Také experimentalné ziskané hodnoty log P studovanych DBZD
byly porovnany s vypocitanymi hodnotami pomoci softwaru ACDLabs. Vypocitané
hodnoty rozdé€lovacich koeficientii byly obecné€ nizsi nez experimentalné ziskané hodnoty
s vyjimkou bentazepamu. Korelace mezi experimentalnimi a vypoctenymi hodnotami log P
je relativné vysoka (R = 0,841). Experimentalné naméfené hodnoty log P klasickych
benzodiazepini (BZD) spolu s jejich publikovanymi hodnotami a experimentalné¢ naméfené
hodnoty log P pro studované DBZD spole¢né s vypoétenymi hodnotami jsou uvedeny
v Tabulka 66.

Tabulka 6. Experimentdlni odhady hodnot log P studovanych DBZD a klasickych BZD
(n=5).

DBZD log P+ SD Vypoétené log P = SD
Pyrazolam 2,26 + 0,04 1,35+1,12
Nimetazepam 2,66+ 0,03 *
Meclozepam 2,89 +0,03 *
Deschloroetizolam 3,03 +£0,02 2,47+1,42
Flubromazolam 3,17+ 0,02 2,29+ 1,15
Etizolam 3,23 +0,02 2,63 +1,43
Diclazepam 3,40 + 0,02 3,12+ 0,57
Flubromazepam 3,50+ 0,02 2,29 +1,15
Phenazepan 3,55+0,02 3,30+ 0,59
Bentazepam 3,68 £0,02 4,12+ 0,87
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BzD log P+ SD log P (literatura) 8
Bromazepam 2,60+ 0,03 2,05

Clomazepam 2,94 £0,03 2,41

Oxazepam 3,32+0,02 2,2

Midazolam 3,69 + 0,02 43

Alprazolam 3,07 +£0,03 2,12

Diazepam 3,38+ 0,02 2,7

Medazepam 4,05 +£0,02 4

* Kalkulace hodnoty Log P neni mozna z diivodu pfitomnosti nitro- skupiny ve sktruktufe.
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5. ZAVER

Vyvoj novych analyticko-toxikologickych metod s vyuzitim v klinické praxi je nezbytny.
Syntetické benzodiazepiny velmi rychle pronikaji na evropskou drogovou scénu a je tedy
nutné disponovat G¢innymi metodami jejich stanoveni v biologickém materialu. V tomto

kontextu byla vyvinuta nova selektivni metoda.

Metoda NACE-ESI-MS/MS je vhodna pro separaci, identifikaci a kvantifikaci syntetickych
benzodiazepini v séru. Pro tuto analyzu byl vyuzit t€kavy nevodny elektrolyt na bazi 20 mM
octanu amonného s pfidavkem 100 mM trifluroctové kyseliny. Pro analyzu byla vyuzivana
SMIL pokryta kapilara, kterd generuje silny anodicky elektroosmoticky tok a urychluje tak
samotnou separaci za predpokladu uspokojivého rozliSeni a Uc¢innosti. Byly studovany
a hodnoceny podminky separace a detekce, tak aby bylo dosazeno co nejlepsich vysledki
Vv oblasti selektivity, rozliSeni a odezvy detektoru. Jako extrakéni ¢inidlo pro piecisténi
a extrakci vzorku pomoci L-L extrakce byl vyuzit 1- chlorbutan. Ziskané hodnoty limiti
detekci jednotlivych syntetickych benzodiazepinti jsou srovnatelné s LC-ESI-MS analyzou
a jsou v fadech ng/ml. Vyvinutd metoda NACE-ESI-MS/MS slouzi jako G¢inna alternativa
pro klinicko-toxikologickou a forenzni analyzu nejpouzivanéjSich chromatografickych
metod. Navic ndmi vyvinutd metoda vykazuje lep$i rozliSeni pouze s mirnym prodlouzenim

doby analyzy oproti LC-MS metodé.

Mimo jiné byla také vyvinuta a optimalizovana metoda separace syntetickych
benzodiazepinii pomoci MEKC-DAD. Tato vyvinuta metoda byla vyuZita pro stanoveni
hodnot rozdé€lovacich koeficientd jednotlivych studovanych benzodiazepinl. Pro separaci
a analyzu studovanych DBZD byl vyuzit elektrolyt 20 mM fosfore¢nan sodny o pH 7,5
s 40 mM SDS a piidavkem 7% (v/v) butan-1-ol. Experimentalné ziskané hodnoty byly dale

srovnany s hodnotami teoreticky vypoctenymi.
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6. SUMMARY

The development of new analytical toxicological methods for use in clinical practice is
necessary. Synthetic benzodiazepines are rapidly invading the European drug scene;
therefore, it is essential to create new effective methods for their determination in biological

matrices. In this regard, a new selective method was developed.

The NACE-ESI-MS/MS method is suitable for the separation, identification and
quantification of synthetic benzodiazepines in serum. A volatile non-aqueous electrolyte
composed of 20 mM ammonium acetate with an addition of 100 mM trifluoroacetic acid
was used for the analysis. The analysis was carried out using a SMIL surface modified
capillary, which generates a strong anodic electroosmotic flow and therefore accelerates the
separation, assuming the resolution and efficiency are suitable. The separation and detection
conditions were studied and judged in order to achieve the best selectivity, resolution and
detector response values. 1-chlorobutane was used for sample purification and the L-L
extraction. The acquired detection limits of the individual synthetic benzodiazepines, being
ng/ml, are comparable to an LC-ESI-MS analysis. The developed NACE-ESI-MS/MS
method acts as an effective alternative to the most commonly utilized clinical toxicology and
forensic chromatographic methods. In addition, this method exhibits better resolution with

only a slight extension of the analysis time, compared to an LC-MS method.

Moreover, a MEKC-DAD method for the separation of synthetic benzodiazepines was
developed and optimized. This method was used for the determination of the partition
coefficients of synthetic benzodiazepines. An electrolyte consisting of 20 mM sodium
phosphate, pH 7.5, and 40 mM SDS with an addition of 7% (v/v) butane-1-ol was used for
the separation. The experimental values were compared to theoretical values.
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