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1. UVOD

Uz od nepaméti jsou navykové latky znamé lidem pro své stimulacni
nebo halucinogenni u¢inky. Do navykovych latek fadime jakoukoliv chemickou
slouCeninu, jez pii opakované expozici vyvolava psychickou nebo fyzickou zavislost.
V organismu navykové latky napodobuji Uc€inek neurotransmiterti a tim zpUsobuji
biochemickou odezvu. Zavislost je charakterizovana zménami v chovani a potfebou
latku opakované uzivat. Psychicka zavislost se projevuje nutkavosti k dalSi davce
s védomim, Ze po jejim podani se dostavi pozadovany ucinek. Z nedostatku této latky
se poté dostavuji fyzické ¢&i psychické projevy, zptisobené postupnou adaptaci
organismu, tudiz vznikem zavislosti.

Kwvli vedlejsim negativnim a¢inkiim se uzivani navykovych latek stalo ilegalni.
Lidské snaha obejit tento zakon vedla ke vzniku syntetickych drog, ve svéteé zndmych
jako tzv. ,,new designer drugs®. Do této skupiny patii napt. velmi rozsifena extaze, tedy
3,4-methylendioxymetamfetamin (MDMA), 1-(3-trifluorometylfenyl)piperazin, N,N-
dimetyltrypt-amin aj. Tyto latky vznikaji modifikaci jiz existujicich drog, z ¢ehoz
vyplyva, Ze jiz obvykle nejsou nadale pod statnim dohledem. Narustajici mnozstvi
novych syntetickych drog zpiisobuje nedostatek znalosti o jejich toxicité a ucincich,
C0Z je Cini velice nebezpecnymi. Problémem je také Spatna prikaznost syntetickych
drog v pfipad¢ diagnostiky stavu pacienta, dulezitou pro poskytnuti 1ékairské péce.
Jetedy velmi dalezité drzet krok s rozvijejicim se drogovym trhem a zajistit
tak odpovidajici analyticko - chemicky pokrok pfi pritkazu a stanoveni téchto latek.

Cilem této prace je vyvinout metodu spojenim kapilarni elektroforézy
a hmotnostni spektroskopie, aplikovatelnou pro separaci nové se objevujicich

syntetickych piperazinovych drog.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Syntetické drogy - piperaziny

Syntetické drogy, ve svété znamé jako ,,new designer drugs nebo také rekreacni drogy,
jsou nejvice bézn¢ uzivané drogy. Tento problém je nejvice rozsifen u mladych lidi,
obzvlasté v taneénich klubech. Tzv. ,,new designer drugs“ jsou heterogenni skupinou
psychoaktivnich latek, ziskanych modifikaci chemické struktury urcitého ptirodniho
produktu nebo jiz existujicich drog. Podle chemické struktury je muzeme délit do

nasledujicich skupin [1]:

e Piperaziny — napft. benzylpiperazin (viz Obr.1a), trifluorometylfenylpiperazin
(viz Obr. 1b)

e Fenylaminy — napt. amfetamin (viz Obr. 1e), benzodifuran, kathinon

e Tryptaminy — napi. dimethyltryptamin, metyltryptamin, tryptamin (viz Obr. 1f)

e Piperidiny a ptibuzné slouceniny — napt. desoxypipradol, difenylprolinol

2.2 Piperaziny

Tyto novée objevujici se syntetické drogy mohou byt rozdéleny do dvou skupin.
Prvni skupinou jsou benzylpiperaziny, kam fadime napiiklad N-benzylpiperazin a jeho
metylendioxidové analogy. DalSi skupinou jsou fenylpiperaziny, zahrnujici
chlorofenylpiperaziny, trifluorometylfenylpiperaziny a metoxyfenylpiperaziny [1].
Na trhu jsou zminéné latky prodavany jako extaze nebo pod nazvy jako jsou Rapture,
Frenzy, Bliss, Charge, Herbal ecstasy, A2, Legal X a Legal E. K dostani jsou ve formé
kapsli, tablet, ale i ve formé kapalné [1].

I kdyZ jsou piperaziny povazovany za nové se objevujici drogy, jejich prvni
vyskyt se objevil uz vroce 1996 v USA. Za tu dobu si piperaziny ziskaly reputaci
bezpe¢nych drog, i kdyZ jsou znamy ptipady, kdy doslo k velmi akutni intoxikaci [2].
Puvodni vyuziti piperazini byla 1é¢ba stfevnich paraziti ve veterinarni farmakoterapii,

kde se vyuZivaji dodnes [3].
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Obr. 1 Piiklady vybranych chemickych struktur rekrea¢nich drog.



Utinky syntetickych drog odvozenych od piperazini jsou v literatuie
popisovany jako velmi podobné amfetaminim a MDMA. Uzivatelé piperazinli popisuji
mezi hlavni ucinky pocit pfehnané sebeduvéry, zvySena ostrazitost, euforic a nahly
piisun energie. NejcCast&j$i soucasti prodavanych tablet je benzylpiperazin (BZP)
kombinovany s trifluoromethylfenylpiperazinem (TFMPP). Pomér BZP/TFMPP
se pohybuje mezi 2:1 az 10:1 v zavislosti na pozadovanych t¢incich. Jedna tableta muize
obsahovat 70 — 250 mg piperazint. Kvuli strukturalni podobnosti BZP s piperidinem,
ktery je soucasti alkaloidu v pepii, se tablety n¢kdy oznacuji jako tzv. ,herbal highs"
nebo ,,legal highs“. To je také jeden z mylnych divodd, pro¢ maji piperaziny povést
bezpe¢nych drog [4]. Klinické studie prokazaly, Ze mezi bézné symptomy
pii ptredavkovani patii naptiklad zvraceni, bolest hlavy, zmateni, pocit tzkosti, zvySeny
tlak. Jsou ale také popsany ptipady, kdy doslo az k zachvatiim nebo ztrat¢ védomi [5].

Z chemického hlediska jsou piperaziny slabé baze a diky dvéma
protonizovatelnym dusikiim maji dvé hodnoty pK,. Dvé vazby N-H zvysuji polaritu

dané struktury a zptusobuji i dobrou rozpustnost ve vod¢.

2.3 Metabolismus

Metabolickad draha je sled enzymovych reakci, které vedou k tvorbé uréitého
produktu. Meziprodukty a produkty drah jsou oznacovany jako metabolity. VSechny
metabolické drahy v organismu jsou regulované enzymy. Aby enzym mohl byt aktivni,
musi byt ve spojeni s dalSimi molekulami — kofaktory. Kofaktorem mohou byt napf.

kovové ionty (Zn*), a nebo organické molekuly znamé jako koenzymy (NAD™) [6].



Absorpce

Latka .
K Distribuce > Eliminace

o, Metabolism ..
‘(’fj, UloZeni

Obr. 2 Schéma zachycujici cestu latky organismem. Pfevzato a upraveno z [7].

Vstup syntetickych drog do organismu se uskuteciiuje nejcastéji peroralné. Latka
se dostane pfes dutinu Ustni, jicen, zaludek az do stfev, kde dochazi k jejimu vstiebani.
Nekteré latky ale mohou byt vstiebavany uz napt. ze slin, sliznice jicnu nebo zaludku.
Vstiebavani latky zavisi na jejich fyzikaln¢ - chemickych vlastnostech, piedevsim
na ionizovatelnosti a lipofilité, a také na vlastnostech okoli (napt. pH Zaludec¢nich $t'av).
V ptipadé¢ hydrofilni, polarni nebo ionizované absorbované latky, dojde k jejimu
pievaznému vyluovani ledvinami v nezménéné formé. Lipofilni latky jsou nepolarni
a dobfe rozpustné v tucich. To znaci jejich dobrou prostupnost bunéénou membranou,
a tudiZ podléhaji extenzivnimu metabolismu. Po absorpci latky dochazi k jeji distribuci
krevnim ob&hem a je bud’ metabolizovana, nebo se dostane az do mozku, kde interaguje
S receptory a vyvolava urcité ucinky. Jestli se tak stane, zalezi na schopnosti projit pies
hematoencefalickou bariéru. Hematoencefalickd bariéra oddéluje wvnitini prostiedi
mozku od cévniho systému a tim reguluje transport latek mezi mozkovou tkani a krvi
[8].

Cilem metabolismu je latku pievést na polarnéjsi formu, kterd je pak snaze
eliminovana moc¢i z organismu. Dochéazi ke zméné jeji chemické struktury vlivem
metabolickych drah, tento d¢j se nazyva biotransformace. Vzniklé metabolity vykazuji

odlisnou fyziologickou aktivitu a mnohdy je odstranén jejich aktivni ucinek



na organismus. Biotransformace se odehrdvad pievazné v jatrech, kterd jsou sloZzena
Z hepatocytl. Hepatocyty obsahuji velké mnoZstvi enzymu, katalyzujicich pfislusné
biotransformaéni reakce. Metabolity se mohou tvofit nejenom v jatrech, ale i v plicich

nebo ledvinach [8]. Biotransformace ma tii faze:

e 1. faze (tzv. synteticka)
e 2. faze (tzv. nesyntetickd)

e 3. faze

Synteticka faze

Zahrnuje reakce, které modifikuji jednu nebo vice funkénich skupin. VétSinou
jsou zde nedisociované a lipofilni latky pievedeny na latky s hydroxylovou
a karboxylovou funkéni skupinou. Naopak disociované a hydrofilni latky obvykle
prochdzi organismem beze zmén a poté jsou vylouceny ledvinami do moci. Aby
se vjatrech mohla uskutecnit prvni faze biotransformace, je potifeba piitomnost
cytochromu P450. Jedna se o oxidazovy systém hemovych enzymu, které vykazuji

substratovou specifitu k urcitym typtim chemickych latek [8].
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Obr. 3 Schéma obecné reakce biotransformace za ucasti cytochromu P450 [9].



Nesynteticka faze

Cilem této faze je ukoncit farmakologicky ucinek latky na organismus a vytvofit
ve vodé rozpustnou slouceninu, ktera muze byt poté vylouena moci pry¢ z téla.
Dochazi zde ke konjugaci metaboliti vzniklych v prvni fazi s endogennimi substraty
za vzniku konjugétti. Endogenni substraty snizuji afinitu latky k danym receptortim, tim
padem je latka obvykle netG¢innd. Mezi endogenni substraty patii napf. kyselina
glukuronova (viz Obr. 4b), glycin (viz Obr. 4c), cystein, methionin, kyselina sirova,
kyselina octova nebo glutathion (viz Obr. 4a). Aby mohly probihat konjuga¢ni reakce,
musi mit dostatek energie, kterd& muze byt ziskédna aktivaci substratu nebo reakci
s aktivovanym konjuga¢nim ¢inidlem, kterym muze byt napt. 3’-fosfoadenosin-5°-
fosfosulfat (PAPS, viz Tab. 1%), S-adenosyl methionin (SAM, viz Tab. 1%

nebo uridindifosfat-glukuronat (UDP, viz Tab. 1?) [8].

3. Faze

Tato faze neni v organismu pfili§ bézna, obvykle zahrnuje dalsi Gpravu metaboliti,

vzniklych v pribhu druhé faze [8].
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Obr. 4 Strukturni vzorce vybranych endogennich substrati.



Tab. 1 Prehled konjugac¢nich reakci a k nim potfebnych ¢inidel. Pfevzato a upraveno z [8].

Konjugaéni reakce Cinidlo Funkéni skupina, se kterou
miZe reagovat

Sulfatace PAPS Y -OH, -SH, -NH;,

Glukuronidace UDP-glukuronét ? -OH, -COOH, -NH,

Acetylace Acetyl-CoA ¥ -OH, -NH;,

Methylace SAM ¥ -OH, -NH;,

Glutathionace GSH ? Ar-Cl, epoxidy

AMK Glycin © -COOH




2.3.1 Metabolismus piperazinovych drog

V klinické a forenzni toxikologii je snaha vyvinout metody, které dokazi v moci
identifikovat druh pozité latky a provést nasledné stanoveni. Vyhoda analyzy moci
spociva v tom, ze pfitomné metabolity, krom¢ samotnych prokazovanych latek, mohou
byt detekovany né€kolik hodin az dnt po poziti drogy, na rozdil od analyzy krve, kde je

v s

tento rozsah uzSi. Vyhodou moc¢i je také jeji snadna piiprava k analyze. Naopak
znanou vyhodu, jelikoz vni lze najit pivodni latky, coZz ndm umoznuje snazsi
identifikaci. Na druhé strané v mo¢i mizou piitomné latky tvorit velké pozadi, které
nam muze znesnadnit stanoveni piitomnych metaboliti a pokud neni znam

metabolismus hledané latky, nelze tak prokazat uziti dané latky.

Piperaziny se dostdvaji do téla gastrointestidlnim traktem, kde se velmi snadno
absorbuji. Nasledn¢ se metabolizuji v jatrech, kde z nich vznika $iroka $kala metabolitu,
coz zpusobuje velkou variabilitu v jejich toxicité. Napt. fenylpiperaziny jsou
extenzivngji metabolizovany neZ benzylpiperaziny [10]. Pfi metabolizaci v jatrech je
nezbytna pfitomnost enzymu CYP2D6, ktery katalyzuje hydroxylaci piperazina v prvni
fazi biotransformace [11]. Pfiklad ptedpokladaného metabolismu piperazind, konkrétné
u BZP, je uveden na Obr. 5.
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Obr. 5 Predpokladany metabolismus 1-benzylpiperazinu (BZP). 1: BZP;

2:  4-hydroxybenzylpiperazin;  3:  3-hydroxybenzylpiperazin; 4.  N-(4-hydroxy-3-
methoxybenzyl)piperazin; 5: piperazin; 6: N-benzylethylenediamin; 7: benzylamin. Pfevzato a
upraveno z [1].
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Studium BZP ukazalo, Ze metabolizace se zaméfuje na tfi strukturni ¢asti:
aromaticky kruh, benzylova skupina a piperazinovy heterocyklus. Aromaticky kruh je
preménén jednou nebo dvojitou hydroxylaci (2 a 3, Obr. 3) za ucasti CYP450,
nasledovanou katechol-O-metyltransferasou (COMPT) katalyzujici metylaci na N-(4-
hydroxy-3-metoxybenzyl)piperazin (4, Obr. 3). Prokazén je také vznik odpovidajicich
glukuronidu a sulfatt. N-dealkylace benzylové skupiny vede k uvolnéni piperazinového
heterocyklu (5, Obr. 3), ktery je nasledné¢ odbouran dvojitou N-dealkylaci vedouci
ke vzniku N-benzyletylendiaminu (6, Obr. 3) nebo benzylaminu (7, Obr. 3) [12].

Farmakokinetika BZP byla studovéana na zdravych osobach muzského pohlavi
pfi oralnim podani 200 mg hydrochloridu BZP. Nejvyssi koncentrace v plazmé (Cpax)
Ginila 262 ngml™ a tato hodnota nejvyssi koncentrace byla doséhnuta v dase
tmax= 75 min po poziti. Polocas eliminace (ty2) BZP byl 55 h. V plazmé byly
detekovany dva hydroxylované metabolity: 4-hydroxybenzylpiperazin (4-OH BZP, viz
Obr. 5, ¢. 2), 3-hydroxybenzylpiperazin (3-OH BZP, viz Obr. 5, ¢. 3. Bylo spocitano, ze
3-OH BZP dosahl Cpax= 13 ng.ml™ za 75 min (tma) po podéni a 4-OH BZP doséhl
Crma= 7 ng.ml™* za 60 min (Tma) po podani. Oba metabolity bylo mozné detekovat
Vv plazmé 24 h po podani [13].

Zkoumanim vzorkd moci se ukazalo, ze 6.0 % celkového mnozstvi BZP bylo
vylouc¢eno v nekonjugované form¢. Hlavni metabolity, 4-OH BZP a 3-OH BZP, byly
piitomné ve velmi malych koncentraci (0.11 % celkového mnozstvi). Detekovana byla
také ptitomnost dvou konjugovanych metaboliti, O-sulfadt BZP a N-sulfat BZP.
Z celkového mnozstvi vylouceného BZP, pohybujiciho se kolem 12,25 %, bylo
spocitano, Ze O-sulfatové a N-sulfitové metabolity BZP tvofi az 51 % a 30 %
vylouc¢eného BZP [13].

11



2.4 Kapilarni elektroforéza

Principem kapildrni elektroforézy je separace nabitych latek ve stejnosmérném
elektrickém poli na zaklad¢ jejich rozdilnych elektroforetickych mobilit. Mobilita zavisi
na velikosti iontu a na velikosti jeho naboje. Napf. mens$i iont se bude pohybovat
rychleji nez vétsi iont, ale iont s dvéma naboji se bude pohybovat rychleji nez iont
s jednim nabojem a podobnou velikosti [14].

Dnes patii kapilarni elektroforéza k vysoce uinnym separa¢nim technikém,
které ve spojeni s dalSimi detek¢nimi technikami dovoluji kvantitativni i kvalitativni
analyzu. Vsestrannost kapilarni elektroforézy je dana jejimi pocetnymi moznostmi
moda, které se 1iSi svym separaénim mechanismem. Z téchto lze jmenovat zejména
micelarni elektrokinetickou chromatografii (MEKC), kapilarni elektrochromatografii
(CEC), kapilarni izoelektrickou fokusaci (CIEF), kapilarni izotachoforézu (CITP),
kapilarni gelovou elektroforézu (CGE) a nejvice rozsifenou kapilarni zdénovou
elektroforézu (CZE). Kapilarni elektroforéza ma Siroké spektrum uplatnéni, je to
metoda vhodna k separaci anorganickych latek, organickych a biologickych materiala
(DNA, proteiny). Velkou vyhodou je mald spotifeba rozpoustédel a malé objemy

vzorkl, ale také vysoka citlivost a uc¢innost [15].

2.4.1 Elektroforeticka mobilita

Charakterizuje pohyb nabité Castice ve stejnosmérném elektrickém poli, jehoz
smér je dan znaménkem ndboje Castice a orientaci elektrického pole. Rychlost tohoto
pohybu je ovlivnéna pomérem naboj/velikost a odporem prostiedi. Elektroforeticka
mobilita, obvykle znaCena pe, urCuje rychlost pohybu nabitych cCastic vep

ve stejnosmeérném elektrickém poli o intenzité E [14]:

Elektroforeticka mobilita () je fyzikalni konstanta, stanovena v bod¢, kdy je
rozpusténa latka pln¢ disociovana (o; = 1). V praxi se ale lisi od mobility stanovené

experimentalné, ktera je nazyvana efektivni mobilitou [15]:
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Her = &i-He

kde a; je stupen ionizace (disociace) molekuly. Z experimentalnich vysledkt je mozné
urCit tzv. zdanlivou mobilitu (Ma), ktera je vektorovym souétem elektroforetické

mobility pe, @ mobility Peor, VZnikajici v disledku elektroosmotického toku:

Hay = Hep T+ Heos (3)

2.4.2 Rozliseni
Rozliseni uréuje miru separace dvou analyti. Cim vy3si bude jejich hodnota
rozliSeni, tim vic budou tyto dvé latky od sebe separovany [15]. Pro kvantitativni

analyzu je nutné, aby rozliSeni bylo rovno nebo vetsi nez 1,5:

2(t2—t1)

R= 500 (4)

(wi—-wg)

kde t; a t; jsou migracni Casy latky a wi, Wo jsou $itky pikt u zakladen.

2.4.3 Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok (EOF) je tok kapaliny v kapildife po aplikaci
stejnosmérného elektrického pole. Tento jev je dusledkem interakce elektrického pole
sdiftzni c&asti elektrické dvojvrstvy, vzniklou mezi nabitym povrchem Kkapilary
a elektrolytem. EOF se vyskytuje zejména u kiremennych kapilar, u kterych se na vnitini
stén¢ nachazi volné silanolové skupiny. Silanolové skupiny se pii kontaktu
s roztoky elektrolyt o vy$sim pH disociuji a na povrchu kiemenné kapilary vznika
zaporny naboj (viz Obr. 6). Kzaporné nabité sténé jsou pfitahovany kationty
z elektrolytu a vytvari se elektrickd dvojvrstva (viz Obr. 7). Vznikla dvojvrstva
se sklada z nepohyblivé Sternovy vrstvy a difuzni vrstvy. Sternova vrstva vznika

13



interakci mezi nabitou sténou kapilary a ionty s opaénym nabojem. Difuzni vrstva
je vysledkem slabSich interakci, diky kterym je pohyblivd. Na rozhrani obou vrstev
vznika potencialovy rozdil, nazyvany jako zeta potencial ({). Pti vlozeni elektrického
pole se spolu s diftzni vrstvou pohybuje diky solvataci i zbyla ¢ast roztoku, ¢im vznika
elektroosmoticky tok. Jeho pohyb sméfuje k zaporn€ nabité elektrodé, tedy katodé.
Rychlost elektroosmotického toku zavisi na intenzité elektrického pole a na velikosti
naboje, ktery je na vnitini sténé kapilary. Naboj stény vyrazné ovliviiuje iontova sila
apH elektrolytu, ¢im vyssi je pH elektrolytu tim je zaporny naboj stény véEtsi
a elektroosmoticky tok je rychlej$i. EOF miZe byt eliminovan pomoci tzv. pokryvani.
Permanentné pokryté kapilary (permanent coated capillaries) maji na vnitini povrch
naptiklad kovalentné véazany polymer, ktery eliminuje zdporny naboj stény a tim
i elektroosmoticky tok, zatim co u dynamicky pokrytych kapilar se vyuzZiva pfidavani
modifikatord do pufru k alternativni deaktivaci nebo modifikaci vlastnosti povrchu
vnitini stény kapilary. Jako modifikatory se u dynamického pokryvani uZivaji napf.
poly(ethylen oxid) - PEO, poly(vinyl sulfonat) - PVS nebo poly(ethylen imin) - PEI
[15].

Rychlostni profil EOF je témét plosny, na rozdil od toku kapaliny v HPLC,

¢imz se eliminuje rozmyvani zén a dochazi k velmi ucinné separaci [15].
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Obr. 6 Grafické znazornéni separace nabitych latek ve stejnosmérném elektrickém poli kapilarni
elektroforézou. lonty jsou separovany na zakladé¢ jejich hmotnosti a naboje. Neutralni molekuly
jsou vSechny neseny rychlosti EOF, ale nejsou od sebe navzajem separované. Prevzato z [16].

®
® @ @ @ Separacni
@ prostiedi

© @ o o

@ @ Sternova

vrstva

Sténa kapilary

Obr. 7 Grafické znazornéni elektrické dvojvrstvy, skladajici se z nepohyblivé Sternovy vrstvy a
pohyblivé difuzni vrstvy. Pfevzato a upraveno z [17].
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2.4.4 Instrumentace

Zakladni schéma kapilarni elektroforézy je zobrazeno v Obr. 8. Zjednoduseng¢,
konce kapilary jsou ponofeny do zasobnikd pufrd. Obvykle rezervoary obsahuji
elektrody k vytvoreni elektrického spojeni mezi zdrojem vysokého napéti a kapilarou.
Vzorek je davkovan do kapilary nahrazenim jednoho z rezervoaru (obvykle anoda)
rezervoarem se vzorkem. U konce kapilary je umistén detektor napojeny na pocitac,
ktery zpracovava ziskané informace. Princip a druhy detektori budou podrobnéji
diskutovany dale [17].

Zdroj
vysokého
napéti

Obr. 8 Zakladni schéma kapilarni elektroforézy. Pfevzato a upraveno z [17]

2.4.5 Kapilary

Ideélni vlastnosti materialu pro vyrobu Kapilar pro elektroforézu by mély byt
chemické inertnost, propustnost pro UV/VIS zafeni, flexibilnost a robustnost. VéEtSinu
téchto pozadavku splituji kiemenné kapilary, které jsou ale velmi kiehké a pro zlepSeni
jejich odolnosti a ohebnosti se potahuji silnou vrstvou polyimidu. V praxi se pouZivaji

nejéastéji kapilary o vnitinim praméru v rozmezi 25 - 100 pum [15].
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Dtsledkem prichodu elektrického proudu kapilarou dochéazi k ohfevu a vznika
tzv. Jouleovo teplo. Vysoké hodnoty Jouleova tepla zptsobuji vznik vzduchovych
bublinek a zmény ve viskozit€¢ separatniho pufru a to se mulze negativné projevit
na vysledku separace. Z tohoto diivodu jsou kapilary termostatované nebo se pouzivaji

kapilary s vétsim vnitinim primérem pro uéinné odvadeéni vznikajiciho tepla [15].

2.4.6 Davkovani vzorku

Davkovani vzorki miZe byt zalozeno na hydrodynamické nebo elektrokinetické
injekci. Hydrodynamické davkovani muze byt dosazeno plisobenim zvySeného tlaku
na rezervoar se vzorkem a to zpusobi piimou injekci vzorku do kapilary. Dalsi moznosti
jsou aplikace vakua na konec kapilary a tim vzorek nasat nebo vyuzit rozdilnou vysku
obou rezervoari, coz zplsobi nasati vlivem zmény tlaku na obou koncich [15].

Elektrokinetické davkovani je zprostfedkovano ponofenim konce kapilary
do rezervoaru s pufrem a druhym koncem do rezervoaru se vzorkem. Po vloZeni napéti

dojde k migraci iontt do kapilary [15].

2.4.7 Zdroj napéti

Separace V kapilarni elektroforéze je umoznéna diky vlozeni stejnosmérného
elektrického napéti. Nejcastéji se pouziva napéti v rozsahu 0 - 30 kV. Pii analyze
je vhodné vkladat napéti postupnym zvySovanim, ¢imz se eliminuje vznik bublinek

[18].

2.4.8 Detektory

Detektory zaznamendvaji separované zony analytli a ve spojeni s pocitacem nam
interpretuji potiebna data o analyze. Detektory se vzdy voli podle vlastnosti
analyzovane latky, aby byla poskytnuta co nejvyssi citlivost a co nejvice analytickych
informaci. Mezi nejbéznéjsi detektory v soucasné dobé patii UV/VIS detektor
a hmotnostni spektrometrie. Existuji ale také elektrochemické a optické emisni
detektory. Mezi emisni optické detektory patii tzv. laserem indukovana fluorescence
(LIF), kterda poskytuje doposud nejcitlivéjsi detekéni metodu. Nevyhodou je vysoka
selektivita LIF, protoze jen omezené mnozstvi analytd vykazuje nativni fluorescenci

[18].
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Elektrochemické detektory jsou velmi wuzitetné pii detekci latek,
které neabsorbuji zafeni, a pouziti jinych detekénich technik by bylo komplikované.

V praxi se muzeme setkat napf. s vodivostni detekci [18].

2.4.9 Spojeni kapilarni elektroforézy a hmotnostni spektrometrie (CE-MS)

Hmotnostni spektrometrie (MS) se stala velice popularnim detektorem kapilarni
elektroforézy. CE-MS umoznuje separovat a detekovat latky s nizkymi detekénimi
limity, pfi¢emz muze separované latky i identifikovat. Diky vysoké separac¢ni ucinnosti
kapilarni elektroforézy a velmi citlivé detekci hmotnostni spektrometrie nachdzi CE-MS
velmi Siroké uplatnéni pfi analyze rozsahlych skupin analyti nejriiznéjSich povah
[15,18].

Hmotnostni spektrometrie je analyticka metoda, ktera separuje a detekuje ionty
na zaklad¢ jejich poméru hmotnosti a naboje (m/z). Hmotnostni spektrometr se sklada

z iontového zdroje, akceleracni komory, hmotnostniho analyzatoru a detektoru [19].

E Il -

Vstup lontovy Hmotnostni Detektor Vyhodnocovaci
vzorku zdroj analyzator zafizeni

Obr. 9 Z&kladni schéma hmotnostni spektrometrie.

2.4.10 lontovy zdroj

V praxi se nejvice setkdme s elektrosprejovou ionizaci (ESI), ale setkat
se muzeme i s chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI), ionizaci elektronem
(EI) nebo ionizaci laserem za uc¢asti matrice (MALDI), pouzivanou zejména v oblasti
proteomiky [18].
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2.4.10.1 lonizace elektrosprejem (ESI)

Na kovovou sprejovaci $pi¢ku je vlozeno vysoké napéti a ze separovaného
analytu a pomocné kapaliny se na konci sprejovaci $pi¢ky tvori nabité kapicky, které
na sebe vzajemné pusobi elektrostatickou repulzi. Pokud hodnota repulzni sily presdhne
hodnotu povrchového napéti, dojde ke vzniku tzv. Taylorova kuzele a dojde
ke sprejovani vzniklého nabitého aerosolu, jehoZ objem se zmenSuje v dasledku
odpafovani rozpoustédla (viz Obr. 10). V urcité fazi dojde k expanzi nabitych ¢astic

a vzniknou ionty v plynné fazi, tento jev se nazyva tzv. Coulombicka exploze [18].

|

® ©
ol
Vysoké napéti

Obr. 10 Schéma tvorby ionti v elektrospreji. Pievzato z [20]
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CE kapilara Pomocna kapalina

Vystup z CE
i Pomocna
| PomocI:n?]/ R kapalina
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ESI sprej |
Susici
?’f plyn

Obr. 11 Schéma ortogonalniho uspoiadani CE-ESI-MS. Pievzato a upraveno z [21].
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2.4.11 Hmotnostni analyzator

lonty vzniklé viontovém zdroji jsou pfivadény do hmotnostniho analyzatoru,

kde dochazi k jejich separaci na zakladé hodnot m/z. Hmotnostnich analyzatort existuje

nekolik typi, liSicich se rtiznymi mechanismy separace iontd. Typ hmotnostniho

analyzatoru je volen podle potfebnych parametrii analyzy a dle dostupnych financi.

Muzeme volit mezi magnetickym/elektrickym sektorovym analyzatorem, iontovou pasti

(IT), detektorem doby letu (TOF), orbitrapem, iontovou cyklotronovou rezonanci

a Vv neposledni fad¢ kvadrupdlovym analyzatorem (resp. trojitym kvadrupolovym

analyzatorem), ktery byl pouZit v této bakalaiské praci [22].

Magneticky/elektricky sektorovy analyzator

Historicky nejstarsi typ hmotnostniho analyzatoru, v souc¢asné dobé se pouziva
pouze pro specialni aplikace. Pfesto se jedna o analyzator s velmi vysokym
rozliSenim. Pracuje na principu rozdélovani iontd podle m/z pomoci
magnetického pole, v kterém dochazi pti prichodu ionti k zaktiveni jejich drah
[18,22].

Kvadrupdlovy analyzator

Kvadrupolovy analyzator obsahuje ¢tyfi rovnobézné tycové elektrody (viz Obr.
12), na které je vzdy proti sobé vkladano napéti obsahujici stejnosmérnou
a stiidavou slozku. Prochazejici ionty mezi ty¢ovymi elektrodami osciluji
a intenzita oscilace ovliviiuje jejich trajektorii pohybu vedoucimu k detektoru.
Ménénim napéti mizeme separovat ionty na zakladé jejich m/z. Kvadrupolovy
analyzator je v praxi i pfes svou nizkou rozliSovaci schopnost bézné uzivan,
tento nedostatek kompenzuje velmi vysokou skenovaci rychlosti [22]. Trojity

kvadrupolovy analyzator je slozen ze tfi kvadrupoli fazenych za sebou. Prvni
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umoznuje selekci vybranych ionti na zakladé jejich m/z. Selektované ionty jsou
poté vedeny do druhého kvadrupdlu, ktery slouzi jako kolizni cela se zavedenym
koliznim plynem a dochazi zde tedy k fragmentaci selektovanych ionti. Vzniklé
fragmenty jsou analyzovany pomoci tetiho kvadrupélu (viz Obr. 13). Velkou
vyhodou trojitého kvadrupOlu je, Ze zde mize dochazet k opakovanym koliznim
reakcim, diky kterym mlzeme pozorovat vice fragmentovych iontl nez
UMS/MS méfeni siontovou pasti. MS/MS je oznafeni pro tandemovou
hmotnostni spektrometrii, ktera slouzi ke strukturni analyze pomoci hmotnostni
spektrometrie. Tandemova hmotnostni spektrometrie ma nejméné dva kroky,
pticemz v prvnim stupni se selektuje vybrany iont, ktery slouZi jako prekurzor
pro néslednou fragmentaci v druhém kroku. Pokud chceme ziskat MS spektra
vys§ich Fadt (MS"), je nutné spojeni nékolika analyzatori za sebou. Teoreticky
neni pocet tandemovych analyz omezen, ale v praxi se dosahuje sedmi az osmi
stupni [18,22].

+d
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Obr. 12 Kvadrupdlovy analyzator a znazornéné vlozené napéti na hyperbolickych elektrodach.
Pievzato a upraveno z [24].
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Obr. 13 - Schéma trojitého kvadrupolového analyzatoru. Pfevzato a upraveno z [23].

e lontova past (IT)

Iontova past pracuje podobné jako kvadrupol, ma vsak jen tfi elektrody, z nichz
jedna je kruhova a zbylé dvé jsou vyklenuté do prostoru. V tomto prostoru
se shromazd'uje oblak ionti diky vhodnému vlozenému napéti na kruhovou
a dvé koncové elektrody. Postupnou zménou napéti jsou ionty podle jejich m/z
vypuzovany na detektor vystupnim otvorem. Do pasti se zavadi He jako tzv.
tlumici plyn, ktery tlumi oscilace a tim zlepSuje zachyt ionti. He se také pouZziva
jako kolizni plyn pro reakce pti MS/MS experimentech. Iontovéa past umoziuje
fragmenta¢ni analyzy (MS") vjednom misté (izolace iontd, fragmentace
amefeni produkovanych iontd). lontovd past byva casto ve spojeni

s kapalinovou chromatografii [19,22].
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Analyzator doby letu (TOF)

TOF pracuje na principu déleni iontd podle jejich rozdilnych dob letd,
potitebnych pro prekonani urcité drahy. lonty jsou urychleny napétovym pulsem
do letové trubice, kde leti rozdilnou rychlosti v zavislosti na jejich hodnoté m/z.
lonty poté dopadaji na detektor v rizném case. Jako prvni na detektor dopadaji
ionty s mensi hodnotou m/z o stejné kinetické energii. V praxi byva nejcast&ji

pouZivan ve spojeni s pulznimi technikami (napi. MALDI) [19,22].

Orbitrap

Jedna se o nejnovéjsi typ hmotnostniho analyzatoru. Sklada se z vnéjsi
a stiedové vietenové elektrody, na které se vklada napéti. Ionty z iontového
zdroje vstupuji do elektrického pole, kde se pohybuji v drahdch (orbitech) kolem
centralni elektrody. Dojde k vytvoreni rotujiciho prstence ionti. Frekvence jsou
stanoveny pomoci Fourierovy transformace a pfevedeny na hmotnostni

spektrum. Orbitrap se vyuZiva zejména pii strukturni analyze [19,22].

lontova cyklotronova rezonance (ICR)

ICR je zaloZena na pohybu iontd v homogennim magnetickém poli ICR cely.
KdyZ se ionty, vzniklé v iontovem zdroji, dostanou do silného magnetického
pole, zatnou se pohybovat po cykloidalnich trajektoriich s urcitou
cyklotronovou frekvenci, ktera je nepiimo imérna hodnoté m/z. Aplikaci pulzu
excitacniho napéti dochéazi k selektivni excitaci iontd o dané m/z. Detekce je
zalozena na méteni vzniklého stiidavého proudu ionty na detekénich deskéch.
ICR je metoda vyznamna diky svoji vysoké piesnosti a tim, ze nedochazi
k destrukci iontd v detektoru, je moznost pouZiti pii fragmenta¢nich analyzach
[18,22].
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2.4.12 Spojeni CE-MS v toxikologické analyze

Kapiléarni elektroforéza patii k vysoce G€innym separaénim technikam, kterd ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii dovoluje kvantitativni i kvalitativni analyzu.
Vsestrannost kapilarni elektroforézy, dana jejimi pocetnymi moznostmi modu, je
vhodnd pro aplikaci v rychle se rozvijejici toxikologii. V toxikologii se pfedevs§im ceni
diky jeji vysoke citlivosti pii separaci, identifikaci a charakterizaci Siroké Skaly
molekul, pfedevs§im 1é¢iv a drog. Vhodnost CE-MS pro tyto aplikace je dana také
univerzalnosti a selektivnosti detektoru, ktery poskytuje velmi dobrou citlivost. Oproti
kapalinové chromatografii, kde muze byt n€kdy pouziti pro latky iontového charakteru
problematické, ma kapilarni elektroforéza Siroké spektrum uplatnéni pii separaci znacné
rozdilnych latek. Jeji vyhodou je také mala spotfeba rozpoustédel, malé objemy vzorkda,
vysoka citlivost a uc¢innost [15,17].

Spojeni CE-MS bylo poprvé piedstaveno v roce 1988 a i kdyZ je kapilarni
elektroforéza pomérné mladou zalezitosti, objevuje se v soucasnosti mnoho odbornych
publikaci zaméfujici se na tuto metodu [17].

Spojeni CE-ESI-MS obnasi také uritd omezeni. Mezi nejdulezitéjsi patii
uzivani teékavych pufr napt. acetatovych. Tékavé pufry podporuji proces ionizace
elektrosprejem, jenz poskytuje ionty v plynné fazi pro hmotnostni analyzator. Spojeni
mezi CE a MS je uskuteénéno pomoci duté trubice piipojené k jednomu konci
zasobniku s pufrem. Z tohoto divodu by méla byt hladina pufru v zasobniku stejné
vysoka jako je $picka kapilar, abychom se vyhnuli zpétnému nasavani kapaliny.

Optimélni rychlost toku kapaliny pro ionizaci elektrosprejem se pohybuje

v fadech pL/min.
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Materialy a chemikalie

3.1.1 Chemikalie

Amoniak (Sigma - Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

Hydroxid sodny (Merck, Darmstadt, Némecko)

Isopropanol (Sigma - Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

Kyselina mravenc¢i (Sigma - Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

Kyselina octova (Sigma - Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

Methanol v ¢istoté pro LC-MS (Merck, Darmstadt, Némecko)
(R)-2-benzylpiperazin (BZP) (Sigma - Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
1-(3-chlorofenyl)piperazin (mCPP) (Sigma - Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
1-(4-chlorofenyl)piperazin (pCPP) (Sigma - Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
1,4-dibenzylpiperazin (DBP) (Sigma - Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
1-(2,3-difluorobenzyl)piperazin (DFBP) (Sigma - Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
1-(3-methylbenzyl)piperazin (MBP) (Sigma - Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)

1-[4-(trifluoromethyl)benzyl]piperazin (TFMBP) (Sigma - Aldrich Corp., St. Louis,
MO, USA)

1-(3-trifluoromethylfenyl)piperazin (TFMPP) (Sigma - Aldrich Corp., St. Louis, MO,
USA)
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3.1.2 Material
Kiemenna kapilara o vnitinim priméru 75 pm (MicroSolv Technology Eatontown, NJ,

USA)

Mikropipety Eppendorf Research PLUS s nastavitelnym objemem v rozsahu 20 -
1000 ul (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)

Mikrozkumavky, plastové — PP; objem 1,5 ml (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)
Vialky sklenéné, objem 2 ml (Aqilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA)
Vialky zaklapavaci, ¢ira; objem 10 ml (Merci, Praha, Ceska republika)

SPE kolona Supel — Select SCX 30 mg (Sigma - Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
Stojan na mikrozkumavky , plastovy — PP; 80 mist (Merci, Praha, Ceska republika)

Zkumavka PS sterilni se zatkou a kulatym dnem (Merci, Praha, Ceska republika)

3.1.3 Pristrojové vybaveni

pH metr inoLab_IDS Multi 9310P (WTW GmbH & Co. KG, Weilheim, Némecko)
Analytické vahy MS (Mettler Toledo, Greifensee, Svycarsko)

Vakuovy extraktor Supelco VISIPREP™ (Sigma - Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)
Centrifuga MR23i (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

Ttepacka MS 3 basic (IKA, Staufen, Némecko)

Kapilérni elektroforéza Agilent 7110 (Waldbronn, Némecko)

ESI-MS kvadrupélovy detektor Agilent G6130 (Waldbronn, Némecko)

Hmotnostni detektor QqQ Agilent MSD 6460 (Waldbronn, Némecko)

LC isokratickd pumpa Agilent 1200 a 1260 s déli¢em toku v poméru 1:100 (Waldbronn,

Némecko)

Software Agilent ChemStation, Agilent MassHunter, Microsoft Excel 2010
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3.2 Metody
3.2.1 Extrakce tuhou fazi (SPE)

Pro optimalizaci SPE byly pouzity komer¢né dostupné SPE katexové kolony
Supel - Select SCX 30 mg (Sigma - Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA).

Jednotlivé kroky SPE jsou uvedeny v Tab. 2. Optimalizovana SPE metoda byla
nejprve aplikovana na naspikovaném vzorku vody (1 ml), obsahujici 0,5 mg.I™
standardi jednotlivych piperazini. Obdobné byla tato metoda také aplikovana na

naspikovany vzorek moci (1 ml) o koncentraci 0,5 mg.l'1 jednotlivych piperazint.

Tab. 2 Kroky SPE pii purifikaci a zakoncentrovani piperazinovych drog pomoci katexovych
SPE kolonek.

1. Kondicionace 1 ml 1% kyseliny mravenc¢i v MeOH, poté 1 ml deionizované
vody

2. Pfidani 1 ml vzorku

3. Promyti 1 ml deionizované vody, 1 ml 1% kyseliny mravenc¢i v MeOH, poté
opét 1 ml vody

4. Eluce postupné 2x 1 ml roztoku (5 ml 2M amoniaku v MeOH + 45 ml MeOH)

5. Odpateni proudem dusiku

6. Rekonstituce ve 100 pl deionizované vody na teoretickou koncentraci 5 mg.I™
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3.2.2 Purifikace a zakoncentrovani metodou QUEChERS

Tato metoda byla pfevzata a upravena z literatury [25]. Nejprve se navéZilo
a smisilo 600 mg MgSQO, s 300 mg NaCl. Promichana smés se vlozila do centrifugacni
zkumavky, do které se ptidal 1 ml acetonitrilu a 500 pl naspikovaného vzorku
o koncentraci 0,5 mg.I"* standardi jednotlivych piperazini. Po smichani viech slozek
byla centrifugani zkumavka vortexovdna po dobu 10 sa nasledné zcentrifugovana
5 min ptfi 5000 g. Poté se odebrala vrchni acetonitrilova faze, ktera se odpaiila pod
proudem dusiku. Odparek se nakonec rekonstituoval ve 100 ul deionizované vody.

Zjednodus$ené schéma extrakce je uvedeno na obr. 14.

MgSQO,, NaCl, Vortex Centrifugace pii
ACN, vzorek 5000¢g

.
e e,

I._ r
~— - -

———
[~——]

L
e
e

Odpateni v proudu
) ik a naslednd

rekonstituce vodou

Obr. 14 Schéma postupu pro purifikaci a zakoncentrovani piperazini metodou QUEChERS.

29



3.2.3 Fragmentace pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie (QqQ) a
optimalizace kolizni energie

Pied optimalizaci CE-ESI-MS pro separaci vybranych piperazini byly
fragmentacnimi reakcemi zjistény kolizni spektra jednotlivych piperazinti. Pro kazdy
piperazin byly v product ion modu méfeny kolizni spektra pti koliznich energiich od
0do 45 eV (vidy snaristem po 5 eV). U kazdého piperazinu byly vybrany dva
fragmenty s nejvétsi intenzitou - jeden pro kvantifikaci a druhy pro potieby identifikace.
Ptehled vybranych fragmentl je uveden v tabulce ¢. 3. Vyjimkou je MBP, u kterého
kolizni spektra ukdzala pouze jediny intenzivni fragment. Tyto pfechody byly vyuzity
pti méteni v MRM modu.
Tab. 3 Vycet fragmentd s nejvétsi intenzitou u jednotlivych piperazint (fragmenty pouZité pro

kvantifikaci jsou znadzornény podtrzen¢)

Analyt Prekursorovy Fragmenty s nejvétsi
iont intenzitou

BZP 177,25 134

117
MBP 191 105
mCPP 198 155

119
DFBP 213,4 127

85
TFMPP 231 188

119
TFMBP 245,25 159

85
DBP 267,38 175

91
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3.2.4 Metoda pro separaci vybranych piperazinovych drog pomoci CE-ESI-MS
Vzorek byl pfipraven zroztokd standardii jednotlivych piperazini. Byla
pripravena smés viech studovanych latek o koncentraci 1 mg.ml™ ve vodé a pro dalsi
pouziti byly vzorky pfipraveny metodou postupného fedéni. Pro separaci piperazini
byla pouzita nepokrytd kapilara o celkové délce 64.5 cm a vnitinim praiméru 50 pm.
Separacni napéti bylo +15 kV a pracovnim elektrolytem (BGE) byl 50 mM acetat
amonny o pH 4.5. Davkovani bylo provadéno hydrodynamicky tlakem 50 mbar po dobu
5 s. Podminky MS detekce: SIM mod, sprejovaci napéti + 3.5 kV, pomocna kapalina
methanol:voda:kyselina mravenc¢i (50/49.5/0.5; v/v/v) o pritoku 4 pL/min, nebuliza¢ni

plyn (N,) o tlaku 5 psi a pratoku 10 L.min™. Teplota plynu 200 °C.
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3.3 VYSLEDKY A DISKUSE
3.3.1 Extrakce tuhou fazi

Pro stanoveni navratnosti (recovery) jednokrokové purifikace s naslednym
zakoncentrovanim piperazinovych drog byly pouzity komeréné dostupné SPE kolonky
Supel — Select SCX 30 mg (Sigma - Aldrich Corp., USA). Objem vzorku pro SPE
extrakci byl 1 ml o koncentraci 0,5 mg.I"* jednotlivych piperazinéi. Navratnosti byly
v piipadé vzorkti ve vod¢é ve vétSiné piipadu vysSi nez 90 %, oproti tomu byly
navratnosti spikovanych vzorkti mo¢i o néco nizsi a to z davodu vlivu matrice na
extrakci (viz Tab. 4). I pfes tento vliv byly vSechny navratnosti s pouzitim vyvinuté

metody SPE uspokojive.

Tab. 4 Navratnost SPE: spikovana voda a spikovana mo¢

Analyt Néavratnost Navratnost
voda (%) moc (%)
BZP 89,7 90,9
MBP 99,8 96,2
mCPP 97,6 91,0
DFBP 93,1 91,9
TFMPP 98,6 96,9
TFMBP 92,7 87,9
DBP 97,9 95,3
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3.3.2 Purifikace a zakoncentrovani metodou QUEChERS
Pro stanoveni ndavratnosti purifikacni metody QuEChERS bylo do
centrifugaénich zkumavek nanaSeno 500 ul vzorku o koncentraci 0,5 mg.I™

jednotlivych piperazint.

Tab. 5 Navratnost metody QUEChERS

Analyt Navratnost (%)
BZP 7,38

MBP 15,32

mCPP 13,19

DFBP 17,31

TFMPP 13,67

TFMBP 16,5

DBP 16,48

Vytéznosti metody QuUEChERS vysly v priméru az 5x méné nez je tomu u
metody SPE. Vyhoda metody QUEChER ale spociva v jeji experimentalni nenaro¢nosti
a stim i spojenou znatelnou usporu casu, ktera je zhruba trojnasobna v porovnani
s metodou SPE. Dalsi vyhodou je také nizkd cena potiebnych chemikalii (MgSQOy,
NaCl) a mala spotieba rozpoustédel. Dulezité je také zminit jeji univerzalnost pro
purifikaci a zakoncentrovani drog zésaditého charakteru viz [25], kde autofi touto
metodou dosahli pfijatelnych vytéznosti, pohybujicich se okolo 60 %. Z uvedeného je
patrny potencial této extrakéni metody predevSim pro rychlou identifikaci, ale pii jeji

dalSi optimalizaci i pro kvantifikace piperazinovych drog.
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3.3.3 Fragmentace pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie (QqQ) a
optimalizace kolizni energie

Pro kazdou studovanou latku bylo fragmenta¢nimi reakcemi stanoveno
kolizni spektrum, méfené pii kolizni energii 0 - 45 eV. Z kazdého kolizniho spektra
byly vybrany dva nejintenzivngjsi fragmenty (viz Tab. 3). Byl zkouman vliv kolizni
energie na intenzitu signalu s ohledem na vznik a Cetnost jednotlivych fragmentt

piperazinovych drog.
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Obr. 15 Fragmenta¢ni spektrum mCPP pfi 40 eV.
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Obr. 16 Zavislost intenzity signdlu na kolizni energii pro jednotlivé fragmenty.
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Optimalizované kolizni energie byly pouzity pro MRM méfeni. Z vysledki jsou
ziejmé rozdily v optiméalnich koliznich energiich, které doséhly az 40 eV. U kazdého
piperazinu byly zkolizniho spektra vybrany dva nejintenzivnéj$i fragmenty
(nejintenzivnéjSi pro kvantifikaci a druhy nejintenzivnéjs$i pro konfirmaci identity).
Pouze jediny fragment byl vybran u MBP, kde v koliznim spektru nebyl nalezen Zadny

jiny vyrazng intenzivni fragment.

3.3.4 Metoda pro separaci vybranych piperazinovych drog pomoci CE-ESI-MS

Podminky byly nejprve optimalizovany na nepokryté kapilafe o efektivni
délce 64.5 cm. Nedostatecna velikost této kapilary nevedla k dostatecné separaci vSech
analyzovanych piperazint, tudiz se ptikro¢ilo k pouZiti nepokryté kapilary o efektivni
délce 90 cm. Zkoumana byla také pokryta kapilara o zvolené efektivni délce 90 cm, ale
Vv tomto piipad¢ pokryti nevedlo k dostatecni separaci. Jako pufr se nejvice osvédcil
50 mM acetat amonny o pH 4,5 s 5% ptidavkem isopropanolu. Pomocna kapalina
obsahovala methanol, vodu a kyselinu mravenci (50/49,5/0,5; v/v/v). Jeji optimalni
pritok byl zkouman v rozmezi 0,2 - 0,8 pl/min, vzdy po zvysujici se hodnoté o0 0,2 (viz
Obr. 16), kde nejvétsi plochu piku poskytl pritok 0,4 pl.min™. Dale byl studovéan vliv
teploty vyhtivané kapilary na plose piku, pfi teplotach 150, 175, 200, 225 °C. Nejvice
vyhovujici teplotou se ukazala byt teplota vyhiivané kapilary 200 °C. Optimalizované
podminky byly poté aplikovany pii analyze v TIC modu (tzv. sken celkového iontového
proudu, viz Obr 18) a v MRM modu (viz Obr 19).
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Obr. 17 Zavislost prutoku pomocné kapaliny na ploSe piku (pro BZP). Podminky separace:
nepokryta kapilara 90 cm efektivni délka, 50 pm i.d., separacni napéti +15 kV, pufr: 50 mM
acetat amonny pH 4.5 + 5 % iPr-OH. Davkovani hydrodynamicky 50 mbar/5 s. Podminky MS
detekce: TIC mod, sprejovaci napéti + 3.5 kV, pomocna kapalina methanol:voda:kys. mravenci
(50/49.5/0.5; v/v/v), nebulizaéni plyn (N,) o tlaku 5 psi a pritoku 10 I.min™. Teplota plynu 200
°C.
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Obr. 18 Vliv teploty vyhiivané kapilary na ploSe piku (pro BZP). Podminky separace: nepokryta
kapildra 90 cm efektivni délka, 50 pum i.d., separaéni napéti +15 kV, pufr: 50 mM acetat
amonny pH 4.5 + 5 % iPr-OH. Davkovani hydrodynamicky 50 mbar/5 s. Podminky MS
detekce: TIC mod, sprejovaci napéti + 3.5 kV, pomocna kapalina methanol:voda:kys. mravenci
(50/49.5/0.5; v/v/v) o pritoku 4 pl.min, nebulizaéni plyn (N,) o tlaku 5 psi a pritoku 10 L.min’
! Teplota plynu 200 °C.
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Obr. 19 TIC elektroferogram separovanych piperazinu: 1 - BZP, 2 - MBP, 3 — mCPP a pCPP, 4
- DFBP, 5 - TFMPP, 6 - TFMBP, 7 - DBP. Podminky separace: nepokrytd kapilara 90 cm
efektivni délka, 50 pm i.d., separacni napéti +15 kV, pufr: 50 mM acetat amonny pH 4.5 + 5 %
iPr-OH. Davkovani hydrodynamicky 50 mbar/5 s. Podminky MS detekce: TIC mdd, sprejovaci
napéti + 3.5 kV, pomocna kapalina methanol:voda:kys. mravenci (50/49.5/0.5; v/v/v) o pratoku
4 ul.min, nebulizaéni plyn (Ny) o tlaku 5 psi a pritoku 10 /min™. Teplota plynu 200 °C.
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Obr. 20 MRM elektroferogram separovanych piperazinl, bez piekryvajicich se nebo malo
intenzivnich pfechodt: 1 - BZP, 2 - MBP, 3 — mCPP a pCPP, 4 - DFBP, 5 - TFMPP, 6 -
TFMBP, 7 - DBP. Podminky separace: nepokryta kapilara 90 cm efektivni délka, 50 um i.d.,
separacni napéti +15 kV, pufr: 50 mM acetat amonny pH 4.5 + 5 % iPr-OH. Davkovani
hydrodynamicky 50 mbar/5 s. Podminky MS detekce: TIC mdd, sprejovaci napéti + 3.5 kV,
pomocna kapalina methanol:voda:kys. mravenéi (50/49.5/0.5; v/v/v) o pritoku 4 pl.min™,
nebulizaéni plyn (N,) o tlaku 5 psi a pritoku 10 I/min™. Teplota plynu 200 °C.
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Obr. 21 MRM elektroferogram separovanych piperazintt — detailni nahled pro MRM
jednotlivych piperazinovych drog. Podminky viz pfedchozi elektroferogramy.
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Obr. 22 MRM elektroferogram separovanych piperazinti — analyza spikované moci (kazdy
z analytd o koncentraci 5 mg.I") po SPE extrakci (podrobnéji popsana v textu). Podminky
separace jsou shodné jako v ptipadé ptedchozich elektroferograma.
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Elektroferogramy (viz Obr. 18 - 20) ukazuji tspé$nou separaci vybranych
piperazini s vyjimkou izomeri mCPP a pCPP. Na Obr. 22 je ukazéna aplikace vyvinuté
metody na spikovany vzorek mo&i na koncentraéni hladinu 0.5 5 mg.I* kazdého
analytu. Vzorek moci byl extrahovan a purifikovan pomoci SPE metody ktera je
popsana vyse a poté ihned analyzovan vyvinutou metodou.

Zminéné dva izomery se nepodafilo za danych podminek separovat. Separace by
byla mozna s pouzitim cyklodextrinii viz [26], jenZ umoznuji Separovat izomery na
zakladé rozdilné interakce s molekulami selektoru. Cyklodextriny jsou vSak jako aditiva
pro CE-MS komplikaci vzhledem k nutnosti pouziti tékavych slozek pufru a aditiv.
Tento fakt vyrazné limituje jejich vyuziti, avSak lze je implementovat do separacniho
systému za pomoci tzv. metody ¢astecného plnéni (tzv. PF, partial filling method). Pro

experimentalni naro¢nost vSak tento typ separace nebyl v této praci studovan.
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4. ZAVER

Tato prace se zabyva purifikaci a zakoncentrovanim piperazinovych drog ve vzorcich
moci a jejich naslednou identifikaci a kvantifikaci pomoci vyvinuté metody CE-ESI-
MS/MS. Podafilo se vyvinout spolehlivou purifika¢ni metodu s vysokou névratnosti -
SPE. Jako alternativa ke klasické SPE purifikaci se také podatilo optimalizovat rychlou
a jak cenové¢, tak 1 Casové nenaro¢nou metodu pro identifikaci piperazinovych drog,
potencionalné i jinych drog s bazickym charakterem — tzv. QUEChERS. Optimalizovana
metoda bohuZel neni vhodna pro separaci polohovych izomeri piperazinovych drog,
coz vSak jeji vyuzitelnost v praxi nijak nesnizuje.

Optimalizované podminky méfeni jsou nasledujici: nepokryta kapilara o délce
90 cm a priméru 50 pm, separacni napéti +15 kV, pufr: 50 mM acetat amonny pH 4.5 +
5 % iPr-OH. Davkovani hydrodynamicky 50 mbar/5 s. Podminky MS detekce: TIC
mod, sprejovaci napéti + 3.5 kV, pomocnd kapalina methanol:voda:kys. mravenci
(50/49.5/0.5; v/v/v) o prutoku 4 pL/min, nebuliza¢ni plyn (N2) o tlaku 5 psi a pratoku
10 .min™. Teplota plynu 200 °C.

Uvedené vysledky poukazuji na zna¢ny potencidl optimalizované metody pro
analyzu piperazinovych drog v realnych vzorcich moci. Také je patrnd konkurence
schopnost této metody vici spojenim LC-MS [27] a GC-MS [28] z hlediska dosazenych
navratnosti a délky analyzy. Prace byla rovnéz piijata k prezentaci formou posteru na
prestizni mezinarodni konferenci The 38th International Symposium on Capillary
Chromatography (ISCC 2014) v Itélii (viz abstrakt — pfiloha ¢. 1).
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6. SEZNAM ZKRATEK

APCI
BGE
BZP
CE
CEC
CGE
CITP
CIEF
CYP
CZE
DBP
DFBP
EOF
ESI
ICR

LC
MALDI
MBP
mCPP
MDMA
MEKC
MRM
SPE
pCPP
PEO
PEI

PVS
QaQ

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku
Pracovni elektrolyt
Benzylpiperazin
Kapilarni elektroforéza
Kapilarni elektrochromatografie
Kapilarni gelové elektroforéza
Kapilarni izotachoforéza
Kapilarni izoelektricka fokusace
Cytochrom
Kapilarni zonova elektroforéza
Dibenzylpiperazin
Difluorobenzylpiperazin
Elektroosmoticky tok
lonizace elektrosprejem
lontova cyklotronova rezonance
lontova past
Kapalinova chromatografie
Desorpce a ionizace za t¢asti matrice
Methylbenzylpiperazin
Metachlorofenylpiperazin
Methylendioxymetamfetamin
Micelarni elektrokinetickou chromatografii
Monitorovani n€kolika fragmentacnich reakci
Extrakce na pevné fazi
Parachlorofenylpiperazin
Poly(ethylen oxid)
Poly(vinyl sulfonét)

Poly(ethylen imin)
Trojity kvadrpol
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TIC
TOF
TFMBP
TFMPP
UV/IVIS

viv

Celkovy iontovy proud

Detekce pomoci doby letu
Trifluoromethylbenzylpiperazin
Trifluoromethylfenylpiperazin

Spektrofotometrie ve viditelné a ultrafialové oblasti

Objem na objem
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7. PRILOHY

Ptiloha ¢. 1 — Abstrakt prace piijaty k prezentaci na mezinarodni konferenci

THE PIPERAZINE-BASED DESIGNER DRUGS: THE SLOW
INTRODUCTION OF CE-ESI-MS/MS TO THE FORENSIC AND
TOXICOLOGICAL ANALYSES

Martin Svidrnoch®, Jakub Hajny', Vitézslav Maier*

'Regional Centre of Advanced Technologies and Materials, Department of Analytical
Chemistry, Faculty of Science, Palacky University in Olomouc, 17. Listopadu 12,

Olomouc, CZ-77146, Czech Republic

Designer drugs and their newly synthetized derivatives have become a serious
problem across the whole world. Piperazine-based drugs (PBDs) have similar stimulant
properties like the wide group of amphetamines and thus are getting more common
among drug abusers [1, 2]. Because of the fact that this relatively new group of drugs
have not fully understood mechanism of action, PBDs could cause many serious health
problems and thus the selective and sensitive detection is strongly needed.

In this work we focused on the determination and sensitive indentification of
selected PBDs and their possible impurities (e.g. N-benzylpiperazine, BZP; 3-
trifluoromethylphenylpiperazine, TFMPP or meta-chlorophenylpiperazine, mCPP)
using capillary electrophoresis equipped with a tandem mass spectrometry detector (CE-
MS/MS). We evaluated important parameters such as the electrolyte composition and
MS conditions such as drying gas temperature, pressure and flow rate as well as the
sheath liquid composition. Beside that we studied the fragmentation patterns to allow
selective identification using the MS/MS analysis in the multiple reaction monitoring
(MRM). Also the collision energies were determined for the studied PBDs. A clean-up
step was introduced prior to the analysis using an SPE extraction method. Also the
developed method was partialy validated and parameters such as linearity, limits of
detection and quantification and repeatability were determined. The developed method
was applied to the analysis of urine samples to prove its possible employing into the
toxicological and forensic analysis.
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[1] Anita U. et al., For. Sci. Int. 186 (2009) 63
[2] Montesano C. et al.: J. Mass Spectrom. 48 (2013) 49
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