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SOUHRN

Diplomova prace je za#tena na uovani &inného srazkového firezu katinof
a fenylethylamif na g¥istroji s mobilitni celou typu TWIMS.

V uvodni kapitole je popséana iontova mobilitni Speketrie — vstup iort ionizace
a detekce. DalSi kapitola jeenovana tem typim mobilitnich cel, jejich popisu, pouZziti
a srovnani. Poté je v teoretickasti vys¥tlen pojem dinny srazkovy pitez (CCS), vetrg
konkrétnich aplikaci. Posledni kapitola pojednavarogramu MOBCAL, ktery umailije
teoretické vypoty tc¢inného srazkového firezu.

V experimentalnicasti diplomoveé prace, je prirkrok za krokem vysitlen postup
zpracovani experimentalnich dat v programu DrifffscoNasled& je uvedena kapitola
tykajici se spravného wyhu rychlosti viny v mobilitni cele, ktera je kbva pro spravné
zpracovani nagfenych dat. Wovani &inného sraZzkového firezu 18 novych syntetickych
drog bylo provedeno s vyuzitim dvou kalibnant polyanin a si@s latek (acetaminophen,
alprenolol, N-ethylanilin, clozapin-N-oxid, colclm; ondansetron, reserpin a verapamil).
Nasledr byla owtena funknost kalibrani na experimentech fipkterych se vyhodnocoval
acinny srazkovy pifez jednotlivych latek z kalibtai snesi na kalibrant polyalanin.
Zawrem bylo také o¥feno pouziti CCS jako identifikai charakteristiky  analyze srssi
novych syntetickych drog.



SUMMARY

This thesis is focused on determination of colhsross section of cathinons and
phenylethylamines using TWIMS as a type of mobitiej.

In the introduction, ion mobility-mass spectromgeis described — input ions,
lonisation and detection. Next chapter deals widhious types of mobility cells - their
description, use and comparison. Following chaptgyains collision cross section (CCS)
with its specific applications. Last chapter is ised on software MOBCAL which can
predict theoretical calculations of CCS.

Experimental part of this thesis is started with #xplanation of experimental data
processing method using program DriftScope. Neaptdr describes the process of selecting
the correct wave velocity inside the mobility cefhich is crucial for correct data analysis.
Determination of CCS of 18 new synthetic drugs vpasformed using two calibrants-
polyaniline and mixture (acetaminophen, alprenolNkethylaniline, clozapine-N-oxide,
colchicine, ondansetron, reserpine and verapanflelpsequently, proper function of those
calibrants was controlled experimentaly when CCSth&f substances from mixture was
determined using polyaniline as calibrant. In timel,ethe usage of CCS as indentification

characteristic for new synthetic drugs was verified
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1. UvoD

lontova mobilitni spektrometrie se v analytické prayuziva uz pes 40 let. Tato
analyticka technika ma Siroky ramec uptaih) pouziva se ndjklad k analyze vybusnin na
letiStich, k analyze potravin, k monitorovani Zzwibto prostedi ¢i k farmaceutickym
aplikacim. Své pouziti nachazi téz ve spojeni sthostni spektrometrii ip ovérovani
struktury a identifikaci latek, ale také pro zlepSeontru signalu k Sumu ip kvantitativni
analyze. Prav k owteni struktury a identifikaci se vyuziva&iany srazkovy pirez neboli
CCS, ktery lze pomoci této metodyitr

PredloZzena diplomova prace se zabyv&unifm hodnot &innych srazkovych pitezi
(CCS) novych syntetickych drog ze skupiny fenylé&hyini a katinori. Byly porovnavany
experimentald zjisttné hodnoty CCS ziskané pomoci dvou kalihraRrvnim kalibrantem
byl polyalanin, druhym s&is 6-ti latek (acetaminophen, alprenolol, N-ethyllanclozapin-N-
oxid, colchicin, ondansetron, reserpin a verapargjl¥teni hodnot CCS poskytuje zajimavou

moznost pro zlepSeni identifikace novych syntetitkgirog spolu s hmotnostnimi spektry.



2. TEORETICKA CAST

2.1 lontova mobilitni spektrometrie

lontova mobilitni spektrometrie (IMS, lon MobilitySpectrometry) je zaloZena
na putovani iontu v plynné fazi, kdy je jeho poloxiviiovan elektrickym polem a srazkami
s driftovym plynem. Pogr rychlosti ionfi vzhledem k intenzit elektrického pole se nazyva
iontovA mobilita a technika vyuzivajici separace ibnha zaklad rozdilnych mobilit
se nazyvaontova mobilitnispektrometrie lontova mobilitni spektrometrie v sbkombinuje
vysokou citlivost, nizké detéki limity vrozsahu ng-pg/l, relatieén nizké technické
pozZadavky, monitorovani latek v realnéase a rychly siy spekter wadu milisekund, coz je
oproti chromatografickym metodam velka vyhoda.[2],

lontova mobilitni spektrometrie sezda pouzivat v 70. letech 20. stoleti. é¢hto
letech byla tato technika také znama pod napignova elektroforézanebo plasmova
chromatografie V poslednich letech se rozviji spojeni IMS s hmstnbspektrometrii, kde
nachazi své Siroké upl&m nag. v analyze farmaceutickychiipravki, pii analyze
nelegalnich drogéi pii detekci vybuSnin. V dneSni débjsou nejpouziva}jsi ti typy
mobilitnich cel, které jsou popsany v kapitole BL|.[2], [2], [4]

2.2 Pristrojové schéma pro iontovou mobilitni spektrometti

lontovy mobilitni spektrometr se sklada #zé zakladnichéasti: z iontoveho zdroje,
iontoww mobilitni cely a detektoru ioat Pokud je IMS spojena s hmotnostnim
spektrometrem, je za mobilitni celuraaen hmotnostni analyzator fiapnalyzator doby letu
(TOF).[5]

Na obrazku 1 je zobrazen nakres iowtowobilitnino spektrometru ve spojeni

s hmotnostnim analyzatorem.

lon
lon = Mass
- Mobllity P Detector
Source Cell Analyzer
MALDI TOF
ESI Q-TOF

Obr. 1 Komponenty spojeni iontového mobilitniho spektrtmne hmotnostnim

spektrometrem (@vzato z cit.[5])



Prvni ¢4st gistroje fedstavuje oblast vstupu vzorku. Vzorky mohou byt IbtS
zavedeny idznymi zmsoby. Plynné vzorky jsou davkovanytimpo, semitkave latky
jsou davkovany tepelnou desorpci higge skérovych filtra. DalSimi zgisoby davkovani jsou
plynova chromatografie, kapalinova chromatogréifigiimé infaze.[6]

K ionizaci je pouzivan&ada technik nap fotoionizace, laserovéa ionizace, MALDI
nebo termoionizace. Dale lze vyuZzit i ambientniizetni techniky napp DESI ¢i DART.
Pavodnim zdrojem ionizace byl radioaktiviiNi, ktery emituje p~ castice reaguijici
s molekulou pomocného plynu, fagusiku.[1], [4], [6], [7], [8]

63Ni23-> B +63CU29
N,+B —> Ny +B + €

B’ je castice, kteraifedalacast své energie na ionizaci molekuly dusiku. Delt&ikou
reakce je iorlNy", ktery za&ina sérii ionto# molekulovych reakci #p stopovych mnoZzstvich
H>O, NH;, NO nebo vzorku v dostateé koncentraci. Vzhledem k jeho kratkému Zivotu
se neobjevuje ve spektruti Pnensim mnozstvi vzorku vznikaji iontové klastieQ).NH,4",
(H,0),NO" a (HLO)H", také ozn&ované jakoreakni ionty. Pozitivnim reaénim iontem
je H'(H20),, v negativnim médu je pouzivan ion (1,0),. Tyto ionty reaguji s neutralnimi
analyty v plynné fazi iontav molekulovymi reakcemi a davaji vzniknoigntzm analytu.
Na zaklad chemické struktury mohou sléeniny ugednostiovat reakce vedouci
ke kationtim nebo anioritm.[1], [2], [4], [8]

Dalsi ¢asti ionto¥ mobilitniho spektrometru je mobilitni cela. Podn®si popis fi
nejkEzn¢jSich mobilitnich cel je v kapitolach 2.4.1, 2.4.2.4.3.

Poslednic¢asti IMS je detektor. Detektoremuwe byt napiklad Faradafv pohar.
Pti spojeni s hmotnostni spektrometrii je detekcevguiina obvyklymi detektory iorit

hmotnostniho spektrometru.[9]

2.3 Princip migrace ionti
Prvni velginou popisujici IMS je driftova rychlosty jednotlivych ionii. Driftova
rychlost je utena driftovymcéasemty [ms], ktery potebuji ionty k gekonani vzdalenosti
d [cm] mezi vstupem do mobilitni cely a detektorem (4).[8
Vg=d/ g (4)



Driftova rychlost iond zavisi pétu sraZzek mezi ionty a molekulami driftového plynu
pti pohybu k niz§imu potencidlu, ktery jéimo unerny na intenzié elektrického polgE),
dle rovnice (5).[1], [3], [7]

vy=KE (5)

kde konstanta GnnostiK se nazyva iontova mobilifam?Vs].

Tuto konstantu riizeme pro nizkou intenzitu elektrického pole (<18@6m) ukit dle
rovnice (6).[3]

K=ofE=LNt  (6)

kdelL je driftova vzdalenodtm], V je nagti (rozdil potencial mezi body vzdalenymi
L cm) aty je ¢as, ktery paebuji ionty k gekonani drahy o délde[1]

K vypoctu iontové mobilityK Ize vyuzit Mason-Schampovu rovnici (7), [3]

K = 3/16 [ze/No (2/ukT)"? (1/ Qp)] (7)

kde z je naboj iontu,e je naboj elektronyC], No je hustota driftového plynu
[molekuly na cri], x je redukovand hmotnost kolizniho paru ion-driftoyglyn
[L=mM/(m+M)], m hmotnost iontuM hmotnost neutralnich molekul plyrnkije Boltzmanova
konstantaT teplotalK] , Qp Winny srazkovy piiez. [3]

Driftova rychlost je zavisla na teptot tlaku v driftové trubici K je funkci tlaku),
proto seK prepaitavd na 273 Ka 760 tdrr ¢imz dostavame redukovanou konstantu
ameérnostiKo.[3], [8]

Ko=K(273/T)(P/760)(8)

T je teplota v kelvinech R je tlak v torrech.

Pri vySSi intenzig elektrického pole ffestava platit ima ungra mezi E a K. [3]



2.4  Tri zakladni typy iontové mobilitnich cel

2.4.1 lontova mobilita v driftové trubici

Méeieni se provadi v driftové trubici (drift tube, drifube ion mobility, DTIM)
naplrené driftovym plynem, na kterou je vioZeno elektécgole o intenzé 5-100 Vcni-
lonty jsou smifovany do vstupniho otvoru driftové trubice a udskbdku vioZzeného
elektrického pole a interakci s molekulami driftbeéplynu (&tSinou He) driftuji trubici,
dokud ji na druhém konci neopusti. U menSich a kaktyjSich ionti dochazi k mén
¢astym kolizim s plynem, proto budou rdérpomalené a jejich driftovéasy budou kratsi
nez u ¥tSich ionfi. Mérenim driftové rychlosti iontuip dané teplat (T) afeSenim Mason-
Schampovi rovnice (9) Ize vypiat (Einny srazkovy pitez (collision cross section, CCS,
Q). Hodnota CCS na jehoz zakkatze identifikovat latky podle jejich tvaru a vedhti,
je paiitana pimo bez nutnosti pouziti standardu.[5], [10], [11R]

Q:3ze_(2n)1/z_i (9)

16N [lkBT

distance

Obr. 2 Nakres zobrazuje konstrukci DTIMifgvzato z cit. [13])

2.4.2 lontova mobilita s vyuzitim putujici viny

Druhym typem mobilitni cely je iontova mobilita guzitim putujici viny (travelling
wave ion mobility, TWIM). Prvnim komeéné dostupnym fistrojem vyuZivajici tento typ

iontové mobility, a to ve spojeni s hmotnostnim ksmemetrem (ion mobility-mass



spectrometry, IM-MS), byl vroce 2006 Synapt HDM8ery byl v roce 2009 nahrazen
Synaptem G2. Druha generace (kombinace IM s hmutimsspektrometrem)imesla vyssi
citlivost, 4x vysSi rozliSovaci schopnost, lepSiegmost hmoty a rychlejsi &b dat
(20 spekter/s).Metoda je zaloZzena na separaci torpomoci série nagovych pulsi
uvnitt mobilitni cely skladajici se z vysokofrekwerch elektrod. Kratkodoby stejnogmy
nizkonagt'ovy puls se aplikuje postupma elektrody tvtici mobilitni celu,¢imz se vytvé
postupna (putujici) vina pohgfci ionty driftovou celou. lonty s vySSi mobilitojsou
unaseny vinou rychleji, ionty s nizSi mobilitou @evaluji ges vinu a putuji pomaleji.
V takovémto uspi@dani nelze imo nefit CCS, jelikoZz neni k dispozici p@bny popis,
v tomto gipadt promenné intenzity elektrického pole. Nelze aplikovageyuvedené vztahy
mezi intenzitou elektrického pole a driftovou ryasti. Hodnoty CCS vSak Ize ziskat
s vyuzitim kalibrace pomoci standardejichz hodnoty CCS jsou znamé (Zieni pomoci
driftové trubice). K provedeni kalibrace je vhodpéuzit latky podobnych fyzikalnich
a chemickych vlastnosti se znamymi hodnotami CE&B8yZ dojde k zaji¥ni podminek
vhodnych jak pro analyt, tak pro kalibrant. TWIMelzpouzit k separacki s vyuZzitim
kalibrace ke strukturni analyze. DalSi nevyhodouifSi separi schopnost oproti technice
DTIM. Naopak rychlost r&eni je tSi, coz usnatlje zabudovani TWIM do spojeni
ultraléinné kapalinové chromatografie s hmotnostni spehétai. K vizualizaci dat slouZzi
software Driftscope, ktery nabizadu moznosti k jejich zhodnoceni haBD vizualizace
nebo 2D ploty.[5], [10], [11], [12], [13]

distance

Obr. 3 Nakres zobrazuje konstrukci TWIMigvzato z cit. [13])



2.4.3 lontova mobilita s vyuzitim asymetrické viny s vyskou intenzitou

elektrického pole

DalSim typem iontové mobility je technika zaloZev@aplikaci asymetrické nafové
viny, kdy se dfdaji vysokonagrové a nizkonaové pulzy (high-field asymmetric
waveform ion mobility spectrometry, FAIMS). PoprvByla pouzita v letech 1980
v Sowtském svazu, komené dostupnou ve spojeni s hmotnostni spektrometstala v roce
2003. FAIMS umotiiuje separaci iofit které nebyly rozliSeny DTIMi TWIM.[10], [13]

K dosazeni separace idrjsou pouZzita d¥ rozdilna nagti, disperzni a kompen&ai,

a proud driftového plynu. Disperzni riipje tvareno stidavym asymetrickym tvarem viny,
piicemz hodnota kladného n#pje vySSi nez negativniho. Kompetmanagti je vkladano
za (Eelem nasrérovani ionfi pri praichodu elektrodami na vystup z mobilitni celyi Wozeni
daného kompenzaiho nagti budou ionty specifické mobility odpuzovany odekdtod,
zatimco jiné ionty pokrauji a jsou na elektrodach neutralizovany.[11]

FAIMS funguje jako mobilitni filtr a ve spojeni sjpalinovou chromatografii byva
pouzivan jako sepatai technika slouzici k odteni ionti pred MS analyzou. Touto
technikou nelze it CCS, protoZe pracujetfipvysokych hodnotach sil elektrického pole, coz
znemo#uje korelaci mezi driftovyméasem a strukturou analytu. FAIMS byva priméarn

pouzivano k odstra&ni nezadouciho pozadi v analyzovaném vzorku a &raepanalyi.[11]

k& o

gas flow

voltage

distance

Obr. 4 Nakres zobrazuje konstrukci FAIMSigvzato z cit. [13])



2.4.4 Srovnani iontow€ mobilitnich technik a jejich pouziti

Tab. | Vyhody a nevyhody mobilitnich celi@vzato z cit. [11], [12], [13])

Vyhody Nevyhody
° CCS Q) lze zngfit piimo ° souwasna konfigurace komarich pristroju
° Ize pouzit pro separaci idng dovoluje zaadit mobilitni celu pouze hned
podobnymi mobilitami ionizaci
DTIMS: [° vysoka rozliSovaci schopnost ° jonty nejsou do mobilitni cely davkové
(>100,Q/A Q) kontinudlré, coz vede ke ztratdm snizen
citivosti, do jisté miry Ize ieSi
multiplexovanim
° Ize vypaitat CCS ° stanovit CCS Ize pouze po provedeni
° mize byt pouzita k mobilitni kalibrace
TWIMS: | separaci produktovych iont ° relativreé nizka rozliSovaci schopnost 5|
generovanych napkolizi indukovanou|Q/A Q)
disociaci
° vysoka rozliSovaci schopnost ° CCS nelze uiit
(£100,9/A Q) ° horsi pracovni cyklusipvlioZzeném
_ |° relativre jednoduché feneseni kompenzanim naggti — snizeni citlivosti
FAIMS: mezi fiznymi hmotnostnimi ° dnesni reSeni geometrické konfigura
spektrometry piistroji umoziuje z&azeni mobility pouz
hned za ionizaci

1ce

lontova mobilitni spektrometrie ma Siroké moznagbiatreéni. Diive byla uzivana

i jako detektor pro plynovou [14], [15]i superkritickou fluidni chromatografii. [16], [17]

V dnesni dob je nejvice znama diky detekci vybusnin [18], [1&}Je se pouZiva k analyze
nelegalnich drog [20], k detekci bojovych chemidkyétek [21], k detekci bakterii [24]
a k monitorovani kvality vody [25]. Své uplétm nachazi téZ v metabolomice, kde

se uplatuje nap. pri analyze vydechovaného vzduchu [2], [22], [23] @y metod pro

véasnou diagnézu rakoviny). DalSi moznosti je vyutfarmaceutickym aplikacim

respektive ke kontrole kvality a zabezpeani jakosti [26], [27].

lontova mobilitni spektrometrie ve spojeni s MSpaiziva k analyzéady malych

molekul nap. veterinarni I8iva, farmaceutické fpravky, metabolity a pesticidy.[5] Toto

spojeni se dale vyuziva i majx separaci strukturnich izonig28].



lontova mobilita v driftové trubici (DTIM) ve spajé s hmotnostni spektrometrii nasla
sveé uplatini v chiralni separacDwivedi a kol.ve svém¢lanku prezentuji chiralni iontovou
mobilitni spektrometrii (CIMS) a ifklady jejiho pouziti k separaci enantioriner
a racemickych siisi farmaceutik, aminokyselifi cukni.[29]

CIMS separuje plynné ionty nejen na zakladzdiki ve tvaru a velikosti, ale také
na zaklad stereospecifickych interakci s chiralnim plynenuid ve své praci pouzivaji (S)-
(+)-2- butanol jako chiralni modifikator, ktery slbi k enantiomerni separaci fiaptenololu,
serinu, glukosyei tryptofanu z jejich racemickych sisi. Autai se dale zabyvali vlivem
velikosti pfidavku chirdlniho modifikatoru do driftového plyiiN,). Obrazek 5a zobrazuje
piekryté mobilogramy R a S enantiomeru atenololu pédaeku 10 ppm chiralniho
modifikatoru ((S)-(+)-2- butanolu) do driftovéhoypu (N:). Druhy z mobilograra (Obr. 5b)
zobrazuje separaci enantioniner jejich racemické s#si. Pouzitd metodika by mohla vést

k vyvoji nové a rychlé analytické metody uniofici separaci enantiomef29]
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Obr. 5 Mobilogramy atenololua) piekryté mobilogramy R a S enantiomeru atenololu,

b) separace racemické &si(prevzato z cit.[29])

Déale se DTIM/MS pouzilo i sledovani hydratace a desolvatace malych
molekulovych ioni. Momoh a El-Shallstudovali hydrataci organickych idnt ktera

je dilezitd pro chemické, biologické ale i fyzikalni pesy jako je nap tvorba micel,



parovani bazi v DNAi pti navrhovani struktury v, ale niZze slouZzit i k zji&ni struktury
danych ionk. Analyzovan byl fenylacetylenovy ion {8¢ ™), ktery byl pulsy sm¥ovan
do driftové cely naplkné vodni parou (0,2-0,6 Torr). Adtes pouzitim driftové cely zjistili
vazebné energie molekul vody s fenylacetylenovymteim a také demonstrovali, Ze

sledovanim hydratace danych ibite ukit jejich strukturu.[30]

TWIMS ma téz Siroké upla#ni, byla pouzita nap k monitorovani prb¢hu reakce
v realnémc¢ase, coz poskytuje detal|i informace o prb¢hu reakce a e vést k jejimu
lepSimu pochopeni. Techniky v sagné dob pouzivané k takovémuto monitorovani jsou
nap@. hmotnostni spektrometrie, kapalinova chromatagyafuklearni magneticka rezonance
nebo infr&ervena spektrometrigCasow Ize rozlisit nap. vznik meziprodukt & formaci
produktu a tim i optimalizovat experimentalni podkyi[5], [31]

Harry a kol. sledovali ptib¢h reakce 7-fluor-6-hydroxy-2-methylindolu s hydrdem
sodnym. Kreakci byl pouzit 7-fluor-6-hydroxy-2-rhgtindol o koncentraci 125ug/ml
v acetonitrilu. Déle byl fipraven 40 mM NaOH, ktery potigani k 7-fluor-6-hydroxy-2-
methylindolu zahdjil deprotodiai reakci. Reakni snmés byla po dobu prvnich Sesti hodin
reakce udrZzovanafipteplog -5 az 0 °C, po uplynuti doby byla ponechatalgboratorni
teplo& pres noc. Poté se odebralo alikvotni mnozstvi roztokieré bylo redino
na potebnou koncentraci a nasledrmprokehla IM/MS analyza. Spektra byla sbirana
v intervalech 60, 80, 160, 220 min, dale po 24 hadn a po 7 dnech odigani NaOH.
K analyze byl pouzit Synapt HDMS, ktery pracovalpozitivnim modu s ionizaci
elektrosprejem. Obrazek 6 zobrazujasovou zavislost intenzity protonovanych molekul
vzniklych z produki a reaktant nac¢ase. Je nappatrné, Ze dimer dosahl maximalni intenzity
v kratkém case od fidani NaOH a pak jeho intenzita klesala, coZ jejespm s dalSi
polymeraci a vznikem vysSich multindeiTouto studii autio prokazali, Zze IM/MS Ize pouzit

k rychlému zhodnoceni re&aki snesi, potazmo ke sledovani reakce v realéase.[31]
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Obr. 6 Zavislost intenzity iont nacase (pevzato z cit. [31])

Typem iontové mobility, kterou Ize snadno miniazoriat je FAIMS. Jeji vyhodou
je instrumentalni nenatnost, da se spojit $gnosnym hmotnostnim spektrometrem. Tato
metoda naSla uplatni pii mikrobialni analyze, b které jsou pouzivany FAIMS miképy.
Mikroc¢ipy zvySuji rychlost separace, untoii rychlé monitorovanéastic a analyzu nizkych
koncentraci. Vzhled séasného mikréipu je na obrazku 7. Vicekanalové mikimy jsou

spojovany s iontovym zdrojendi detektorem a nachazi vyuzititipanalyze plyd, pri

chemickém monitorovani a v autonomni diagnosticavdd5]

Ig

Obr. 7 Vzhled FAIMS mikr@ipu (prevzato z cit. [5])

2.5 Uéinny srazkovy priiez (Collision Cross Section, CCX)

Uginny srazkovy pitez (collision cross section, CCS)) charakterizuje miru
interakce iontu s neutralnimi molekulami driftovéblgnu. Jedna se o zajimavou rozliSovaci
charakteristiku iontu v plynném stavu souvisejicijet® chemickou strukturou

a konformaci.[32]
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Hodnota CCS je velmi zavisla na druhu koliznihonplyve kterém se &, ¢im vetsi
jsou molekuly kolizniho plynu, tim&si je hodnota CCS. &lleni CCS analytu by tedydho
byt provadno ve stejném koliznim plynu, ve kterém jsou ##gny hodnoty CCS pro
kalibrant, v gipact pouziti mobilitni cely TWIM. Na obrazku 8 jsou zelzeny mobilogramy
naftalenu, fenantrenu a pyrenu. Obrabkye vztahuji k heliu jako driftovému plynu, obrazky
c k dusiku a je patrné, Ze jejich CCS jsou odli88].[
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Obr. 8 Mobilogramy naftalenu, fenantrenu a pyrenuiznych driftovych plynech (evzato
z cit. [33])

Hodnotu @inného sradzkového firezu lze wit piimo v @ipad pouZiti iontové
mobility v driftové trubici (DTIM). Driftovy ¢as Ize pevést na CCS pomoci Mason-
Schampovi rovnice. Tu lze aplikovat pouze na matdekuly, velké molekuly, jako jsou
nag. proteiny, mohou podléhat vyznaggim znméndm CCS v zavislosti na teptotHodnota
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CCS také zavisi na hmotnosti iontu, molekulachtav&ho plynu, interakcich ion-driftovy
plyn a tvaru iontu.[34], [35], [36]

V piipact pouziti iontové mobility s putujici vinou (TWIMgjnutné k ziskani hodnot
acinného srazkového firezu provadt kalibraci se standardy, u nichZz jsou jiz hodnoty
acinného srdzkového firezu znamy.[34]

Experimentalni CCS Ize také srovnat s teoretickymodnotami CCS ziskanymi

pomoci molekularidynamickych simulaci v programu MOBCAL, viz kap#@.7.[11]

2.6 Primé méfeni Winného srazkoveého piifezu a jeho néireni
s vyuzitim kalibranti

Hodnoty CCS, vyp&ené ¢i nameétené, mohou byt pouzity k &eni struktury dané
latky. K ueni struktury vSak pouze tyto hodnoty négtale je nutné mit Uplné nebo
casténé informace o strukie latky (ziskané rentgenostrukturni analyzou, Imosthi
spektrometrii nebo NMR). Data ziskana rentgenosirok analyzou nebo NMR mohou
slouzit k predikci CCS a srovnani s experimentaimiadnotami. Fkladem ntize byt vyuziti
k analyze léiv, kdy fyzikadlné chemické avazebné vlastnosti zavisi na stiektu
V souwasnosti se provadi velké mnozZstvi studii zabywajicde konforméimi viastnostmi
malych molekul. V neposledrifadé miaze byt zjis&ni CCS vyuZzito i k rozhodnuti, které
molekula ze série poskytuje nejlepsi optimakindost,cehoz se vyuzivaipvyvoji IéCiv.[5],
[11]

Analyticka metoda IMS/MS se pouZziva také k anasuzpramolekularnich kompléx
Supramolekularni komplexy maji fotochemické vlastndteré jsou dlezité pro zachyceni
sluneni energie, pro fotochemické leky a fluoresadrsensory.[5]

Baker a kol.pouzili ke studiu bichromatickych kovovych orgaaich komplexi
iontovou mobilitu s driftovou trubici. Pro analyzZoyly vybrany ti sloweniny, jejichz

struktury jsou zobrazeny na obrazku 9.
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Obr. 9 Struktury studovanycslowenin: I: komplex Cl(DAC)*, II: nitrosylovany liganc
DAC-NO, llI: cervena 8l kyseliny RousinoviPPIX-RSE (I11)

V pripact komplext | autd@i porovnavali jeho strukturu gkanou metodou ionto\
mobility sjeho krystalovou striturou. Dale utovali orientaci antracenoveé skupin ligandu
Il vzhledem k cyklamu,v ptipact sloweniny Il se zabyvali nalezenim jich stabilnich
struktur a jejich vzajemnym vztahe K analyze byla vyuzitéoonizaini technila MALDI, kde
jako matrice bylapouzita 2,-dihydroxybenzoova kyselina a jako rozp@d#d slouZzil
metanol. Vzniklé ionty byly akcelerovany 9 keV donldlouhéletovétrubice. lontybyly dale
vpraveny do20 cm driftové cely napldné heliem (1,5 Tw), pii teplo€ 80 az 500 k
(v zavelosti na experiment, na kterou se téZz aplikovalo slabé elektrické pddtere
vpoustlo ionty skrze helium konstantni driftovou rychlosti. Za driftovou celbyly ionty
smeéfovany do kvadrupolového hmotnostniho analyzd Z hodnot distribuce driftoyho
¢asu byla vypoitana redukovana konstanta mobilitii pizné intenzi€ elektrického pole
(7,5-16 Vicm). Vypotené hodnoty CCS byly srovnanyexperimentélnim Pro komplex |
byla teoretick& hodnota (S Qy, = 166 K a experimentalny, = 161 A2 pro slogeninu Il
One = 161 &, Qn, = 172A2 a experimentalni hodno@, = 159A2 Qu, = 173 &K (dwe
hodnoty uvadné pro jednu latku odpovidaji jejim konforraer). V piipadt latky Il byly
experimentalni hodnoty €S Qu, = 200 K a Qn, = 210 & blizké teoretikym hodnotam
konformei svysSi vypd@itanou energ. Autofi nap. na zaklad porovnani krystalové
struktury sexperimentald zjisSttnymi hodnotami CCS zjistili, Z&omplex | ma podobno

strukturu vpevném a plynném stay37]
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Soutasti vyvoje a objevovani novychéle je i identifikace metabolit téchto I&iv.
Ktomuto &elu lze pouzit iontovou mobilitni spektrometrii vepojeni s hmotnostni
spektrometrii. Dear a kol. vyuzili metodiku, ktera v sab spojuje teoretické vypty
a experimenty s TWIM, Kkiffazeni experimentalnich dat a struktimdy isomernich
metabolifi |&Civ. Jako modelovou sl@eninu pouzili 5HT3 antagonistu ondansetronu, ktery
produkuje isomerni aromatické hydroxyl metabollgieni bylo provadno na Synaptu G2
HDMS v pozitivnim modu a jako ionizai zdroj slouzil elektrosperej. Podminkgiani byly
voleny takto: teplota zdroje 120 °C, desolvaiateplota 450 °C, dale byly pouzityiznée
rychlosti viny (900, 1000 a 1100 m/s) s amplitudpulsu 40 V. Data se sbirala
v kontinualnim médu s rozsahem m/z od 50 do 600. Kaébraci autdi pouzili pst
jednonasob® nabitych iont polyalaninu s hodnotami CCS, které byly &my pomoci
DTIM. Hodnoty &innych sraZzkovych pirezi byly nasledujici: 89 A(m/z 232,12); 102,9 A
(m/z 303,16); 115 A(m/z 374,2); 127 A(m/z 445,24) a 140,5%Am/z 516,27). Teoretické
hodnoty CCS byly vyp&tany pomoci softwaru MOBCAL. Jako nejvha@gii metodou
k vypaitu se jevila metoda trajektorie.[38]

OdliSeni antagonisty ondansetronu od jeho isomiertipdroxy metabolit neslo
provést konvetni technikou UHPLC/MS/MS bez pouZiti standgrgrotoZze nebylo mozné
odlisit hydroxy metabolity poskytujici stejna MS/M$pektra. Poloha hydroxy skupiny
metaboliti byla odliSena pouzitim IM ve spojeni s LC a MSidentifikaci metabolil
poslouzilo porovnani CCS ziskanych experimegta@WIMS a CCS ziskanych
vypoctem.[5], [38]

Lietz a kol.se zandfili na tvorbu databaze CCS pepgtjckterou Ize pouzit ndklad
k zjisttni konformace komplexu kov-peptid. Stejjako Bush a kol.pouzili ke kalibraci
tryptickych peptid jednou, dvakrat arikrat protonované molekuly polyalaninu, které byly
zmeéieny na upraveném Synaptu G1 (mobilitni celou byiliodd trubice).[39]

Kalibrant (polyalanin) o koncentraci 0,1 mg/ml bgkpusén v 50% ACN okyseleném
1% kyselinou mraveh. Vznikly kalibratni roztok byl prondten @i péti riznych pongrech
rychlost viny/vyska viny (500/30, 500/35, 600/33)0735 a 800/40). Vyska viny souvisi
s velikosti naptovych puls, které tvai putujici vinu, a rychlost viny se vztahuje k riasti
Siteni €chto pul$i. Méreni bylo provadno @i dvou sprejovacich nafich 1,2-2 kV a 3 kV.

Pti nizkém napti byly pozorovany ionty do m/z 900, na rozdil odiemi @i vysokém nagiti,
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kdy jsou ngteny ionty az o m/z 1200. Zma nagti také ovliviuje nabojovy stav standardu
polyalaninu (Obr. 10). K a¥feni kalibrace polyalaninemiipvysokém nagti byly vyuzity
hodnoty CCS bradykininu.[39]

Polyalanine CCS Standards
(a) 413 E5 (b) M Low Voltage | High Voltage
High Voitage 100
g
> 80
B
=
v
£ 60
=
4.07 E5 g
Low Voltage % 40
(V)
]
=
111 = 20
| @
| [+
MUL[; 0
200 400 600 SOO 1000 12{10 IA'|'I A'I2 Ik'I:F A'Iﬂ ‘k'IE A'IE A"? l"‘IS IAI9 A]O h}' AZI Az: A'M
m/z Doubly Charged Polyalanine Calibrant

Obr. 10 Polyalanin ngieny @i vysokém a nizkém sprejovacim gtpievzato z cit.[39])

Pouzitim iontové mobility lze analyzovat tisice pép vjednom experimentu.
Vzhledem k velkému mnozZstvi ziskanych CCS serautzhodli vytvdit vlastni software
pepCCScal, ktery se pouziva k vipoCCS peptifl z hodnot narrenych Synaptem G2S.

Nejprve si vytvaili csv soubor hodnot CCS pro kalibrant (polyalgnktery se otete
v programu Driftscope a provede se nechromatodpafttetekce pik Csv soubor se sklada
ze ti sloupd, sloupec A obsahuje peptidové sekvence kalibraveusloupci B je naboj
kalibrantu a v poslednim sloupci jsou hodnoty CGfibkantu. V dalSim kroku proval
vypocty CCS softwarem pepCCScal.[39]

Paglia a kolvyuZili iontovou mobilitu a nsfeni CCS k objasmi struktur metabolit.
Zjisténi struktury metabolit je hlavnim analytickym Ukolem oboru zabyvajici stadiem
metabolismu — metabolomiky. Pomoci TWIM/MS aufaronxtili 125 béznych metabolit.

K jejich analyze sedin¢ uziva LC/MS, ale zadinnéjSi nastroj pro metabolomickou analyzu
lze povazovat UPLC ve spojeni s iontovou mobilisnthmotnostni spektrometrii. lontova
mobilita byla nétena na fech fiznych gistrojich. Podminky nastavované n#sprojich

v kladném i zaporném maodu jsou zobrazeny v tab{iaé I1).[40]
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Tab. Il Nastaveni jednotlivych Synapt

+ Napéti na Teplota Desolvatani teplota Vyska viny

ES" \apilate (V) zdroje (°C) (°C) Rychlost viny (m/s) V)
Synapt 1 2,5 120 500 600 40
Synapt 2 2,5 100 250 650 37
Synapt 3 2,5 110 200 650 40

ES
Synapt 1 2,5 120 500 900 40
Synapt 2 2,9 100 250 790 40
Synapt 3 3 110 200 600 40

Kalibrantem pro vSechnadieni jak v kladném, tak v zaporném maédu byl poly-DL-
alanin. Roztok polyalaninu o koncentraci 10 mg/lIpggravil jeho rozpu&nim ve sndsi
acetonitril/'voda (50:50, v/v). Hodnoty CCS pro nbetity se ziskaly kalibraci
na jednonasolin nabité oligomery polyalaninu pokryvajici rozsah dinosti od 231
do 799 Da, s hodnotami CCS od 151 dbo 306 X pro kladny méd a od 150%Alo 308 X
pro zaporny mod.[40]

Na obrazku 11 je zobrazen graf zavislosti CCS na pnd analyzované metabolity,
nag. cukry, aminokyseliny, nukleosidy a nukleotidy,jea patrné, Zze kazda skupina latek
zaujima jinou oblast hodnot CCS v zavislosti na anfaké se |iSi sénnici dané pimky.[40]

il

Obr. 11 Korelace m/z a CCS analyzovanych metabdfi¢evzato z cit. [40])

Autoram se podalo vytvorit databazi, ktera mimo retémich ¢asi, m/z obsahuje

i CCS, coz zvySuje pra¥godobnost spravné identifikace metabolitu.[40]
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Forsythe a kol. se zabyvali pouZzitim dvou kalibrait v negativnim maodu—
polyalaninema polyjablénou kyseliiou (Obr. 12. Negativhi mod < pouziva pi analyze
v metabolomice, ) analyze biopolymér a @i analyze Zivotniho prostdi, kde jsou analyt

relativré kyselé a mohou byt deprotonovg[34]

Obr. 12 Struktury oligomeit kyseliny polyjabléné a DLpolyalanint

Polyalanin je vhodnym kalibrant¢, jelikoZz poskytujedostatek kalibrénich bod
(n =3-14 pro jednounabité castice), je odolny w¢i hydrolyze, je levny a stabiln
Polyjabletnd kyselina se dosud jako kalibrant velmi nepoudjvgoprvé byla pouZzit
Forsythem a kol. MoZnou nevyhodou pouZiti polyjabée kyseliny jako kalibrantu je je
85°C za delem odstra#éni vody ¢ tvorby esterové vazby.[34]

Kyselina polyjablénd ma linearni zavislost mezi hmotnosthaboem, jeji monomer
je levny, snadno se polymerujeje velmi dolie rozpustny ve vad Na obrazku 13 A
je zobrazendimotnostni spektru a na obrdzku 13 B mobiram kyseliny polyjabtaé pri

rychlosti viny 650 m/sa vySce 40 '.[34]
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Obr. 13 Hmotnostni spektrura mobilogram kyseliny polyjabteé (gevzato . cit.[34])
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Polyalanin poskytuje pro ion [M-Hhodnoty CCS od 150,8 pro m/z 230,11 do
308 A2 pro m/z 1011,52. Pro ion [M-Hpolyjablené kyseliny jsou hodnoty CCS od 113,9 A
do 260,9 & (m/z od 133,01 do 945,08). V&echniegeslé hodnoty se vztahovaly k dusiku
jako driftovému plynu.[34]

Oba dva kalibranty jsou vhodné pro kalibreauily latek, mohou byt elektrosprejovany
piimo z vody, ochoté poskytuji [M-H], pokryvaji vyznamnowast m/z a v neposlediradc
i rozsah CCS pro malé molekuly. Vyhodou polyalarjgmuétSi stabilita wci hydrolyze a SirSi
kalibratni rozsah nez vifpact polyjable&né kyseliny, ztohoto t/odu je vhodsjSim
kalibrantem pro dlouhodobé a rozsahlé studig.naproteomice nebo metabolomice. Oproti
tomu polyjabléna kyselina je vhodna pro analyzu zagomabitych analyt pod 1 kDa
a pitomnost vodikovych vazeb nazige vhodnost pro kalibraci kyselych nebo polarnich
slowenin. Pro kalibraci v negativnim médu mohou byétalouzity dextran, polystyren nebo
fosfatové klastry. Dextran je vhodnym kalibrantera pligosacharidy.[34]

Hofmann a kol.se zabyvali dextranem jako kalibrantem pro zé&porabité ionty,
v tomto gipad N-glykany. Autdi nejprve zjistili absolutni hodnoty CCS kalibrargamoci
Synaptu G1 HDMS obsahujici driftovou trubici a beli resp. dusik, jako driftovy plyn.
Kionizaci se pouzilo nanoESI a vzorky bylyéiany @i osmi miznych driftovych
potencialech (50, 55, 60, 70, 80, 100, 125 a 150KWypaitu CCS byla pouzita Mason-
Schampova rovnice.[41]

Experimentalni hodnoty CCS se také ziskalyifenim na Synaptu G2-S HDMS
s iotovou mobilitou vyuZivajici putujici vinutipkalibraci na hodnoty zgiené pomoci
driftové trubice. Podminky #iieni byly nastaveny takto: teplota zdroje 60 °C,kay§iny
40 V, rychlost viny 500; 550; 600; 650 a 700 mfsftavym plynem byl dusik. MS spektra
dextranu jsou snhadno interpretovatelna afipgat negativnino médu jsou dominantnimi
signaly fosfatové adukty, ipadt pozitivniho modu jsou to adukty se sodikem. Dextra
pokryva rozsah CCS od 174?/o 429 & pro dusik jako driftovy plyn. Na obrazku 14
je zobrazeno hmotnostni spektrum dextranu, kde ¢raalena kol&ka zobrazuji fosfatové
adukty, s¥tle zelend koléka jsou deprotonované€astice a trojuheldky predstavuiji
fragmentové ionty. Autio v zawru shrnuji, Zze TWIM/MS lze pouzit k zjigti CCS N-
glykani a jejich fragmeni, a potvrzuji, Ze dextran je vhodnym kalibranter pjis&ni CCS
negativnich iont.[41]
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Obr. 14 Hmotnostni spektrum dextranwfaného na Synaptu G2-S¢pzato z cit. [41])

DalSim kalibrantem, ktery byl vyuzit k ziskani C@Ssnes nasledujicich sl@enin:
N-ethylanilin, acetaminofen, alprenolol, ondansetrolozapin-N-oxid, colchicin, verapamil
a reserpin. Tato st8 byla pouzitatCampuzanem a kadk meéteni CCS dvou diastereoizonier
(dexamethason, betamethason), pokryva rozsah mi22d po 609,3. Absolutni hodnoty
CCS potebné ke kalibraci byly #feny gistrojem s driftovou trubici. Kalibéai snts
o 1uM koncentraci (50 % ACN, 0,1 % kyselina mraygrbyla ionizovana elektrosprejem
zavzniku [M+H] ionti. Analyza probihala naifstroji Synapt G2 HDMS a #teni bylo
provadno i tiech rychlostech viny 500, 475 a 450 m/s s amplitud® V. Hodnoty CCS
kalibrasni smsi (pro Nb) se pohybuiji od 124,5%pro N-ethylanilin po 254,3 Apro reserpin,
relativni standardni s¢rodatna odchylka byla 0,6%. V tabulce (Tab. IIl) jsou uvedeny CCS

vSech slozek kalibtai snesi.[42]

Tab. lll Hodnoty CCS a m/z pro kalilifiai sres latek

Latka miz | QA% (N, Latka miz | @ A% (N,
N-ethylanilin | 122,1 124,5 Clozapin-N-oxid 343,2 180
Acetaminofen| 152,1 130,4 Colchicin 400Q,2 196,2

Alprenolol 250,2 157,5 Verapamil 455|3 210,0
Ondansetron| 294,p 172,7 Reserpin 609,3 2543

Obrazek 15 ukazuje zavislost driftovébasu korigovaného o dobu letu iontu mezi
mobilitni celou a TOF analyzatorem na korigovanficknotach CCS. Data byla ziskaria p
rychlosti viny 450 (kivka 1), 475 (kivka 2), 500 m/s (kvka 3) s vySkou viny 40 V.[42]

20



1400 ) 4 450 mvs
y = 505 37x0-4761
1300 - R== 09966

1 23
. » Reserpine

1200 - 2 475 m/s

y = 490.37x0 4849
R*=0.9979 -
1100 -
3. 500 m/s Verapamil
= 487 88x0 4847 o
1000 YFF =0 99?2 Colchicine

Corrected O

Clozapine N-oxide
Ondansetron

900

800 Alprenolol

700 -

Acetaminophen

600 - N—Elhylanlline

500 - - - -
1 2 4 5 o 7 B
Corrected drift-time (msec)

Obr. 15 Zavislost korigovanych CCS na korigovanych driftolrgasech
(prevzato z cit. [49}1])

Bush a kol.mgtili CCS 113 peptidovych ioff jako kalibranty pouZili polyalanin
a polyglicin. K ziskani hodnot CCS pebnych ke kalibraci byl pouzit Synapt G1 HDMS,
ktery obsahoval driftovou trubici. Samotné&ieni probihalo na Synaptu G2 HDMS, ionty
byly generovany nanoelektrosprejem. CCS péptigla meiena @i riznych rychlostech
a vyskach viny (viz Tab. IV).[43]

Tab. IV Podminky ndieni — vySka a rychlost viny

Vyska viny [V] Rychlost viny [m/s]
40 1200, 1000, 800, 600, 500, 4p0
35 1000, 800, 600, 500, 400, 350
30 800, 600, 500, 400, 350, 300
25 600, 500, 400, 350, 300, 250
20 350, 300, 250, 210

Jak bylo zmisno drive, kalibraci je vhodné provédlatkou s podobnymi viastnostmi
api stejnych podminkach, coz odsitge potebu znat nap teplotu driftového plynu
Ci tlak.[43]

Campuzano a kolyuzili CCS k odliSeni strukturnich izonieflavanoidi glykosidu
viz Tab. V. Vysledny mobilogram je zobrazen na aktal6. Kalibrantem byly jednou nabité

peptidy se znamymi hodnotami CCS, které Ize pdupiedpovzeni CCS malych molekul.
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Podminky experimentu byly zvoleny takto: sprejovaeigti 1 kV, nagti na vstupnim
konusu 35 V, driftovy plyn He, rychlost viny 250srd vySka viny od 5 do 6 V.[44]

Tab. V Hodnoty CCS pro glykosidy

Glukosid flavanoidu | CCS ziskané pomoci TWIM AZ)
Luteolin 8C-glykosid 129,6
Luteolin 6C-glykosid 132,9
Luteolin 70-glykosid 136,7
Blqlu____|
6Clgu_—_|J

TO-glu— 4

Obr. 16 Mobilitogramy #i glykosidi (pievzato z cit. [44)]

Gelb a kol.studovali vliv kalibrantu na dgeni CCS pomoci TWIMS. Kalibrantem
by méla byt slokenina podobného sloZzeni jako ma analyzovana |&tkke kalibrace zavisi
i na naboji kalibrantu, ktery m& vliv nagsnost CCS, jelikoZ ke ovlivnit interakci iontu
s driftovym plynem. To je velmiidezité @i pouziti dusiku jako driftového plynu v TWIMS,
protoZze dusik ma&si polarizovatelnost nez helium, které byastji pouzivano v DTIM.
Pouzitim plynu s vysSi polarizovatelnosti Izeegpokladat intenziwijSi interakce analytu
s driftovym plynem, coz fiZe zpisobit vySSi citlivost iéfeni na naboj analyzovanych latek.
M¢éteni bylo provadno na Synaptu G2-S HDMS s ionizaci nanoESI rgchlosti viny
650 m/s a s vySkou viny 40 V. Vysledna data bylaepvavana pomoci progranviassLynx
a DriftScope. Ke kalibraci byly pouzityazné latky, nejprve byl pouZit jednou protonovany
polyalanin s hodnotami CCS na&ranymi Clemmerem a kol. (DTIM, He jako driftovy plyn
Druhym kalibrantem byl vicenasabrprotonovany polyalanin s CCS ziskanymi Bushem

a kol. (DTIM a He jako driftovy plyn). Poslednimliktaantem byl adukt sodiku s N-glykany
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uvolnénymi z thyroglobulinu, jehoz CCS fragménbyly zméfeny Pagelem a Harveyem
(DTIMS, He driftovy plyn). Na obrdzku 17 jsou zobeay kalibr&ni kiivky jednou, dvakréat

a tikrat nabitych oligometr polyalaninu.[45]

1.0 .
@ 7z = 1+ Callbrants
—_— y = 2.0B2x - 5.732; A2 = 0,998
0.8 <
& 7= 24 Calibrants
——— y= 2.286x - 6,395 A* = 0,999
—
% 9687 B z=34calibrants
E | e ¥ = 2.151x - 5.977; R? = 0.988
S
i 0.4 =
&
[l
[=]
o 0.2+
0.0
*D.Z T T T T T
z.6 2.7 28 2.9 3.0 3.1 3.2

log [ (A2.u1/2.271y]

Obr. 17 Kalibracni kivky polyalaninu (pevzato z cit. [45])
Stanoveni CCS pepfidpti pouziti sacharitl jako kalibrant a naopak vedlo typicky

k chybs 1%, kalibrant s odliSnym nabojem od analytu vnaielneieni chybu v piméru

3,5%. Oba uvedené vlivy uplamé sodasre vedly k chylg v praiméru 4,7%.[45]
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2.7 MOBCAL

Mobilitu daného iontu Ize modelovat na zakiathalosti struktury latky a ziskat tak
vypoctem hodnotu CCS. Moment&nse k uéeni teoretickych CCS pouziva software
MOBCAL. Jedna se o votdostupny software (www.indiana.eeinano), ktery jako vstupni
data vyuziva strukturu latky ziskanou pomoci rembgé krystalografie, NMR:i kvantow
chemického vypétu.[10], [33]

MOBCAL vyuziva ti metody kuteni CCS: aproximace projekci (projection
approximationPA), rozptyl @i srdzce pevnychastic (hard sphere scattering methgdSS)

a metody trajektorie (trajectory methoid\)), ve kterych je pouzito helium nebo dusik jako
driftovy plyn.[10]

Nejjednodussi metodou kdeni CCS je PA, ktera je pouzivana jiz 80 let. CE€&uj
ziskany zpimérovanim geometrickych projékich ploch vSech moznych orientaci molekuly.
Nevyhodou metody je ignorace dalkovych interakczinnenty a driftovym plynem. Metoda
je vhodna pro fedpo¥d CCS malych molekul (20-100 atdip protoZze pro molekuly &Si
jak 2 kDa vypgitava filis nizké CCS.[5], [10], [11]

DalSi metoda EHSS vypte CCS na zakladihii rozptylu trajektorie pchazejici
a odchéazejicitastice. Tento model sice @ita s rozptylem a procesem kolize s driftovym
plynem, ale nezohledje interakce dalekého dosahu mezi plynem a iddgni vhodny pro
vypocet CCS malych molekul.[5], [10], [11]

Nejspolehlijsi metodou k vyp&tu CCS pro velké molekuly je TM, jelikoz piva
s interakcemi dalekého dosahu mezi plynem a iokylianimi efekty. Nevyhodou je dlouhy
¢as potebny k vypd@tu. Nedavna zlepSeni tykajici se TM s pouzitim klusmohou zlepSit
kalibratni zavislost CCS, coz je uZit®é pro TWIMS, kde je dusik typickym driftovym
plynem. K porovnanitznych néfeni a vypota slouzi nap. protein data bank (dostupna
i online: http://www.indiana.edu/%7eclemmer/Resbanmss%20section%20database/Protei
ns/protein_cs.htm).[5], [11]

Nedavno byla pedstavena metoda PSA (projection superposition oxppation).
Pracuje na stejném principu jako PA, al&€ipp navic se superpozici atomovych potericial

a zahrnuje i tvarovy faktor. [11]
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Postup porovnani teoreticky vy§ienych hodnot CCS s experimentakriskanymi lze
shrnout do nésledujicich kribk

1) sestaveni seznamu konforiiner

2) hledani konformeridj s minimalni energii (kvantéwhemicky vypdet)

3) vypaiet CCS pro vybrany konformer/konformery

4) srovnani vyp&tené a experimentairzjisttné hodnoty CCS.

Prvni bodem je tedy sestaveni seznamu konfdrméteré se provadi tak,
Ze se kvantay chemickymi vypoty optimalizuje struktura a hledaji se vSechny n#zn
konformery (Ize vyuZit i systematického hledanifhavani struktur). Déle se &ppomoci

e

bodem je vypéteni teoretickych CCS softwarem MOBCAL.[5]

Déle jsou uvedeny ifklady vyuziti softwaru k analyze. IM/MS se pouziva
ke zkoumani biologickych systénod separace sloZitych proteomickychésimaz po ufeni
konformace velkych makromolekul, proto d&rneczkoa Barran rozhodly vyuzit IM/MS pro
meieni CCS monomernich protéinK ionizaci proteih pouzily ESI a nanoESI. CCS hyly
pocitdny pomoci i modeli dostupnych v MOBCAL. K porovnani s teoreticky zBkmi
CCS pouzily hodnoty ziskané rentgenovou krystafiigrajistily, Zze CCS uéené metodou
PA poskytovaly 0 20% nizSi hodnoty CCS neZ zbylé mhetody. Tento jev je Zgoben tim,
Ze PA neptita s mnohonasobnym rozptylem. Na druhou stranuEp&kytovalo hodnoty
0 néco malo vyssSi obzvl@$ro malé molekuly ve srovnani s TM.[10]

Druhym gikladem je vyuziti CCS k analyze malych molekuilldZité je si u¢domit,

Ze i kdyz metoda neni vhodna k v¢po CCS malych molekul, @ize byt k zisku jejich CCS
pouzita. Williams a kol. pouzili k vygtu CCS izomeir rutheinovych komplek vSechny
tii metody. Ukéazalo se, Ze PA a TM jsou v dobré shadtimco EHSS poskytuje daleko
vySSi hodnoty. [33]

Naproti tomu Scarff a kol. #iili CCS hemoglobinu, kde podobné vysledky
poskytovaly metoda EHSS a TM.[33]

Zatim nelze jednozia¢ doporgit nékterou z vypdetnich metod.[33]
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2.8 Nové syntetické drogy

Nové syntetické drogy (new designer drugs, NDO¥spiptavuji stale rostouci skupinu
zneuzivanych latek. Vzhledem ke 2né variabili¢ struktur mohou selhavat klasické postupy
forenzni analyzy a je nutné hledat nov¥&stpy k prokazovanifiomnosti ¢chto latek, & jiz
v substancich zachycenych na nelegalnim trhu nebiolegickém materidlu. Do skupiny
NDDs pati nagt. syntetické kanabiody, katinony a fenylethylaminy.

NejbézrejSi metodou uzivanou k analyze a identifikaci jpddaova chromatografie.
K detekci a kvantifikaci katinanv lidské krvi byla pouzita metoda LC/MS/MS. Vzorbil
piipraven extrakci kapalina-kapalina pomoci 1-chltebu s 10% isopropanolu a k jeho
ionizaci byl pouzit elektrosprej v pozitivnim mofie]

Stejnou analytickou metodou byly studovany i syokgt kanabiody ve vzorcich krve.
K extrakci byla opt pouzita L-L extrakce (1-chlorbutan s 10% isopmoga) s tim rozdilem,
Ze ke vzorku byl jest pridan pufr. Dale byl vzorek centrifugovan, roztokl ldpaen
a vznikly odparek byl rozpudt v methanolu.[47]

Kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovmothostni spektrometrii byla
pouzita i k identifikaci a charakterizaci drogy 4=K8, bytulonu, flefedronu, methylonu
¢i methedronu v sypkych praskovych vzorcich. K idfé@tci drog autdi pouzili i NMR, FT-
IR a LC/TOF.[48]

Jinou moznosti identifikace syntetickych kanalfioge pouziti gime analyzy
v realnémcase — DART/MS. Tato technika byla autory pouzianklyze NDDs v rostlinnych
vzorcich (bylinné sisi), k identifikaci nalezenych latek byl pouZit &m@tor doby letu
s vySSi rozliSovaci schopnosti.[49]

DalSim materidlem, ktery iie obsahovat NDDs, je moK jeji analyze lze vyuzZit
spojeni kapalinové chromatografie s hybridnim hrostnim spektrometrem QTOF
(kvadrupodl — analyzator doby letu). [50]

Novou metodou, kterou Ize vyuzit k analyze katihge micelarni elektrokineticka
chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnoptktsometrii.[51]

DalSi analyticka metoda, kterou Ize vyuzit, je skpgcka fluidni chromatografie,
kterou autéi pouZili k analyze katinaina fenylethylamid.[52]

Zajimavou moznosti pro zlepSeni identifikace novggitetickych drog 1ive byt
praw vyuziti iontové mobilitni spektrometrie resp. CC® spojeni s hmotnostni

spektrometrii.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 P¥istroje, chemikalie

VSechny vzorky novych syntetickych drog bylyi@ny na pistroji SYNAPT G2-S
(Waters, Manchester, UK} iontovym zdrojem ESI. Vzorky standérda kalibrand
se navazovaly na vahabkettler Toledo ( Praha(eska republika).

Pouzité chemikalie: methanol pro HPLG/WR International S.A.S., Francie),
acetonitrii HPLC grade(VWR International S.A.S., Franciekyselina mraveti > 95%
(Sigma Aldrich, PrahaCR), voda (upravena na fistroji Milli-Q Reference, MA, Bedford,
USA).

K analyze se pouzilo 18 standardovych syntetickych drog (Tab. VI), které byly
obdrZzeny od spotmostiLipomed AG(Arlesheim, Switzerland) Cayman ChemicgAnn Arbor,
Michigan, USA) Pentedron, MEX a EPH byly poskytnuty Celni spréa&.

Pro ugeni CCS byly jako kalibgi standardy vyuZity DL-polyalanigigma Aldrich,
Praha, CR) a sng#s latek: N-ethylanilin 98%Sigma Aldrich) Acetaminofen min. 99,0%
(Sigma Aldrich, Alprenolol hydrochloridCouncil of Europe)OndansetroSigma Aldrich)
Clozapin-N-oxid (Sigma Aldrich) Colchicin > 95% HPLC (Sigma Aldrich) Verapamil
hydrochlorid> 99% (Sigma Aldrich)a Reserpir> 99% HPLC (Fluka Analytical — Sigma
Aldrich).
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Tab. VI Seznam r&éenych novych syntetickych dr

Molekulova
hmotnost Trivialni
[g/mol] Zkratka nazev Systematicky nazev Struktura
Sumarni
vzorec
3,4- (R)1-(1,3- 0 N2
179,220 MDA methylen- benzodioxol-5- <
C1oH1NO, dioxyamfeta] yl)propan-2-amin . CH,
-min
H5C.
3 \o
o5 NH,
181,232 2-CH - dimethoxyfenethylamin
ClOHlSNOZ
O
\CH3
1’3 _ o NH,
193,242 BDB Benzodioxol | 1-(1,3)-benzodioxol-5- <
C1H1:NO, yl - yl) butan-2-amin o
butanamin s
HscW
o} 6]
247,333 g 2-
EPH | Ethyffenidat| (Ro)ethvl 2-fenyl-2 '
CysH:NO, piperidin-2-yl-acetat N
CH
O/ ’
2-(4-bromo-2,5- Nrte
260,130 2-CB ) dimethoxyfenyl)ethan
CioH14NO-Br amin .
0}
H3C/
o}
149,190 CAT Katinon (S)2-amino-1-fenyl-1- | ¢
CsHuNO propanon
NH,
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H
. N
177,242 MABP Buphedron |  2-(methylamino)-1- e,
C11H1sNO fenylbutan-1-on
CH,
; H
177,242 3-MMC 3 — Methyl - 2-(metrr1]ylﬁc1m|nlo)i1-(3- HC N\CH
methkatinon methylfenyl)-1- ’
CuHisNO propanon CH,
181,206 (RS)4-(4-fluorofenyl)-
4-FMC Flefedron | 2. methylaminopropan-
CiH1,FNO 1-on
181,206 B | (RS)1-(3-fluorofenyl)-
3-FMC 3 ﬂl:ll(u?_ro 2- methylaminopropan-
CiH1,FNO methkatinon 1-on
191,270 i _ | (RS)2-ethylamino-1-(4-
4-MEC ?hlv:lft?.yl methylfenyl)propan-1-
C,HiNO ethylkatinon on
191,269 (#)-1-fenyl-2-
- Pentedron | (methylamino) pentan-
C12H17NO 1'On
193,242 (RS)-(4- f
’ PMMC | Methedron methoxyfenyl)-2- “on,
Cyi1H1sNO, (methylamtljr;o)propan-l- " L.
(£)-2-methylamino-1- .
207,230 bk- (3,4- 0 AN
Methylon | o thylenedioxyfen ) et
CuHiNO; | MDMA ¢ vteny) | {
propan-1-on o CHs
1-(1,3-benzodioxol-5- H
221,252 |y MBDB |  Butylon yl)-2- g on,
CyoH1sNO; (methylamino)butan-1- <
on o

CH,
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(RS)1-(1,3- '
221,252 MDEC Ethylon benzodioxol-5- yl) -2- | 2 Nﬁ
CrH1:NO (ethylamino)propan-1- <
121 115! 3 on S CH, CHs
H,C
(RIS)2-(3- jN
247,330 MXE Methoxet- methoxyfenyl)-2- o o
C1sHoiNO, amin (ethylamino)cyklohexar |
on CHy
281,391 (RS}1-naftalen-2-yl-2- o
NRG-1 Nafyron | pyrrolidin-1-yl-pentan- |
ClgH23NO 1-on S )
3.2 Pracovni postupy

3.2.1 Analyzy na Synaptu G:-S

Roztoky standarid novych syntetickych drog o koncentracug/ml byly davkovany
do iontového zdroje ffmou infuzi :pritokem 10 pl/min. Jako iontovy zdroj slouz
elektrosprej.Analyza probiala i nasledujicim nastaveni (nenibvedeno jinak: rychlost
viny 700 m/s vySka viny40 V, rozsah m/z o®b0 do 1200 Da nagti na kapildée 1,25 kV,
teplota zdrojel00 °C napsti na vzorkovacimkonusu30 V, offset zdroje 80 V, teplota
desolvatacd00 °C

3.2.2 Priprava roztoka novych syntetickych drog

Zasobni roztokysSech standafd(c = 1 mg/ml) se fipravily rozpuSénim navazky
v odpovidajicim objemu roztoku (GOH:H,O (50:50, v/v). Postupnyntedinim byly

nésleds pripravenypracovni roztok o koncentraci uig/ml.

3.2.3 Pr¥iprava kalibrant

Nejprve se fipravil zasobni roztokpolyalaninu o koncentraci 1 mg/ml ve &
H,O:ACN (1:1, v/v). Poté bylo fipraveno 10 mipracovniho roztok (2 ug/ml), ktery
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obsahoval 20ul zasobniho roztoku polyalaninu, d 0,1 % HCOOH, odrrna baika
se nakonec doplnila po rysku &shHO:ACN (1:1, v/v).

Druhy kalibrant — sw@s latek se fipravoval obdobnym Zjsobem. Prvé byly
piipravenyzasobni roztokyc = 1 mg/ml) vSech Sesti latek (acetaminophepreablol, N-
ethylanilin, clozapin-N-oxid, colchicin, ondansetroeserpin a verapamil). Z nich séppavil
pracovni roztolo vysledné koncentraciigy/ml obsahujici zmimé latky.

3.2.4 Pribéh méreni

M¢éteni jednotlivych novych syntetickych drog a kalitixa (polyalanin nebo sés
latek) neprobihalo jednotky ale v ndvaznosti za sebou. Nejprve byl pfimn kalibrant (1),
poté prokhlo Sest mifeni dané drogy a na zimbyl opst pronmeien kalibrant (11). Ozng&eni |

a ll zn&i poradi nefeni, nikoli konkrétni kalibréni smes.

3.2.5 Zpracovavani dat v programu DriftScope

Pred samotnym zpracovavanim ngsnych dat v programu DriftScope je nutné
nastavit v poitCi jako vychozi jazyk angitinu. Nastaveni se provadigs ovladaci panely,
kde vOblast a jazyk— forméty, klavesnice a jazykyastavime ANGLETINA (Spojené
krélovstvi).

DriftScope je sotasti softwaru MassLynx. Po otewi DriftScopu n&eme zndiena
data kliknutim naFile — Open data file kde si nejprve otéeme kalibrant a provedeme
detekci pitomnych piki, kterym je pitazena kalibréni hodnota CCS. Naslednjsou
zpracovana data analyzovanych latek.

V nésledujicich obrazcich budéepled zobrazen postup kalibrace a jeji nasledna
aplikace na drogy.

Vytvéaieni kalibrace zg#né otewenim souboru kalibrantu, po jeho atewi detekujeme
piky. Detekce se provadigs Peak Detection —> Detect Peak®br. 18), kde se po zvoleni
zobrazi tabulka s det&kimi parametry.
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Obr. 18 Detekce pik

Na obrazku 19 jsou znazémy parametry, které jsou ameény. V této praci
je prova@na nechromatograficka detekce, z tohovatlu ji vybereme. Dale kontrolujeme
minimalni Stku mobilitniho piku, MS rozliSeni a minimalni int&tu (prah).

File Edit-View Display Help

| B B |

B (9.03_2.00) (1.00_200.00) (48 00_1200.00)

XER O D6+ = 5wk W,

DataMode

) Chromatographic Moda

& Non-chromatographic Mode <=
Peak Detection Parameters

Min Drift Time Peak Width (FWHM): 2.0 | bins _

Drift Time Range: 1.0 |to {2000 bins [¥] auto

Retention Time Range: 0.0 ko |20 mins [¥] auto

1S Resolution: 20000

Mirimum Trtensity Threshold; 1000| Counts _

|7 Enable Lock Mass
Lok Mass: 7164585 |miz
Lock Mass Tolerance: 0.25 amu

Lack Mass Scans Ta Combine: 1

R VIV T1 O X DY N 1 DY U D X DT IO ‘ ‘
4000 5000 6000 5 7000 BO0.O 9000 10000
n

| 021015_POLYAL_WN500_NASE_O4.raw : 1

Obr. 19 Zména deteknich parametr
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Po odsouhlaseni parametmprobihd detekce pik priklad detekovanych pik
kalibrantu je na obrazku 20.

File Edit View Display Taols Peak Detection Help

EE R« [DEDEE:: v XEs 02 Z6[0+2 Elutd [Bi€@[®i|X.

I (0.03_2.00) (1.00_200 00) (48 00 _1 200.00)

(76,108653840)

| X | H“ TR O Y T O PO I | |

T t T T T T T
1000 2000 3000 400.0 5000 6000 i 7000 800.0 9000 10000 1000
m

021015_POLYAL_WV600_NASE_04.ram:1

Obr. 20 Detekované piky v kalibrantu

DalSim krokem je oteeni zalozkyPeak Detectionkde zvolimeCalibrate Peaks ->
New Calibration(Obr. 21).

I DriftScope - |
File Edit View Display Tools [Peak Detection] Help

=2 ‘ AR ‘ @ ‘{EE Detect Peaks FiC v
1 FilterPeaks..
B (0.03_2.00) (1.00_200.00 (1.1,51742892)
| ManagePeaklists.. | -
" S . S . - R
= i ; ; i
gt ae s ars 125 15 175

(0.03_2,00) (1.00_200.00) (49.00_1200.00)

miz

® 507

LA SIS ESIERTS RS TSRS EERE :""\"l""i """""" """""" """""" """""" ST P IERSTERsTS RS EERSEEEsY RS TT RS i
. L. - o g L IJ-llhlluL.hlm.ul'l.i Y o | L ; ) ; )

T T T T T T T T
4000 500.0 800 7000 800.0 9000 1000.0 11000
miz

021015_POLYAL_WN600_NASE_04.raw:1

Obr. 21 Kalibrace piki
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Otewe se CCS Calibration Editor, kde probiha samotrérikae. Ped kalibraci
by mél byt jeS& vytvoren csv soubor, ktery obsahuje gloupce (m/z jednotlivych jednotek
polyalaninu, jejich teoreticka hodnota CCS a nabiéigsné hodnoty a #Agob jejich ziskani
je popsan v kapitole 4.1. Soubor se uklada do glozaél, do které je ifpstup pres
C:\DriftScope\docs\cal. iiklad csv souboru, se kterym jsme prosiadalibrace, najdete
na obrazku 22.

@ -
E b o - = !ﬂ i D | Fm T _=,J 5 Automatické shrnuti = % }a
B i | Obday & £ =5 l%ld tif L @] viprri - ?
Viosit 7 (B[S A rounst na stred = ||| £ - %, qog|| %2 £ | Po Formétovat  Styly || Viofit Odstranit Format | ; Sefadita Majit s
- formatovani * jako tabulku = buriky - - - {2 Vymazat filtrovat = wybrat =
Sehranka [« Pismo 0 Zarovnani & Eislo Styly Buiiky Upravy
| a1 - | ccs(uit) |
A ] 3 D E £ G H ] K L M [ a e a R s T u v W l!
1 [cos i) Jmvz z
2 150/ 232.13 1
3 165 303.167 1
4 179 374204 1
5 195 445.241 1
& 208 516278 1
7 223| 587.315 1
8 238 658.352 1
] 253 720.39 1
10 267 800.427 F:
11 279 871464 1
12 204 942501 1
13 307 1013.54 1
14 320 108458 F
15 333 1155.61 3
16 345 1226.65 1
17 357 1297.69 1
18 360 136872 3
19 381 14393 1
20 393 15108 1
21 405 15819 1
22 417 16529 3
23 439 17139 1
24 a0 1795 1
25 452 1886 1
26 464 19371 1
27
28
W 4 » M PolyAla_pos extended ¥ [N m | D]
Piipraven [EEEET e {7} @

Obr. 22 Csv soubor — polyalanin

V CCS kalibr&nim editoru zvolimeFile — Open reference filea vybereme csv
soubor, ktery odpovida danému kalibrantu (Obr. 23).
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Open reference file.., CD max: 84005848 Counts
= i )
i | |
8 s0F - Fmm==mmmmmmmmmmm—mm————eo- r---------
| |
i |
T T
5000 10000
miz
Wasured Chart max: 84005848 Counts
g ,
@
E
5
& 507

5000 10000
miz
Calibration Chart nc=mcB A=BOE2 6 =0541 RY =00 max: 1000 Qc
g
5 |
c | i | i 1
04 - L L i
| i | i
i |
T T T T T 1
20 40 60 80
te
Delta Chart max: 1040¢
£
g i
90 : : : : e
| I
| |
1 T T ]
20 40 60 a0

Obr. 23 Otevirani refereiniho souboru

Po oteveni se zobrazi piky, které odpovidaji reférem hodnotam dervené piky).
Jako dalSi krok klikneme nReaks — Auto sele@ zvolime si poZzadovany prah intenzity
(v naSem fipact byl volen prdh 2). Barva vybranych fiilse néni zc¢ervené na modrou.
V dalSich ramécich se objevi kalibeai kiivka s hodnotou koeficientu determinace, ktera by
méla byt vys&i jak 0,99 (R> 0,99) a chybové Gsky (Obr. 24, Obr. 25 a Obr. 26).
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[File [Peaks) Calibrate
Luto select.., > max ; 84005848 Counts
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1 | |
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E Spot size 4 ":_ ______ . L ":"" Il
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| i
t T T T
5000 10000
miz
Measured Chart tnax: 84005848 Counts
£
@
E
3
2
&)
5000 10000
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g | I
o | |
c | i
e as s ma RS S0 25 RS 2 meS e S8 2 2
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40

Obr. 24 Automatickeé vybrani pik

A —
File Peaks Calibrate
Reference Chart max : 84005848 Counts
g 1 i i
a 1 i
E i i
| I
(i e e B e S SR i e DR e SRS B
i i
i i
i i
T i T 1
5000 10000
miz
Ieasured Chart max: 84005848 Counts
g
1
T
23
2]
5000
Calibration Chatt Cg=At,® A=-089%8 B =-0.9098 R = 0,698
=] i |
) I i
T | i
& | i
e e e
I i
| i
i i
T T
20 40
Delta Chart max; 10 AQe
£ i | i i i
& i I I i i
&
) : : : ; e
AT e e TR R T e PR SR
20 40 60 a0

Obr. 25 Automatické vybrani pik— volba prahu
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File Peaks Calibrate
Reference Chart max: 84005848 Counts
I i i
5 i i
E i i
3 | |
8 803 - [ Sl IR EEEl I S B f--1---1--
| |
T ' T 1
5000 1000.0
miz
lasured Chart rmax: 84005848 Counts
7 |
[
£
5
ST e I M B
b &
!
500.0 10000
miz
Calibration Chart Q::m,;a A= 01,3427 B = 0.6388 R° = 0.0005 max: 1533 Qc
9 |
¥ |
c |
L e e e
i
i
i
i
T

| |
T T
500 1000 1500
te

Detta Chart max: 10 Ac

| | | |
0 : ; L N - e

ANG%)

500 100.0 150.0

Obr. 26 Automatické vybrani pik— vysledna kalibrace

Jak Ize vidt na obrazku 27, piky, které nebyly vybranyihapdivodu nizké intenzity,
lze dodaten¢ pridat. Ridani se provadi kliknutim na pik, ktery ma byidan, v okri
s nazvemCounts (%) Reference Charvybrany pik zezelena. Poté v ék€ounts (%)
Measured Chartkliknutim na odpovidajici pik provedeme jehiddani do kalibrani fady
(oba piky zmodraji => jsou s@aésti kalibr&ni fady). Jestlize nami zvoleny pik neni vhodny
do kalibra&ni fady (klesne B, provedeme jeho odstrami pomoci tlaitka Delete Postup
je znazortin na obrazku 27 a 28. P#iqani doslo k ndistu R z hodnoty 0,9995 na hodnotu
0,9997. Dal$i moznosti ke zlepSeni $patné hodnbigiRe byt znéna prahové intenzity.
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Obr. 28 Pt
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Poslednim krokem k provedeni spravné kalibraceejie yloZeni vybranim zélozky
Calibrate — Save Calibratian

Pro kazdou rfenou drogu byly vytvieny d¥ kalibrace, a to pomoci kalibrantu |
a kalibrantu Il. Takto vytviené kalibrace se pouzily k zisku hodnot CCS prochsae
opakovani nsfeni dané drogy.

K aplikaci kalibrace je nutno ot#iv data ngrené drogy. Otaeni se provede st&jn
jako v gipadt kalibrantu, tedyFile — Open Data Filea také se musi proveést detekcetpik

viz kalibrant. Na obrazku 29 je zobrazen soubordiogu 4-MEC s detekovanymi piky.

I DriftScope - 021015 4MEC )
File Edit View Display Teol

C=AE ]

SIE B = [D0E

B (0.03_2.00) (1.00_200.00) (42.00_1200.00)

(1.2,5775957)

max: 1200 miz

(36,45008812)

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

. I
! T T T T T T
60.0 80.0 1000 1200 1400 1600 1800

Drift Time (Bins)

(0.03_2.00) (1.00_200 00 (49.00_1200.00) (174;50506928)

e e s et s e s s gt ettt

T
1000 000 4000 s000 G000 e 7000 2000 o000 10000 11000

021015_4MEC_WVE0O_NASE 01 raw:1

Obr. 29 Detekované piky pro analyt 4-MEC

Abychom mohli aplikovat vytvienou kalibraci, musime otidt zaloZzku Peak

Detection — Calibrate peaks — Apply Calibratig®br. 30), kde si zvolime odpovidajici
kalibraci (Obr. 31).
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File Edit View Display Tools Help

E:
A=
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I
7
£
E
IN|

@[ oeeres "
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T
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021015_4MEC_WV600_NASE_O1.ram:1

Obr. 30 Aplikace vytvaené kalibrace

tion Help

@
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pois 161115 POLYAL WVG00_NASE 0Lraw
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,,,,,,, O

Filz name: Default.pro|Dats|021015_POLYAL_WVG00_NASE_0%.ram open |

st ;
Files of type: | Calbrated RAW Foldars - Cancel

(0.03_2.00) (1.00_200 00 (49.00_1200.00)
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T T T T T T
1000 2000 4000 5000 6000 700.0

021015 4MEC_WVB00_NASE_01raw:1

Obr. 31 Aplikace vytvaené kalibrace — zvoleni odpovidajiciho kalibrantu
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UplIng poslednim krokem k zji&hi hodnoty CCS dané drogy kliknuti na jeji hodnotu
m/z @i sowasném fidrzeni klavesyCtrl (Obr. 32).

JL. DriftScope - 021015 AMEC WV Lol X
File Edit View Display Tools PeakDetection Help

=B B|w|CED0E 7 | XEs? O D2/ [0+ B 5 bt du |8 @® X

(0.03_2.00) {1.80_200.00) (49.00_1200.00)

(1.2,5775957)

10
Retention Time (Mins)

(0.03_2.00) (1.00_200.00) (49.00_1200.00) max: 193 miz

Hha2s

192
200

(0.03_2.00) (1.00_200.00) (20.00_1200 00} (36;45098812)

I ' m/z: 192.15, i: 22670252 ! I ' I I
LT i T Apex mz: 192.1544, intensity: 77246008, t: 0.0 dt: 39.13, QD: 14408, 21|~~~ T TR YT 1T [Tt

A

T T T T T T T T T T
1920 1921 1922 1923 1924 1?_25 1926 1927 1928 1928
miz

021015_4MEC_WV600_NASE_01.raw:1

Obr. 32 zjisténi hodnoty CCS
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Polyalanin a volba rychlosti viny

Prvnim kalibrantemktery se pouZzil pro zjighi CCS novych syntetickych dr, byl
polyalanin. Polyalanin je n&stji pouzivanym kalibrantem jak pro pozitivni, takpro
negativni mod.[34]Poskytuje jdnonasobé& nabité oligomery @Qbr. 33), které pokryvaji
rozsah m/zod 231 do 799. Nami pouzité hodnoty CCS polyalarbgly ziskany d firmy
Waters, viz Tab. VII.

e
N
n

CHj

Obr. 33 Retézec polyalaninu

Tab. VII Hodnoty CCS aifslusné m/ pro polyalanin

ccs A? m/z ccs A? m/z
150 |232,1297| 333 [1155,612
165 |303,1668| 345 [1226,649
179 |374,2039| 357 [1297,686
195 | 445,241 | 369 [1368,723
209 |516,2782| 381 |1439,800
223 |587,3153| 393 |1510,800
238 |658,3524| 405 |1581,900
253 |729,3895| 417 |1652,900
267 |800,4266| 429 |1723,900
279 |871,4637| 440 |1795,000
294 |942,5008| 452 |1866,000
307 [1013,538| 464 |1937,100
320 |1084,575
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Prvnim krokem, je weni rychlosti viny (wv), a to z tohoidodu, aby se celéd obalka
polyalaninu (vSechny mobilitni piky) nachazela drjem mobilitnim okg. Fri Spatré zvolené
wv dochazi k posunu obalky polyalaninu do druhélabititniho okna, coz vede k chybnym
vysledkim.

Ukazky vlivu iznych rychlosti viny jsou zobrazeny nize. Na obua24 je polyalanin

s rychlosti viny 700 m/s, jedn& se o wv, kterd IpdaZita pi naSich experimentech.

{0.03_2.00) (1.00_200.00) (40.00_1201.00) (93,95906784)

T T T T T T T T T
200 400 0.0 0.0 100.0 1200 1400 160.0 1800
Drift Time (Bins)

Obr. 34 Polyalanin s rychlosti viny 700 m/s

Pri rychlosti viny vysSi (900 m/s) je uz patrny pospolyalaninu sirem ven

z mobilitniho okna (Obr. 35) a prodmvani CCS kalibraci na polyalanin ji tedy nelze Zau

(0.03_2.00) (1.00_200,00) (40.00_1201.00) (119;80906600)

T T T T T T T T T
200 40.0 0.0 80.0 100.0 1200 140.0 1600 180.0
Drift Time (Bins)

Obr. 35 Polyalanin s rychlosti viny 900 m/s

Na obrazku 36 je uz velmitetelné, Zze obalka polyalaninu je rélha do dvou

mobilitnich oken.

(0.03_2.00) (1.00_200.00} (48 00_1201.00) (145;76202028)

T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 140.0 160.0 180.0
Dritt Time (Bins)

Obr. 36 Polyalanin s rychlosti viny 1100 m/s

Na zaklad vySe uvedeného probihaloérani drog a kalibrait pii rychlosti viny
700 m/s. B vyhodnocovéani v programu DriftScope bylo pro#adal dvoji vyhodnocovani,
prvni pred gidanim piki kalibrantu a druhé po jejichiidani. Ridavany byly piky, které
program DriftScope zitvodu jejich malé intenzity nevybral automaticky.l¥8testovany dva

kalibranty polyalanin (kapitola 4.2) a kalibrant&matek (kapitola 4.3).
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4.2 Uréovani &inného sradzkového pfifezu novych syntetickych drog na
kalibrant polyalanin

Prvnim kalibrantem, pomoci kterého byly #psany hodnoty CCS novych
syntetickych drog (fenylethylaminy, katinony), tpglyalanin. Piimérné hodnoty CCS z Sesti
meieni gred gidanim a po fidani pika pro kalibrant | a Il jsou shrnuty v Tab. XII a T.aklll
(viz prilohy kapitola 8.1), hodnoty jsou uv&dy se smirodatnou odchylkou. V grafech 1-8
jsou vyneseny korelace hodnot CCS danych drog zehyeh v tabulkach (Tab. XII a Tab.
X11).

V grafu 1 je zobrazena korelace hodnot CCS fenylethini uréenych pomoci
kalibrantu |1 a pomoci kalibrantu Il, v obotiipadech ped gidanim piki. Linearni zavislost
je potvrzenim, Ze systém je stabilnigdném neieni fenylethylamifi nedoslo k Zzadné zimé.

Malé chybové usiky znai dobrou opakovatelnostdgieni.

165
T
N
= 160
t
s
2 5 155
8
S E
o £
> £ 150
]
€ 5T
? 145
L
‘o
s
g 140
E y = 0,977 (20,007)x + 3,39 (+1,04)
a R2 =0,9997

135

135 140 145 150 155 160 165
Primérné hodnoty CCS kalibrant | pfed pfidanim piku

Graf 1 Pramérné hodnotyCCS fenylethylamit pro kalibrant | a Il ped gidanim piki

Jak bylo zmiano dive, piky kalibrantu sefmavaji riné z divodu jejich malych
intenzit. V grafu 2 je zobrazena korelace hodnoSGénylethylamifi po jejich gidani. Ot
vidime linearni zavislost s vysokou hodnotou spiblebkti (0,9981) a malymi chybovymi

Usekami.
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2 140 y = 0,982 (+0,017)x + 2,81 (£2,45)
3 R%=0,9981
o

135

135 140 145 150 155 160 165
Primérné hodnoty CCS kalibrant | po pfidani pika

Graf 2 Pramérné hodnotyCCS fenylethylamit pro kalibrant | a 1l po fddani pika

V grafu 3 a grafu 4 je zobrazena korelace hodnds @ylethylamif pro kalibrant |
resp. kalibrant 1l ped a po fidani piki. V obou gipadech je patrné, Zzgigani ¢i nepridani
pika vyznammr neovliviiuje linearitu kalibréni zavislosti. Mezi kalibraci pomoci kalibrantu |
a pomoci kalibrantu Il je rozdil patrny z Useku ase. Hodnoty CCS se pak budou liSit

0 systematicky posun.
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2 160
o
2
S 5 155
n =
O a
> E 150
0 T
£3
o 145
E
]
E 140 y = 1,02 (0,01)x - 3,22 (+1,93)
T R? = 0,9989

135

135 140 145 150 155 160 165
Primérné hodnoty CCS kalibrant | pfed pfidanim piku

Graf 3 Korelace pimérnych hodnot CCS pro fenylethylaminy pro kalibrapted
a po gidani pika
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165
160
155
150

145

140 y =1,02 (£0,02)x - 3,85 (£2,82)
R?=0,9977

Primérné hodnoty CCS kalibrant Il po
pfidani pika

135
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Pramérné hodnoty CCS kalibrant Il pied pfidanim pika

Graf 4 Korelace pimérnych hodnot CCS pro fenylethylaminy pro kalibrérgred
a po gidani pika

Na nésledujicich grafech (Graf 5-Graf 8) jsou zmbry analogické korelace hodnot
CCS pro katinony. Gft zde vidime, Ze kalibtai zavislost je linearni s vysokou hodnotou
spolehlivosti a malymi chybovymi G&@ami. Oproti fenylethylamitim jsou Useky na ose
mensi a pouZiti jednoho nebo druhého kalibrantuebdévat menSi rozdil hodnot CCS.
V piipact fenylethylamiri se sndrnice liSi od jedné v jednotkach procent, coz qiispiva
k rozdilu hodnot ziskanych kalibrantem | resp.Mé vysledku lze &ekavat rozdily v CCS
v jednotkach procent, cozZ je v3aKjgtelna chyba jejich &feni. Pro katinony byly zjighy
smeérnice prakticky rovné jedné.
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Graf 5 Pramérné hodnotyCCS katinoi pro kalibrant | a Il ped gidanim piki
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Graf 6 Pramérné hodnotyCCS katinoi pro kalibrant | a Il po fidani pika
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Graf 7 Korelace pimérnych hodnot CCS pro katinony pro kalibrantég a po fidani piki
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4.3 Uréovani &inného srédzkového pfifezu novych syntetickych drog
pomoci kalibrace snési latek

Druhym testovanym kalibrantem byla &nlatek, jejichZ rozsah m/z 1épe pokryva
m/z testovanych drog. &eni se provato stejnym zfisobem, jako tomu bylo iipac
kalibrace polyalaninem. V Tab. XIV a Tab. XV (viZilphy kapitola 8.2) jsou uvedeny
hodnoty CCS fenylethylamina katinori ziskané pomoci kalibrantu | a kalibrantu I1.

V grafu 9 je zobrazena korelace mezi hodnotami @{S&anych pomoci kalibrantu |
a pomoci kalibrantu Il. Korelace je vykreslenidmkou, ktera odpovida linearni zavislosti.
Oproti zavislosti ziskané kalibraci na polyalanidime, Ze hodnota Rje mensi. Hodnoty

CCS do jisté miry zavisi na pouzitém kalibrantz sfrérnice a Usek na ose).
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Graf 9 Pramérné hodnotyCCS fenylethylamit pro kalibrant | a 1l ped gidanim piki
V grafu 10 je zobrazena stejné zavislost jakdedpSlém grafu, ale paigani piki.

Je patrné, ?e doslo k zvySenf, Riidani piki melo vétsi vliv, neZ tomu bylo vifpads

polyalaninu.
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Graf 10 Pramérné hodnotyCCS fenylethylamiti pro kalibrant | a Il po fidani piki

Stejny trend mizeme pozorovat i v grafu 11 a grafu 12.¢0pe tedy tvrdit, Ze fdani

dvou pika vice ovliviiuje kalibra&ni zavislost, sirnice se vice liSi od 1.
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Graf 11 Korelace piimérnych hodnot CCS pro fenylethylaminy pro kalibrapted
a po gidani pika
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Graf 12 Korelace pimérnych hodnot CCS pro fenylethylaminy pro Kalibrapted
a po gidani pika

Stejné zadry jako u fenylethylamit Ize Winit pro katinony (viz Graf 13-Graf 16).
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Graf 13 Pramérné hodnotyCCS katinoii pro kalibrant I a 1l ped gidanim piki
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Graf 15 Korelace pitmérnych hodnot CCS pro katinony pro kalibrantég
a po fgidani pika
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Graf 16 Korelace piimérnych hodnot CCS pro katinony pro kalibrantiég
a po gidani pika
U polyalaninu byly pozorovany mensi rozdily prorjetivé kalibr&ni postupy, coz
by mohl byt disledek ¥tSiho pd@tu ionti, které polyalanin pro kalibraci poskytuje (oproti

kalibratni smési malych molekul).

4.4  Porovnani hodnot CCS drog ziskanych na kalibrant ptyalanin
a smes latek

V grafu 17 a grafu 18 je zobrazena korelademgrnych hodnot CCS porlani pika
ziskanych kalibraci na polyalanin a CCS pgmlgni piki ziskanych kalibraci na s latek.
Zavislost pro fenylethylaminy jefjimkova, ale swrnice se liSi od jedné a spolu s Uusekem
na ose fispiva k systematickému rozdilu CCS hodnot pimné kalibranty. U katinan
je rozdil mezi kalibranty vyraznmenSi (srérnice je blizSi jedné, Usek na ose je mensi).
Pri porovnani obou skupin drog jgeba poznamenat, Ze d& meienych fenylethylamii (5)
byl mensi oproti katinaim (13).
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Graf 18 Pramérné hodnoty CCS pro katinony

Tab. VIII zobrazuje pimérné hodnoty CCS po fglani piki jak pro kalibrant
polyalanin, tak pro kalibrant — g% latek. V tabulce je téZ uveden relativni rozg#ténych
hodnot CCS. Data potvrzuji systematicky posun CE&3irdwma kalibr&nimi smésmi (1,8
az 3,6%).
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Tab. VIII Pramérné hodnoty CCS pofani pika, relativni rozdily (hodnoty CCS
zjisténé na kalibrant s#s latek[1100 %)

o Primérna hodnota
Primérna h_odnota cCS '
Droga CCS PO |b|déni' po pidani piki — Rele}tlvni
pika — %ozlyalanln simis latek rozdil (%)
AZ

MDA 140,4 144.9 3,1
2CH 142,2 145,3 2,1
Fenylethylaminy BDB 1440 1479 2,7
EPH 158,3 161,5 2,0

2CB 148,3 152,0 2,5

CAT 130,3 133,9 2,7
BUPHEDRON 137,7 142,7 3,5
3MMC 140,7 144.9 2,9
FLEPHEDRON 137,2 139,7 1,8
3FMC 137,3 141,4 2,9
PENTEDRON 143,0 146,3 2,3
Katinony AMEC 1440 149,3 3,6
METHEDRON 142,8 146,1 2,3
METHYLON 144,1 147,3 2,2
BUTYLON 148,4 153,2 3,1
ETHYLON 148,2 151,9 2,4
MXE 157,4 161,5 2,6
NRG1 173,0 177,2 2,4

4.5 Méreni Winného srazkového pihirezu latek z kalibraéni smeési na
kalibrant polyalanin

DalSim provadnym experimentem bylo éteni hodnot CCS uvé&dych v¢lanku
(Campuzano a kol. [42]pro latky pouzité jako dalSi kalibrant. Postugremi byl stejny jako
v pripact drog, kalibrace se prov8d na polyalanin # rychlosti viny 700 m/s. V Tab. IX
jsou uvedeny hodnoty CCSclanku a nami zjig#né hodnoty CCS pro kalibrant | a Il. Jsou
uvacny pouze hodnoty CCS pdigani piki, protoze tato kalibrace Iépe pokryva rozsah m/z,
ve kterém pozorujeme signaly sledovanych drog.
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Tab. IX Hodnoty CCS a m/z pro latky ze &sn

Analyzovana latka Kalibrant | Kalibrant Il
%Czs('cff'[jrz"]‘)“ miz | CCS po pidani piki A’| R* | CCS po pidani| R
pika A

N-ethylanilin 1245 122,2 120,24+0,03 0,9996/ 120,49+0,03 |0,9995

Acetaminophen 130,4 152,2 127,72+0,01 0,9994| 127,92+0,01 |0,9994
Alprenolol 157,5 250,4 158,63+0,06 0,9997 158,60+0,06 | 0,9997
Ondansetron 1727 294.4 172,56+0,03 0,9997 173,10+0,03 | 0,9997

Clozapine-N-oxid 180,6 343,8 180,40+0,03 0,9997 180,01+0,03 | 0,9997
Colchicin 196,2 400,4 193,99+0,01 0,9997 193,73+0,01 | 0,9997
Verapamil 210,0 455,6 213,61+0,03 0,9997 213,05+0,03 | 0,9997
Reserpin 254,3 609,7 248,56+0,13 0,9997 249,16+0,23 | 0,9997

Nejvétsi rozdil v hodnotach CCS byl zgét pro N-ethylanilin, coZz by mohlo byt

zpasobeno tim, Ze jeho m/z je nejvzd&idhod m/z prvniho oligomeru polyalaninu (je mimo

kalibrovany rozsah). Dale zde, musime uvazZovatojidshybu ngteni, jelikoz nami zjigné

hodnoty CCS byly porovnavany s experimentalnimirtoddmi z¢lanku.

V grafu 19 vidime vynikajici shodu mezi kalibrantémll.

hodnoty CCS kalibrant Il po

tmérné

Pr

y = 1,000 (+0,004)x - 0,024 (+0,704)

R*=0,9999

100 120

140

160

180

200
Primérné hodnoty CCS kalibrant | po pfidani pika

220

240

260

Graf 19 Pramérné hodnoty CCS pro latky ze &silatek po pidani piki
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V grafu 20 je zobrazena korelace hodnot CCS &wath vEélanku a nami zjignych
pramérnych hodnot CCS po figani piki. Vidime ot linearni zavislost s vysokou
spolehlivosti a dobrou opakovatelnosti. &amice je blizka jedné. Z grafu je patrna dobra

shoda experimentalnich hodnot CCS a hodnot CCSnyél v¢lanku.

260
240
220

200

120 Fe y = 0,998 (+0,067)x - 0,889(+12,300)
R? = 0,9955

Primérné hodnoty CCS po pFidani pikl

100 120 140 160 180 200 220 240 260
Hodnoty CCS z clanku

Graf 20 Korelace hodnot CCS&anku (cit [42]) na pimérnych hodnotach CCS pdigani
piki pro latky z mixu

V Tab. X jsou zobrazeny relativni chyby pro hodnG@S latek ze saisi latek. Jako
referegni hodnota se pouzila hodnota CCS wwedvélanku (cit [42]).

Tab. X Relativni chyba

Latka Relativni chyba porjglani piki (%)
N-ethyanilin 3,3
Acetaminophen 2,0
Alprenolol 0,7
Ondansetron 01
Clozapine-N-oxid 0,2
Colchicin 1,2
Verapamil 1,6
Reserpin 21
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4.6

Témito experimenty byla demonstrovana moznogbwdni CCS pro latky ve ssi.

Modelové snésné vzorky drog

V Tab. Xl jsou shrnuty vysledky pro modelové &m Jak niZete vidt, ziskané hodnoty

nag. pro 3-FMC jsou prakticky stejnét auz je latka pitomna ve smsi ¢i je méiena

samostaté. Pri analyze vSech modelovych &si drog byly zji&né hodnoty CCS v dobré

shod s hodnotami ziskanymi pro jednotlivé drogy. Refaitichyba se pohybovala v rozmezi

od do. (100 % 141,40). Modelové &npredstavuji ,neznameé* vzorky, jednotlivé drogy pak

standardy. Vysledky tak dokladaji pouzitelnost C@% identifikaci drog v neznamych

vzorcich.

Tab. XI Hodnoty CCS latek gfenych ve srsi

ccs (K) ccs (K)
CCS (B) pro | zjistné mi zjistené pi
Analyzovana standardy analyze ve 2 analyze ve 2
m/z . N o R - R
droga jednotlivych SMESI SMESI
drog Kalibrant | Kalibrant Il
3FMC 182, 206 141, 40 141,11+0,01 140,63+0,01
Dvojice 1 0,9885 0,9975
2CH 182, 232 145, 31 146,23+0,10 145,52+0,09
METHYLONE | 208, 230 147, 33 147,24+0,01 147,07+0,01
Dvojice 2 0,9875 0,9909
PENTEDRONE| 192, 269 146, 30 145,97+0,01 145,82+0,01
3FMC 182, 206 141, 40 140,01+0,02 138,83+0,02
BUTYLONE | 222, 252 153, 17 151,89+0,03 150,79+0,08
Srlr;tsei't' CAT 150, 190 133, 90 134,26+0,12| 0,9985 133,03+0,12 0,9906
NRG1 281, 391 177, 17 177,81+0,12 176,98+0,12
EPH 248, 333 161, 50 161,62+0,08 160,63+0,08
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4.7 Fragmentani spektra novych syntetickych drog

Fragmentani spektra byla gfena na Synaptu G2-Sipaznych koliznich energiich
tak, aby hodnota intenzity prekurzorového iontuabyhezi 30-50 % ijpvodni intenzity.
Na obrazcich Obr. 37 a Obr. 38 jsou zobrazena feaggmi spektra pro vybrané zastupce
fenylethylamiri a katinori, konkrét se jedna o 2-CH a ethylon. Fragmeénfaspektra
zbylych analyzovanych novych syntetickych drog jseadena v filoze, kapitola 8.3 a 8.4.

Jako zastupce fenylethylanfifbyla vybrana droga 2-CH, kde se jako prvni &ulge
amino skupina ve forth NH; a poté alifatickdc¢ast, kdy dojde dvakrat k odgeni
methylového zbytku.

1: TOF MSMS 182 23ES+

1.9067
1004 165.1969 e

150.1623

[M+H]™
182.2320

135.1286 A15| A
Al5 | 4—
-«
77.0873 105.1357 . 183.2348 540 2707 2383060 2732649 2016295

80 70 8 90 400 | 110 120 130 140 | 10 460 470 | 180 190 200 210 220 | 230 | 240 | 250 | 260 | 270 = 230 290

Obr. 37 Fragmentani spektrum — 2-CH ve stsi CH;OH:H,0 (1:1, v/v), ¢ = Jug/ml, kolizni

miz

nagsti 2 V
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Vybranym katinonem je ethylon, kde vidime pitegstavujici ztratu vody a dale pik
s diferenci 30 od tohoto piku, ktery odpovida #t@tCHs skupiny.

1: TOF MSMS 222 25ES+
6.32e7

100, 174.2009
204.2314
+
[M+H]
A 30 *
¢ 222.2524
A18
<«
175.2026 2052316
147.1344 2
72.1255 1461406 || 1401513 | (1771640 2232527
\ 91.1102 119.1221 146- 4 [ I | 205.4197| 293 3787 240.7615 ___ 275.7791

UASRASRRA) naRa) LA T T T L A R A L SN Ly LA RS DAL A LA L) AL A AL LA AL R AR Rty MRl P4
60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290

Obr. 38 Fragmentani spektrum — ETHYLON ve s#si CH;OH:HO (1:1, v/v), ¢ = Jug/ml,
kolizni naggti 17

Obecrg lze ftici, z2e pro skupinu novych syntetickych drog odvoadh

od fenylethylamifi Ize pozorovat fragmenty vznikajiciépenim alfa pop beta vazby

vzhledem k amino skupira pro zastupceiad katinor je typickou ztratou od&peni vody.
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5.  ZAVER

PredloZzena diplomova prace se zabyvakienim CCS katinain a fenylethylamif
na @istroji s mobilitni celou typu TWIMS. K zji®vani hodnot &inného srazkoveho firezu
(charakterizuje miru interakce iontu s neutralninailekulami driftového plynu) danych drog
byly pouzity dva kalibranty.

Nejdrive reSenou problematikou v experimentalidisti bylo objaséni zpracovani
nantienych dat v programu DriftScopeilgzitym parametrem nastaveni pro ziskani sgravn
namérenych dat byla volba vhodné rychlosti viny pro dakglibrant i n&éfené drogy.
V meéieni této diplomové prace byla pouzita rychlost vigp m/s.

Prvnim testovanym kalibrantem k z§isgf CCS novych syntetickych drog byl
polyalanin, ktery je Siroce pouzivanym kalibrant@no méteni CCS. Byly pouZity tizné
piistupy ke kalibraci. Byla provedena kalibrace matickou detekci pik kde k vybranym
pikam byly pridany dalSi dva piky (kalibrace peigéni piki). DalSi kalibrace byly provédy
pied a po nmaeni vzorki. Na zaklad vSech kalibraci byly ziskany hodnoty, které igob
korelovaly.

Druhym kalibrantem byla s&s latek, jez byla pouzita Zidodu pokryti rozsahu
m/z métenych drog. Oft se na experimentalni hodnoty CCS aplikovaly stdgalibra&ni
zavislosti jako v fipadt prvniho kalibrantu a stejnjako v gedeslém fipact byly zjiS€ny
stejné zadry.

Zawerem lze vSalgici, Ze gidani pika pri kalibraci sngsi latek hraje &sSi roli nez
je tomu v gipact kalibrace pomoci polyalaninu. Dale je vyhodné pougechny kalibréni
body, které mame k dispoziciiiPkalibraci na polyalanin byly hodnoty CCS drog §iiz
o jednotky procent (nejvysSe 3,6%). Rozdil 1z&ist odliSnému pokryti intervalu &enych
hodnot CCS kalibrantem.dkteré drogy maji nizSi hodnotu CCS neZ odpovidaipmu bodu
v pripadt kalibrace na polyalanin. Na druhou stranu polylaposkytuje vice kalibgaich
bodi.

DalSim provadnym experimentem bylo @weni hodnot CCS uvédych vélanku
(cit [42]) pro latky z kalibrani snesi (acetaminophen, alprenolol, N-ethylanilin, clpraN-
oxid, colchicin, ondansetron, reserpin a verapariiljomuto oeieni slouzil jako kalibrant
polyalanin. Zjistili jsme, Ze nami zji&té experimentalni hodnoty CCS se liSi od hodnot CCS

uvactnych v¢lanku, ale rozdily jsou v jednotkach procent (népy3,3 %). V fipac N-
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ethylanilinu a acetaminophenui#e k chyl prispivat skuténost, Ze jsou mimo kalib&ai
rozsah polyalaninu. Vifpad vSech latek se mohou uplatnit chyby obou experiftnen
kterymi byly hodnoty CCS zji®vany. Korelace obou souliorexperimentalnich hodnot
je vSak vysoka, ifislusny koeficient determinace ma hodnotu 0,9955.

Na vybranych dvojicich a sfei 5-ti drog bylo testovano ¢gni CCS pro sisné
vzorky. Ziskané hodnoty byly v dobré skod vysledy niteni pro jednotlivé drogy, coz
nazng&uje potencial vyuziti CCS pro identifikaci latekgdy je mozné porovnavat CCS
neznameé latky s hodnotou pro standard.

Hodnoty CCS mohou byt vhodnou dodateu charakteristikou latky dapljici

informace ziskané z hmotnostniho spektra.
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7. SEZNAM ZKRATEK

ACN - acetonitrile, acetonitril

CCS - collision cross sectiongiinny srazkovy piiez

CIMS - chiral ion mobility separation, chiralni iontova hilitni chromatografie

DNA — deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kysalin

DTIM — drift tube ion mobility, iontova mobilita s vyiiim driftové trubice

EHSS- hard sphere scattering method, rozptykpazce pevnychastic

ESI — electrospray ionization, ionizace elektrosprejem

FAIM — field waveforming ion mobility, iontova mobiligvyuZzitim asymetrické
viny s vysokou intenzitou elektrického pole

IMS — ion mobility spectrometry, iontova mobilitni gpemetrie

LC - liquid chromatography, kapalinova chromatografie

MALDI — matrix assisted laser desorption/ionizatioredash asistovana

desorpcelionizace

MS — mass spectrometry, hmotnostni spektrometrie

nanoESI — nanoelectrospray ionization, ionizace nanoebskirejem

NMR — nuclear magnetic resonance, nuklearni magnet&da@nance

PA — projection approximation, aproximace projekci

TM — trajectory method, metoda trajektorie

TWIM - travelling ion mobility, iontova mobilita s vyitim putujici viny

UHPLC/UPLC - ultra high performance liquid chromatographytaultinna

kapalinova chromatografie
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8.1 Tabulky - polyalanin
Tab. XII Hodnoty CCS pro FENYLETHYLAMINY
Kalibrant | Kalibrant Il
Analyzovana drogh m/z CCS pred g\lzdamm piki R? CCSs pogganl pika R? CCS fred glzdanlm piki R? CCSs pogganl pika R?
MDA 180,220 140,57+0,01 0,9996 140,25+0,01 |0,9997| 140,73+0,01 0,9995 140,59+0,01 0,9997
2CH 182,232 143,09+0,01 0,9997 142,28+0,01 |0,9998 143,040,004 0,9997 142,13+0,01 0,9997
BDB 194,242 144,55+0,01 0,9995 143,87+0,01 |0,9997| 144,83+0,004 0,9995 144,10+0,01 0,9997
EPH 248,333 158,58+0,89 0,9996 158,39+0,89 |0,9997| 158,33+0,88 0,9996 158,18+0,88 0,9997
2CB 261,130 148,69+0,01 0,9997 147,95+0,01 |0,9997| 148,68+0,01 0,9997 148,55+0,01 0,9997
Tab. XIlI Hodnoty CCS pro KATINONY pozn. u pentedronu a ethylonu nebylo moZiap dal3i piky -> viechny byly vybrany v prvninoku
Kalibrant | Kalibrant Il
Analyzovana droga m/z CCS pred glzdamm piki R? CCS poEzdanl piki R? CCS gred g\lzdanlm piki R? CCSs poEzdanl piki R?
PENTHEDRONE| 192,269 143,11+0,01 0,9997 - - 142,95+0,01 0,9996 142,81+0,01 0,9997
CAT 150,190 130,45+0,02 0,9996 130,25+0,02 |0,9997 130,43+0,02 0,9996 130,27+0,02 0,9997
BUPHEDRONE |178,272 137,81+0,02 0,9995 137,46+£0,01 |0,9997 138,25+0,02 0,9995 137,95+0,01 0,9997
3 MMC 178,272 140,71+0,01 0,9995 140,74+0,01 | 0,9997 140,84+0,01 0,9995 140,67+0,01 0,9997
FLEPHEDRONE | 182,206 137,47+0,01 0,9992 137,14+0,01 | 0,9994 138,23+0,01 0,9994 137,23+0,02 0,9994
3 FMC 182,206 137,59+0,02 0,9995 137,23+0,02 |0,9997 137,82+0,02 0,9995 137,37+0,02 0,9997
4 MEC 192,270 144,54+0,02 0,9995 144,01+0,02 |0,9997 144,20+0,02 0,9995 143,90+0,02 0,9997
METHEDRONE |194,242 143,07+0,004 0,9996 142,80+0,01 |0,9997 143,09+0,01 0,9996 142,71+0,01 0,9997
METHYLONE 208,230 144,07+0,01 0,9996 143,87+0,01 | 0,9997 144,50+0,01 0,9996 144,25+0,01 0,9997
BUTYLONE 222,252 148,49+0,05 0,9995 148,26+0,04 |0,9997 149,12+0,06 0,9995 148,46+0,05 0,9997
ETHYLONE |222,252 148,18+0,02 0,9997 - - 148,33+0,02 0,9996 148,21+0,02 0,9997
MXE 247,330 157,77+0,02 0,9994 157,16+0,02 |0,9997 157,44+0,02 0,9994 157,55+0,02 0,9997
NRG 1 281,391 173,02+0,02 0,9995 172,92+0,02 |0,9997 173,45+0,02 0,9993 173,10+0,02 0,9996




8.2 Tabulky - mix
Tab. XIV Hodnoty CCS pro FENYLETHYLAMINY
Kalibrant | Kalibrant Il
Analyzovana droga m/z CCS ped g\lzdamm piki R? CCS pogzdam pika R? CCS ped g\lzdamm piki R? CCS poEZdam pika R?
MDA 180,220 139,49+0,03 0,9997 145,02+0,03 |0,9976 139,18+0,04 0,9994 144,76+0,03 0,9975
2CH 182,232 141,62+0,06 0,999 145,76+0,05 |0,9985 141,46+0,06 0,9991 144,85+0,05 0,9987
BDB 194,242 140,56+0,01 0,9936 148,74+0,01 0,991 142,27+0,01 0,9998 147,14+0,01 0,9983
EPH 248,333 159,11+0,02 0,9951 161,33+0,02 |0,9968 157,86+0,03 0,9825 161,68+0,02 0,9891
2CB 261,130 148,95+0,02 0,999 152,09+0,02 |0,9986 148,04+0,02 0,9996 151,85+0,02 0,9983
Tab. XV Hodnoty CCS pro KATINONY
Kalibrant | Kalibrant Il
Analyzovana droga m/z CCS ped %Samm piki R? CCS po'|&b|2dan| pika R? CCS ped g\lzdanlm piki R? CCS po'|&b|2dan| pika R?
PENTHEDRONE| 192,269 140,80+0,02 0,9844 146,23+0,02 |0,9897| 142,33+0,01 0,9996 146,36+0,02 0,9984
CAT 150,19 128,66+0,02 0,9998 133,97+0,01 |0,9984 128,27+0,01 0,9998 133,83+0,01 0,9981
BUPHEDRONE | 178,272 136,89+0,01 0,9993 142,59+0,01 |0,9972 137,55+0,01 0,9992 142,76+0,01 0,9978
3 MMC 178,272 140,83+0,01 0,9993 144,65+0,01 |0,9986 140,57+0,01 0,9976 145,18+0,01 0,9967
FLEPHEDRONE | 182,206 130,87+0,01 0,9901 139,28+0,01 |0,9902 134,02+0,01 0,988 140,16+0,01 0,9913
3 FMC 182,206 137,39+0,01 0,9965 141,99+0,01 |0,9966 136,42+0,01 0,998 140,81+0,01 0,9977
4 MEC 192,270 144,04+0,03 0,9991 149,28+0,03 |0,9976 144,63+0,03 0,999 149,28+0,03 0,9977
METHEDRONE | 194,242 142,04+0,01 0,9996 146,16+0,01 |0,9985 141,79+0,01 0,9995 146,09+0,01 0,9985
METHYLONE | 208,230 143,48+0,02 0,9994 147,07+0,02 |0,9985 141,88+0,02 0,9851 147,56+0,02 0,990
BUTYLONE |222,252 148,40+0,09 0,9996 153,20+0,08 |0,9975 148,61+0,09 0,9971 153,14+0,08 0,9966
ETHYLONE |222,252 148,61+0,05 0,9994 151,67+0,05 |0,9986 148,85+0,05 0,9991 152,06+0,05 0,9986
MXE 247,330 155,99+0,01 0,9873 161,43+0,01 |0,9901 157,61+0,01 0,9966 161,66+0,01 0,9963
NRG 1 281,391 175,48+0,53 0,9991 178,03+0,50 |0,9979 174,06+0,54 0,9996 176,31+0,50 0,9984




8.3 Fragmenta¢ni spektra — fenylethylaminy

Prvni latkou, ktera byla podrobena fragmentaci IBf2B poskytujici dva vyrazijSi
fragmenty. Prvni fragment s diferenci 17 od [M¥kknikl nejspiSe od&penim amoniaku,
druhy fragment & 42, coz odpovida CHCH=CH,.

1: TOF MSMS 194 20ES+
7.97e6

1004 135.1316
+
+
1772047 M H]
105.1008 119.1618 Sl cho 194-2420
210588 77.0882 "= TFR Y 148.1788 17 233.6551 264.5140.272.6666 293.2295
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Obr. 39 Fragmenténi spektrum — BDB ve s&si CH;OH:HO (1:1, v/v), ¢ = Jug/ml,
kolizni nagti 4

Stejna situace nastava i ¥gpac MDA, kdy dochazi téz k od&peni NH; a poté
vznika fragment ChECH,.

1: TOF MSMS 180 22ES+

o 163.1833 5.36e6
A 28 Al7
135.1329 +— [M+H] +
«—
105.1388 133.1525{ .
163.2904
66.0123 77.2893 91_115Q 103.1218\I ‘115.1301\ 121.1072 | 148.1494163'0946| 180.%200 195.3777 e
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Obr. 40 Fragmentani spektrum — MDA ve siisi CH;OH:H,O (1:1, v/v), ¢ = Jug/ml,
kolizni nagti 3



Droga 2-CB ve své struktel obsahuje Br, coZz se ndm potvrzuje fitgmnosti
isotopickych pik v MS spektru. Prakticky jedinym fragmentem, ktdrg pozorovat je

fragment ve kterém doslo k odgeni amoniaku.

1- TOF MSMS 261 13ES+

9.8066
100+ 245.0940 9.80¢

244.0978
| 262.1256
[M+H] T
261.1300
A7
230.0630 y
229.0679 245.2247
121.1099134.1235 149.1152 164.1446 187.0283200.0413 215 0336 12430988 262.2617  279.2573
a0 %0 o 50 0 o ds0 180 200 210 220 230 240 P25 S "~ At e M 1
Obr. 41 Fragmenténi spektrum — 2-CB ve sfsi CH;OH:H,O (1:1, v/v), ¢ = Jug/ml, kolizni
napsti 4

V piipact EPH doSlo k od8peni velkého fragmentu s diferenci 164 od [M*H]
Tento fragment vznikl od§penim pyrolidinu.

1- TOF MSMS 248 30ES+

1004 84.1390 4.66e7
+
[M+H]
248.3300
P A 164
84.2143

26.0879 | 91.1145 129 1551 157.20521742434 50 9564 2202788 248.1400 749233 289.0847
e i e e S R S A R
Obr. 42 Fragmentani spektrum — EPH ve sisi CH;OH:H,O (1:1, v/v), ¢ = Jug/ml, kolizni

napsti 23
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8.4 Fragmentaéni spektra — katinony
Methylon pati jiz do skupiny katinof, takze vidime prvni fragment, ktery odpovida
odSeEpeni vody a od tohoto fragmentu vznilkd@@nim alifatick&asti dalsi.

1- TOF M3MS 208 20ES+

z

0. 160.1747 daser
180.2050
A 30
«—
= +
[M+H]
208.2260
132.1615 </18]
147.1339
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> 91.1009  117.1286 \l , i ‘ 2083462 535 2597 266.9246 297.6513
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Obr. 43 Fragmentani spektrum — METHYLON ve sési CH;OH:H,0O (1:1, viv),c =1
ug/ml, kolizni nagti 15

Stejre jako v gedesSlém fipad je dominantni ztratou ztrata vody a dalSi fragment

r~ 2

vznika odstpenim CH=CH, skupiny z alifatick&asti.

1: TOF MSMS 192 2TES+

100 174.2478 5.95e7

[M+H]"
192.2690
A 18

A28
146.1939, ¢

147.1785 174.3557
119.1651 130.1518|||/

65.0826 70 1291 91.1149 | ( H | | 11753625 1923838 519 3187 235.0743 )
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Obr. 44 Fragmentani spektrum — 4-MEC ve smei CH;OH:H,O (1:1, v/v), ¢ = Jug/ml,
kolizni naggti 14




Flefedron poskytuje pik s dominantni ztratou 18; ot ukazuje na ztratu vody
adale pik fragmentu & 15 od 164,1860, kdy doslo k o&3¢ni methylové skupiny
z alifatickécasti.

1- TOF MSMS 182 20ES+

100+ 164.1860 5.15e7
+
. [M+H]
182.2060
A 18
dl
.
149.1510
1481417 €2
1231319 3 164.2910
,1.58.0999  77.083697.1010.103. 1141 i J34-1177|\ J05.2941 1182.3176  219.2950 329.9116.236.7532
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Obr. 45 Fragmentani spektrum — FLEFEDRON ve €81 CH;OH:H,O (1:1, v/v),
¢ = 1ug/ml, kolizni nagti 10

Droga NRG-1 poskytuje bohaté fragmeimtiaspektrum. Dominantni ion 141,1758
aion 155,1631 vznikaji &enim v alfa resp beta polozécvkarbonylové skupi&t Fragment

s diferenci 71 odpovida ztégpyrolidinu.

1: TOF MSMS 282 39ES+

o 141.1758 485t
" 126.2204 211.2672
155.1631 +
[M+H]
AT1 282.3910
Alfl-% A 127 <
d
o
169.1883 239.3044
701164 84.1423 1932417  |F12-2700 283.3045
~ 240.3087 92803726 |
|| o7is91 1159378 o o | esss0e2. 3726 | 283 5377
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Obr. 46 Fragmentani spektrum — NRG-1 ve sfsi CH;OH:H,O (1:1, v/v), ¢ = ug/ml,
kolizni nagti 30
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Dalsi drogou je katinon, kde je dominantni ztratowata vody. Od vzniklého
fragmentu vznika dalSi fragment ogsnim —CH skupiny.

1: TOF MSMS 150 19ES+

100+ 132.1688 1.14e7
[M+H] "
117.1344 "
105.1391 150.1900
N A15 || Q18
U 77.0894 103-1222‘ ' ‘b33-2519 1502263 1739040 9051871 2166971 2426215 267.1455
e e s A
Obr. 47 Fragmentani spektrum — CAT ve s&si CH;OH:H,O (1:1, v/v), ¢ = ug/ml, kolizni
napti 4

Droga butylon poskytuje naprosto stejné ztraty jadmou bylo v gipadt ethylonu.

1: TOF MSMS 222 25ES+

2,087
0. 204 2311 :
174.2010

+
[M+H]
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Obr. 48 Fragmentani spektrum — BUTYLON ve sési CH;OH:H,O (1:1, v/v), ¢ = Jug/ml,
kolizni naggti 16
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Dominantni ztratu ve fragmerit@im spektru pentedronu éppredstavuje voda a dale

byla pozorovana ztrata NBHs.

1: TOF MSMS 192 27ES+
85e7

0. 174.2474
=] +
[M+H]
192.2690
132.1698 A18
<«
161.2043
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174.3561
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Obr. 49 Fragmentani spektrum — PENTEDRON ve g8t CH;OH:H,O (1:1, v/v),
¢ = 1ug/ml, kolizni nagti 15

Pikem s nej#tsSi intenzitou, ve spektru 3-FMC, je fragmerggstavujici ztratu vody

a dale od tohoto fragmentu vznika dalSi s diferdbgiredstavujici ztratu -Cskupiny.

1: TOF MSMS 182 21ES+
5.76e7

100 164.1859
= +
; [M+H]
182.2060
149.1508 PLLRC
148.1427| A 15
| €——184.2914
123.1323
77.0839 103.1143 | | 182.3179 2222468  237.9551 279.2926 /
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Obr. 50 Fragmentani spektrum — 3-FMC ve sfsi CH;OH:H,O (1:1, v/v), ¢ = lug/ml,
kolizni nagti 13
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Stejre jako u ¥tSiny katinori doSlo i v gfipac metedronu k dominantni zéatody.

1: TOF MSMS 194 24ES+

097
1004 176.2208 509
] +
[M+H]
194.2420
A 18
+—
161.1845 176.3299
135.1653 _146.1519 i
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Obr. 51 Fragmentani spektrum — METHEDRON ve sisi CH;OH:H,O (1:1, v/v),
¢ = 1pg/ml, kolizni nagti 11

Dominantnim fragmentem u drogy MXE byl fragmenifer@nci 45 od [M+H], ktery
piredstavuje ztratu celé alifatickésti (NHCH,CHs) ve struktiie drogy.

1: TOF MSMS 248 33ES+

0. 203.2422 3.1607
+
[M+H]
N 248.3300
175.2281 A 45
«—
204.2447
121.1445 : 2403325
1471772 159.1852 | 176-2316 2303062 ||
67.0991  91.1143 109.1361 7L 199 { i L249.3323 2750199 3054106
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Obr. 52 Fragmenténi spektrum — MXE ve sési CH;OH:H,O (1:1, v/v), ¢ = Jug/ml, kolizni
napsti 15



U obou drog 3-MMC a buphedronu byla dominantnitatréody, ale u 3-MMC doSlo

navic k od&tpeni -CH skupiny od tohoto fragmentu.

100

1: TOF MSMS 178 27ES+
4.60e7
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Obr. 53 Fragmentani spektrum — 3-MMC ve s#si CH;OH:H,O (1:1, v/v), ¢ = lug/ml,
kolizni naggti 9
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Obr. 54 Fragmentani spektrum — BUPHEDRON ve $8i CH;OH:H,O (1:1, v/v),
¢ = 1pg/ml, kolizni nagti 12



