Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodoveédecka fakulta

Katedra analytické chemie

SPOJENI ELEKTROKINETICKE
CHROMATOGRAFIE S HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRII V TOXIKOLOGICKE

A KLINICKE ANALYZE

DISERTACNI PRACE

Jméno autora: RNDr. Martin Svidrnoch
Skolitel: doc. RNDr. Vitézslav Maier, Ph.D.
Studijni program: P1407 Chemie
Studijni obor: Analytickd chemie

Rok: 2016



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem disertani praci vypracoval samostatné, na zdkladé
origindlnich védeckych vysledk(i, a Ze jsem pouzil pouze podklady uvedené
v pfiloZeném seznamu.

Souhlasim s tim, aby préce byla prezencné zpfistupnéna v knihovné Katedry

analytické chemie, Pfirodovédecké fakulty, Univerzity Palackého v Olomouci.

V Olomouci dne 11. 7. 2016

Vlastnorucni podpis



Podékovani

Na tomto misté bych rdd podékoval svému Skoliteli, doc. RNDr. Vitézslavu
Maierovi, Ph.D., ktery mi po celou dobu mého postgradualniho studia vénoval
obrovské mnozZstvi casu a energie, a jehoZ trpélivosti, ochoty, odbornych znalosti
a entusiasmu si nesmirné vazim.

Rovnéz bych chtél podékovat vSem svym koleglim, soucasnym i minulym, bez
jejichz nemalé pomoci a podpory by tato prace nevznikla. Zvlasté bych chtél
podékovat Dr. Adamu Pfibylkovi za spolupraci a nescetné diskuse v laboratofii mimo
ni.

Deékuji také sveé rodiné a prateltim za nepfetrzitou podporu po celou dobu mych
studii, a svym rodi¢tim v neposledni fadé i za to, Ze mi umoznili studium na vysoké
Skole.

Disertacni prace vznikla za finanéni podpory projektu IGA MZ ¢. NT 13593
Ministerstva zdravotnictvi CR a projektu IGA UP ¢. IGA_PrF_2016_016.

Martin Svidrnoch



Abstrakt

Disertac¢ni prace je zamérfena na studium novych moznosti aplikaci spojeni kapildrni
elektroforézy s tandemovou hmotnostni spektrometrii v toxikologické a klinické
analyze. Prvni ¢ast prdce je vénovana vybranym teoretickym aspektiim
elektromigracnich metod, zejména pak elektrokinetické chromatografii ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Jsou zde popsany zdkladni principy
elektrokinetické chromatografie, micelarni elektrokinetické chromatografie a dale je
diskutovan princip enantioseparaci s pomoci elektrokinetické chromatografie. Dalsi
cCast teoretické prace je vénovana specifikiim spojeni elektrokinetické chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii vyuzivajici ionizaci elektrosprejem.
Nasleduje ¢ast prezentujici vysledky tfi praci. Byly vyvinuty dvé analytické metody
analyzy novych syntetickych drog ze skupiny syntetickych kathinont
a kanabinoidi s vyuZitim spojeni micelarni elektrokinetické chromatografie
a tandemové hmotnostni spektrometrie. Separace syntetickych kathinont
a syntetickych kanabinoidti byly uskute¢nény s vyuzitim tékavych perfluorovanych
karboxylovych kyseliny (perfluoroheptanova a perfluorooktanova kyselina), které
umoznuji dosdhnout selektivni separace uvedenych novych syntetickych drog,
a zaroven umoznuji provést jejich identifikaci a kvantifikaci s pomoci tandemové
hmotnosti spektrometrie bez experimentadlnich omezeni. Obé vyvinuté metody byly
validovany a aplikovany na analyzu biologického materidlu (krevni sérum a moc) pro
ucely objektivni diagnostiky intoxikace uvedenymi drogami.

Treti analytickd metoda vyuZzivajici spojeni elektrokinetické chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii byla vyvinuta za tcéelem enantioseparace
2-hydroxyglutarové kyseliny s vyuzZitim vankomycinu jako chirdlniho selektoru.
Vyvinutd metoda umoznuje dosahnout enantioseparace 2-hydroxyglutarové kyseliny
s dostatecnym rozliSenim nutnym pro kvantifikaci jednotlivych enantiomerti v moéi.
Metoda byla validovdna a aplikovdna na analyzu vzorki mo¢i zdravych jedinca

i pacientt1 trpicich vrozenou metabolickou poruchou - hydroxyglutarovou acidurii.



Abstract

The presented dissertation is focused on a study of new possible applications of
capillary electrophoresis hyphenated with tandem mass spectrometry in toxicological
and clinical analysis. The first part of the work is dealing with theoretical aspects of
electrodriven separation methods, especially focused on electrokinetic
chromatography and its hyphenation with mass spectrometry. In the next part,
principle of enantioseparation by electrokinetic chromatography is discussed. Also
other specifics of the hyphenation of electrokinetic chromatography methods with
tandem mass spectrometry equipped with electrospray ionization are evaluated in the
context of this dissertation.

The following part of the work presents three original works. Two analytical
approaches for the analyses of new designer drugs (namely cathinone derivatives and
synthetic cannabinoids and their metabolites) using micellar electrokinetic
chromatography — tandem mass spectrometry are presented. The separations of
synthetic cathinones and cannabinoids were performed using volatile
perfluorocarboxylic acids (perfluoroheptanoic and perfluorooctanoic acid) which
allow selective separation of the designer drugs. Tandem mass spectrometry enables
the objective identification and quantification without experimental limitations. Both
of the developed methods were validated and applied on the analyses of biological
material (serum and urine).

The third method employing electrokinetic chromatography with tandem mass
spectrometry was developed for enantioseparation of 2-hydroxyglutaric acid using
vancomycin as chiral selector. The method allows to attain enantioseparation of
2-hydroxyglutaric acid with sufficient resolution which is necessary for individual
enantiomers quantification. This method was also validated and its potential was
verified on the analyses of urine samples from healthy persons as well as two patients

suffering from inherited metabolic disease called hydroxyglutaric aciduria.
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1. Uvod

Vysoce ucinné separacni techniky ve spojeni s (tandemovou) hmotnostni
spektrometrii jsou v soucasné dobé jiz standardnim vybavenim mnoha laboratori
zabyvajicich se analyzami slozitych smési latek v komplexnich matricich. Velmi
vyuzivané je spojeni chromatografickych technik s hmotnostni spektrometrii.
Kapilarni elektroforéza ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (CE-MS) je vSak bohuzel
na okraji zdjmu, a predstavuje spiSe techniku vyuZivanou pfedevsim pro védecké
ucely, pritom aplikacni potencidl CE-MS je velmi Siroky. PrestoZe je spojeni CE-MS
jednou z nejmladsich a opomijenych analytickych technik, mtiZe jeji vyuziti pfinést
nesporné vyhody oproti zavedenym chromatografickym technikdm, zejména oproti
kapalinové chromatografii s hmotnostni spektrometrii (LC-MS).

Spojeni CE-MS ma oproti LC-MS sva specifika, ktera je nutno respektovat. Nejcastéjsi
spojeni CE-MS vyuziva jako ionizac¢ni techniky ionizace elektrosprejem (ESI), avSak
ani ostatni iontové zdroje pracujici za atmosférického tlaku (APPI ¢i APCI) nejsou dnes
vyjimkou. Vzhledem k tomu, Ze pritok separacniho elektrolytu v kapilafe béhem
elektroforetické separace je podstatné nizsi nez je pritok mobilni faze v LC, je nutné
podpofit ionizaci a tvorbu stabilniho elektrospreje pfidavnym tokem kapaliny v misté
vystupu eluatu z kapildry. DalSim tuskalim je nutnost vyuZziti tékavych slozek
separacniho elektrolytu (nejcastéji na bdazi octové a mravenci kyseliny,
hydrogenuhlic¢itanu a amoniaku, pfipadné triethylaminu).

K dosazeni pozadované selektivity elektroforetické separace je vsak v mnoha
pripadech nutné vyuzit malo tékavé slozky a aditiva separacniho elektrolytu, jako jsou
napt. chirdlni selektory (cyklodextriny, crown ethery, makrocyklicka antibiotika aj.)
pripadné tenzidy (dodecylsiran sodny, cetyltrimethylammonium bromid aj.). Tenzidy
také umoZznuji separovat jak nabité, tak nenabité latky v jediné analyze mechanismem

miceldrni elektrokinetické chromatografie (MEKC).
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V pfipadé nutnosti pouzit netékavou slozku v pracovnim elektrolytu je pro spojeni
CE-ESI-MS moznym feSenim technika cdstecného plnéni. Kapildra se elektrolytem
obsahujicim netékavou slozku naplni pouze zdéasti, zbyla cast kapildry obsahuje
elektrolyt bez netékavé sloZky. Podminky separace musi byt navrZzeny tak, aby
netékavé slozky nevstupovaly do iontového zdroje a nezptisobovaly jeho kontaminaci.
Druhou mozZnosti je ndhrada netékavych tenzidii jejich podstatné tékavéjsimi
fluorovanymi  analogy.  Dodecylsulfdt  sodny je  mozné  nahradit
perfluorokarboxylovymi nebo perfluorosulfonovymi kyselinami ve smési
s hydroxidem amonnym. Vysledny separacni elektrolyt je pak mozné bez nutnosti
vyuziti techniky ¢astecného plnéni aplikovat pro separaci Siroké skupiny analyta.
Technika ¢astecného plnéni je také vyuZivana pro enantioseparace s pomoci CE-MS.
Jde o nejcastéjsi zptisob zamezeni vstupu nétékavého chirdlniho selektoru do
iontového zdroje.

Disertacni prace se zabyva moznostmi spojeni elektrokinetické chromatografie (EKC)
jednoho ze separacnich méda CE a tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS)
v analyze fyziologicky aktivnich latek pro potfeby jak toxikologické, tak klinické
praxe. Kromé vlastniho popisu teoretického zakladu EKC a jejiho spojeni s (MS/MS)
jsou v jednotlivych kapitolach diskutovdny konkrétni pfiklady pouziti vyvinutych
metod.

Disertacni prace je postavena na tfech origindlnich pracich publikovanych
v Casopisech simpaktnim faktorem. Dvé prace jsou zameéfeny na vyvoj metod
separace, identifikace a kvantifikace novych syntetickych drog ze skupiny derivatt
kathinonu a syntetickych kanabinoidt v biologickych materidlech (moc a sérum) pro
ucely objektivni diagnostiky intoxikace uvedenymi skupinami drog. Tteti prace je
zaméfena na vyvoj metody diagnostiky hydroxyglutarovych acidurii u détskych

pacientu.
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2. Cile disertacni prace

Diserta¢ni prace se zabyva novymi pfistupy pro separaci nékolika skupin latek pro
forenzni a klinické tucely s pomoci spojeni EKC-ESI-MS/MS. Cile disertacni prace Ize

shrnout do nasledujicich okruhti:

I. Vyvoj a aplikace novych metod EKC-ESI-MS/MS pro toxikologickou analyzu novych
syntetickijch drog.

(i) Vyuziti perfluorooktanové kyseliny jako separacniho elektrolytu pro
analyzu syntetickych derivatt kathinonu pomoci miceldrni elektrokinetické
chromatografie standemovou hmotnostni spektrometrii (MEKC-ESI-
MS/MS). Aplikace vyvinuté metody pro analyzu biologickych vzorkt za
ucelem objektivni diagnostiky intoxikace syntetickymi kathinony.

(ii) Studium perfluoroheptanové kyseliny jako tékavého tenzidu pro separaci
novych syntetickych drog ze skupiny syntetickych kanabinoidti metodou
MEKC-ESI-MS/MS. Aplikace vyvinuté metody pro analyzu biologickych
vzorkii za tucelem objektivni diagnostiky intoxikace syntetickymi

kanabinoidy.

II. Vyvoj a aplikace metody EKC-ESI-MS/MS pro analyzu chiralnich metabolitii v klinické
analyze.

(iif) Enantioseparace D,L-2-hydroxyglutarové kyseliny s vyuzitim vankomycin

chloridu jako chirdlniho selektoru metodou EKC-ESI-MS/MS pro objektivni

diagnézu hydroxyglutarovych acidurii. Aplikace vyvinuté metody pro

analyzu realnych vzork pacientd.
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3. Teoretické zaklady elektromigrac¢nich technik

Kapilarni elektromigracni techniky jsou analytické separacni techniky majici spolecny
zdklad — umoZnuji separaci nabitych castic (iontli, iontovych asociatti, nabitych
komplexti, biomakromolekul, virti, bakterii atp.) na zékladé jejich rozdilné rychlosti
pohybu ve stejnosmérném elektrickém poli v kapalném elektricky vodivém prostfedi
[1-3].

Zakladni veli¢inou, kterd definuje pohyb nabité castice ve stejnosmérném elektrickém
poli je elektroforeticka mobilita pep (1). Jeji hodnota, spolecné s intenzitou elektrického

pole E, je jednim z faktorti determinujicich rychlost pohybu dané castice vep.

Intenzita elektrického pole E je definovana vztahem (2):
U
E=7 @
kde U je vloZené stejnosmérné napéti a L je celkova délka separa¢niho loZe.
Elektricka sila Fel (3), kterda umozniuje pohyb castice, je ve vodivém kapalném
separacnim prostiedi vystavena ptisobeni sily opacné, frikéni Fy, (4). Frikcni sila je
ddna Stokesovym zdkonem a je urcéena ndbojem castice g, velikosti castice r

a viskozitou prostfedi n, ve kterém se tato castice pohybuje.

Fer=qE (©)
Fp = 6mnrvg, 4)

Vztah pro frikéni silu (4) aproximuje vlastnosti nabité castice jako kulovy objekt
s efektivnim polomérem r. Tvar a velikost ¢astice v daném kapalném prostredi je vSak
podstatné odliSny a zavisi mimo jiné na jeji solvataci. Avsak pro zdkladni teoretickou

definici tento zjednodusSeny popis chovani ¢astice v elektrickém poli postacuje. Jsou-li
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obé sily v rovnovaze (Fel = - Fir, resp. /Fei/ = /Fs /), vznika ustdleny stav, kdy nabita
Castice v elektrickém poli migruje urcitou rychlosti podle vztahu (1). Elektroforetickou
mobilitu pe nabité castice je mozné definovat pomoci fyzikalnich vlastnosti c¢astice

a okolniho prostredi (5):

—_4q
uep ~ 6mnr ®)

3.1 Zdanliva a elektroforeticka mobilita

Vysledky ziskané experimentalnim meéfenim udavaji zavislost odezvy zvoleného
detektoru na case, kdy takto zjiSténym kvalitativnim parametrem je migracni cas tm.
Z migracniho casu analytu lze vypocitat zdanlivou elektroforetickou mobilitu pia,
kterd za danych komplexnich experimentdlnich podminek (sloZeni separacniho
elektrolytu, iontova sila, teplota, viskozita, pH atd.) odpovida vektorovému souctu

mobility elektroforetické 1o a elektroosmotické mobility pier (6):

Moy = Hep T Heor  (6)

Samotnou elektroforetickou mobilitu je pak moZno jednoduse vypocitat pomoci

vztahu (7):

IL
(Mgp+ MoV

@)

kde, kromeé jiz definovanych velicin, vystupuje navic celkova délka separacniho loze L
a jeji tzv. efektivni délka [, tedy délka od mista injekce analytu po detektor.

Je-li detekéni systém umistén az na konci kapildry (obvykle MS, nebo amperometricka
detekce), je efektivni délka shodnd sdélkou celkovou. Ziskana elektroforeticka
mobilita je veli¢inou zavislou na celé fadé parametrti separacniho systému a z tohoto
dtivodu ji nelze pouzit pro kvalitativni analyzu. Z fyzikalné-chemického hlediska tedy

neni konstantou. Jeji vyznam pro vlastni separaci je vSak znacny, nebot se jednd
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o veli¢inu determinujici selektivitu separace dvou migrujicich analytti. Selektivitu o
(8) 1ze tedy pro pifipad CE definovat jako podil elektroforetickych mobilit dvojice
analytti (u1a u2), pficemz plati, ze ¢im vétsi je jejich rozdil, tim vétsi je selektivita:

M1

= (8)

3.2 Elektroosmoticky tok

Jednim z dtilezitych faktort, ktery se podili na transportu analyt(i pfi jejich migraci
v elektrickém poli je elektroosmoticky tok (EOF), ktery vznika v kapilarach o malém
vnitfnim praméru (pfiblizné do 200 um) po vloZeni stejnosmérného napéti. Nejcastéji
pouzivané kapildry jsou na bazi taveného kifemene, které maji na své vnitfni sténé
silanolové skupiny, jejichz pK. ~ 5,3 [1,4]. Silanolové skupiny jsou, v zavislosti na pH
separacniho elektrolytu, schopné podléhat disociaci. Disociaci téchto skupin vznika
zaporné nabita vnitfni vrstva kapilary, na kterou se elektrostatickymi silami vazou
kationty pritomné v separacnim elektrolytu. Vznikla vrstva iontt je relativné stabilni
a nazyva se Sternova. Dalsi vrstva kationtti je pak vazana podstatné slabéji (tzv.
difazni vrstva). Plsobenim elektrického pole dochdzi k migraci solvatovanych
kationti smérem ke katodé, coz ma za nasledek tvorbu fyzického toku kapaliny.
Rychlost EOF, resp. elektroosmoticka mobilita, je tim vys$si, ¢im je vyssi pH
separacniho elektrolytu. Naopak se zvysujici se iontovou silou dochazi ke stlacovani
obou vrstev a rychlost pohybu EOF je nizsi. Pfi nizkych hodnotach pH (< 2) je
generovan pouze rezidudlni EOF, jehoz mobilita je zanedbatelnd. Samotnou

elektroosmotickou mobilitu (uef) je mozné vyjadrit vztahem (9).

¢
Heof = :Tn 9)

Ze vztahu (9) je patrné, Ze U je pfimo tumeérna zeta potencidlu C a permitivité

separacniho elektrolytu ¢; nepfimo iimérna je pak viskozité prostfedi . Ze vztahu (9)
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takeé plyne, Ze L. je vlastnosti separacniho systému, zatimco elektroforeticka mobilita
definovand vztahem (5) je urcena fyzikalné chemickymi vlastnostmi analytu. Kromé
vySe diskutované kiemenné kapilary, jejiz vnitini povrch dovoluje disociaci, dochazi
ke generaci EOF takeé v kapilarach, které na svém povrchu ionizovatelné skupiny
nemaji (napf. PTFE kapilary). Pri¢inou tohoto jevu je adsorpce iontt1 elektrolytu na
vnitini povrch kapildry, diky niz pak vznikd EOF stejnym mechanismem jako
v pfipadé kiemenné kapilary. V neposledni fadé je potfeba zminit, Ze stabilni
kovalentni ¢i fyzikalni pokryti mtize eliminovat generaci EOF (kdy lze experimentalné
sledovat pouze tzv. rezidudlni EOF limitujici k nule [4-6]), pfipadné mtiZe dojit k jeho

obracenti [7,8].

3.3 Spojeni elektromigracnich metod s hmotnostni spektrometrii

Nejcastéji vyuzivanou detekci v elektromigracnich technikach je UV-VIS detekce.
Vzhledem k velmi malému vnitfnimu prameéru separacnich kapilar a velmi nizkym
davkovanym objemiim (fadové jednotky az desitky nl) je UV-VIS detekce malo citliva
(koncentrac¢ni citlivost se pohybuje v rozmezi 10 aZ 107 mol/l). Navic pro pfimou UV-
VIS detekci je nutné, aby detekované analyty mély ve své struktufe vhodné
chromofory.

Citlivéjsi detekci, navic s moznosti strukturni identifikace separovanych analytt
poskytuje hmotnostni spektrometrie (MS). On-line spojeni CE a MS vyZaduje pomérné
naro¢né feSeni instrumentace. Prvni spojeni CE s MS bylo uskute¢néno na konci
osmdesatych let [9-11]. Od této doby doznalo spojeni CE-MS velmi vyznamného
instrumentalniho zlepSeni a v soucasnosti je spojeni CE-MS komercné dostupné. CE-
MS je velmi vyznamnou komplementdrni analytickou technikou, ktera v mnoha
pfipadech pred¢i moZnosti spojeni LC-MS. Zejména jde o pripady, kdy je nutné
provadét analyzu polarnich, nabitych sloucenin, kdy je obtiZné ziskat separaci

s vyuzitim LC na reverznich stacionarnich fazich.
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Kritickym bodem realizace CE-MS spojeni je transfer separovanych analyta ze
separacni kapildry do iontového zdroje hmotnostniho spektrometru. Tento transfer
zajiStuje v pripadé on-line spojeni CE-MS interface. Separace v CE probihd
v kfemenné kapilafe v kapalném prostfedi separacniho elektrolytu, zatimco separace
a detekce ionti vzniklych v iontovém zdroji probiha v analyzatoru hmotnostniho
spektrometru v plynné fazi a poté ve vakuu [12].

Z dostupnych ionizacni technik je pro realizaci on-line spojeni CE a MS vhodnych
pouze nékolik. Jde o ionizacni techniky pracujici za atmosférického tlaku - ionizace
elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI), fotoionizace
za atmosférického tlaku (APPI), indukcéné vazané plasma (ICP) a ionizace laserem za
pritomnosti matrice (MALDI). Nejrozsifenéjsi ionizace v pfipadé CE-MS je ESI, ktera
je instrumentalné nejméné ndroénym zptisobem prevodu iontt z kapalné faze ze
separacni kapilary CE do plynné faze. Aplikace CE-ESI-MS tvofi vétS§inu soucasné
publikovanych praci [12-14]. Spojeni CE sESI-MS umoziuje pfimy transfer
separovanych analyti v CE kroku ze separacni kapilary do MS. Interface zajistujici
primé spojeni CE s ESI-MS je modifikaci spojeni pouZzivaného pro LC-ESI-MS. Ionizace
elektrosprejem je velmi vyhodna mékka ionizacni technika, ktera umoznuje ionizaci
polarnich a nabitych sloucenin od velmi malych molekulovych hmotnosti az po
biopolymery jejichz molekulovd hmotnost je v fadech statisicii Daltonti [15-18].

Schéma nejcastéjsiho usporadani interface pro CE-ESI-MS je na Obr. 3.1.
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Obr. 3.1 Schematické zobrazeni ortogonalniho CE-ESI-MS interface. Pfevzato z [19].

Princip ESI ionizace je zaloZen na pritoku kapaliny kovovou sprejovaci kapilarou na
jejiz konec je vkladano stejnosmérné napéti, nejcastéji v rozmezi (2-5 kV). Sprejovaci
kapilara je soucasné vyhfivana na teplotu v rozmezi (100 - 300 °C) a pro tvorbu
stabilniho elektrospreje je navic pfivadén sprejovaci plyn (nejcastéji proud dusiku). Na
konci sprejovaci Spicky dochazi k odpafovani rozpoustédla a tvorbé nabitych kapicek
s vysokou hustotou ndboje [18]. Ionty jsou pak desorbovany z povrchu nabitych
kapicek nebo dochazi vlivem coulombické repulze k expanzi nabitych kapicek
(s jednotkovym, eventualné vicenasobnym nabojem). V pfipadé pozitivni ESI ionizace
vznikaji ionty [M+nH]™, v pfipadé negativni ESI ionizace vznikaji analogické
[M-nH]", kde n predstavuje hodnotu série vznikajicich iontti nebo aduktti s kladné
nabitymi ionty v pozitivhim modu (Na*, Li*, NHs* apod.) nebo negativné nabitymi
ionty v negativnim modu (CI- apod.) [20-21]. Z uvedeného principu plyne, ze ESI
ionizace umoznuje ionizaci jednoduchych anorganickych a organickych latek, ale také

v/

slozitych struktur vcetné (bio)polymert. ESI je tak nejuniverzalnéjsi ionizacni



technikou. Vzhledem k tomu, Ze pomoci CE lze velice dobfe separovat uvedené
slouceniny, nabizi se tato ionizace jako nejvhodnéjsi. Vétsina komercné dostupnych
ESI interface pro spojeni CE-ESI-MS umoznuje provadeét ionizaci na konci (Spicce)
kfemenné separacni kapilary.

Spojeni CE-ESI-MS vs$ak také disponuje urcitymi nevyhodami a limitacemi. Prvnim
vyraznym omezenim je skutecnost, Ze pro ionizaci elektrosprejem a tvorbu stabilniho
elektrospreje je nutné dosahnout urcitého objemového priatoku kapaliny pres
sprejovaci kapilaru - typicky jednotky az stovky upl/min. Pratok pracovniho
elektrolytu v kfemenné separacni kapilafe pfi CE separaci je zajiStén zejména
s vyuzitim EOF nebo pouZitim mirného tlaku aplikovaného na vstupni konec kapilary
(inlet) béhem separace (nejcastéji do 10 mbar). Rychlost pratoku EOF v kfemenné
kapilafe (o nejcastéjSim vnitfnim prameéru 50 - 75 um) jsou radové desitky az stovky
nl/min. Tento nizky pratok je nedostatecny pro tvorbu stabilniho elektrospreje [12].

Problém nizkého objemového priitoku Ize fesit instrumentalné nékolika zptisoby:

(i) Vyuzitim pomocné sprejovaci kapaliny, ktera zvysuje celkovy pritok kapalné
taze vstupujici na Spicku sprejovaci kapilary.
(i)  Vyuzitim tzv. sheathless usporddani (napf. nano-ESI), které umoznuje

sprejovani pfi extrémné nizkych pratocich kapalné faze [22].

Nejcastéji je voleno usporadani s vyuzitim pritoku pomocné sprejovaci kapilary, které
neklade vysoké ndroky na technické feSeni a experimentalni zkuSenost.

Dal$im problémem on-line spojeni CE-ESI-MS spocivd v omezeném vyuziti
separacnich elektrolytd pro separaci v CE, které nejsou vhodné pro ionizaci
elektrosprejem a vyznamné snizuji i¢innost ionizace a citlivost MS detekce, zvysuji
chemicky Sum signalu (zvySeni poméru S/N), a v mnoha pripadech zptlisobuji
zneciSténi iontového zdroje. Jde zejména o netékavé slozky pracovnich elektrolyta,

které jsou béZzné vyuzivany pro separace v CE, napr. fosfat, borat, tenzidy jako jsou
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dodecylsiran sodny, chirdlni selektory pro enantioseparace, apod. Pfehledové clanky
zpracovavajici problematiku kompatibility CE a ESI-MS s ohledem na posledni trendy
publikovala Panttickova a kol. [23] a Kleparnik [24]. Evaluaci volatility riznych typt
aditiv elektrolytti pro (LC)CE-ESI-MS publikoval také Petritis a kol. na zakladé dat
ziskanych z ELSD detektoru, ktery klade stejné poZadavky na tékavost slozek
elektrolytti jako ESI-MS [25].

MS umoznuje jako analytickd koncovka detekci a objektivni identifikaci celé fady
latek. CE-ESI-MS je separacni systém s vysokou uc¢innosti separace a zaroven vysokou
citlivosti detekce separovanych latek. Vzhledem k zaméfeni této prace bude MS
detekce popsana pouze z hlediska pouzité instrumentace, tedy trojitého kvadrupolu

(QqQ) jako hmotnostniho analyzatoru.

3.4 Trojity kvadrupol

Kvadrupdlovy filtr se skldda ze dvou parti kovovych ty¢i (obvykle kruhového nebo
parabolického prufezu), které jsou paralelné usporadany a na néz je proti sobé vloZeno
stejnosmérné a zaroven stiidavé napéti, které je fdzové posunuto [26]. Pfi spojeni se
separa¢nimi metodami dojde nejdfive k ionizaci analytd v iontovém zdroji a poté je
pomoci iontové optiky priveden ion o urcité hodnoté poméru m/z do kvadrupdlového
tiltru. Elektrické pole kvadrupdlu zptisobi oscilaci tohoto iontu, pfi¢éemz stabilni drahy
je dosaZeno pouze pri urcité hodnoté vlozeného napéti U a amplitudy V. Béhem
skenovacitho modu kvadrupolu se méni hodnoty U a V, pricemz jejich pomér je
udrzovan konstantni. Diky tomu projdou do detektoru ionti pouze ionty o zvoleném
pomeéru m/z, ostatni jsou pak zachyceny a vybity na tycich kvadrupdlu (Obr 3.2).
Obrovskou vyhodou kvadrupolového analyzatoru je vysoka rychlost skenovani, coz
je vyhodné zejména ma-li separacni systém vysokou ucéinnost separace, kdy analyty
migruji rychle a casto s malym rozliSenim. Rychlost skenovani tedy hraje dtleZitou

roli, proto je kvadrupdl jako analyzator ¢asto pouzivan ve spojeni s CE [27].
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Vstup z iontového
zdroje

Obr. 3.2 Kvadrupolovy analyzator s naznacenymi trajektoriemi iontt o rtizné hodnoté poméru m/z.
Stabilni oscilace dosahuje pouze ¢erveny ion, jehoz trajektorie umoZznuje prichod kvadrupdlem.
Ilustrace autora.

Kvadrupodlové analyzatory je také mozné propojit a zaradit za sebou, pficemz
nejcastéji se vyuziva tzv. trojity kvadrupol (QqQ). Takovéto usporadani umoznuje
kromé standardnich vlastnosti jednoduchého kvadrupdlu i tandemovou analyzu
v case, kdy v prvnim kvadrupdlu (Q:i) dojde k selekci daného iontu. Prostfedni
kvadrupdl (qz) funguje pouze jako kolizni cela, ve které dochazi k fragmentacim iontti
pomoci kolizi indukované disociace (CID, collision-induced  dissociation).
V kvardupélu ve kterém se CID odehrava, musi byt pritomen inertni kolizni plyn
(napf. He nebo N32), se kterym se ionty analytu nepruzné srazi a podle zvolené energie
pak vznikaji fragmenty ptivodniho iontu. Vzniklé fragmenty jsou pak dale vedeny do
tretitho kvadrupolu (Qs), kde dojde podle zvoleného mdédu ke skenu jednotlivych ionttt

podle poméru m/z.

3.5 Pracovni mddy trojitého kvadrupdlu

Trojity kvadrupdlovy analyzator mtZe pracovat v nékolika zakladnich mddech (Obr.
3.3). Pomineme-li obecny sken celkového proudu ionta (TIC, total ion current), kdy Q1
i g2 pouze neselektivné propoustéji vSechny ionty ve zvoleném rozsahu pomeéru m/z
do posledniho kvadrupdlu, kde dojde ke skenu a zaznamenani celkového
hmotnostniho spektra. Dalsi jsou vice selektivni a patfi mezi né nasledujici mody

[26,28]:
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a)

b)

d)

Sledovani vybraného iontu (SIM mdd, Obr. 3.3A)

V tomto mddu jsou Q1 a g2 propustné a ionty jsou vedeny na Qs, ktery sleduje
pouze intenzitu vybrané hodnoty poméru m/z. Tento mdd je vhodny zejména
pro optimalizaci metody u latek, u nichZ zname molekulové hmotnosti, resp.

hodnotu poméru m/z a zaroven nejsou jejich hodnoty poméru m/z izobarické.

Sken produktovych iontti (Obr. 3.3B)

Pfi skenu vznikajicich fragment(i je Qi1 nastaven na ion o zvolené hodnoté
poméru m/z, ktery je v qz2 pomoci CID fragmentovan. Qs slouzi ke skenu
vzniklych produktovych iontti (fragment(i). Kromé moZnosti identifikace
neznamé latky na zdkladé vzniklych fragmentd je tento mdd dulezity pro
optimalizaci parametri (zejména kolizni energie), které jsou nutné v pripadé
dal$ich médt uvedenych nize. Tento mod je také vyuzivan pri kvantifikaci, kde
dojde k navyseni citlivosti detekce prostfednictvim zvySeni poméru signalu

k sumu (S/N).

Sken prekurzorovych iontt (Obr. 3.3C)

V tomto pripadé je Qs nastaven na selektivni propusténi fragmentu o urdcité
hodnoté poméru m/z. Kvadrupdl Q1 skenuje ionty v definovaném intervalu m/z
a qz slozi opét jako kolizni cela. V tomto mddu jsou tedy detekovany pouze ty
ionty, které maji totoZny fragment (napf. funkéni skupinu, které se pri
fragmentaci odstépuje). Lze tak ziskat informace o strukturné podobnych

latkach.

Sken neutralnich ztrat (NLS mod, Obr. 3.3D)
Ionty, pfijejichZ fragmentaci dochazi k neutralnim ztratam (typicky napft. ztrata

H:0, NHs, COy, aj.), je mozné detekovat tak, Ze Q1 i Qs skenuji soucasn€, avsak
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s definovanou diferenci Am/z (napf. Am/z 18 pro ztratu H:0 atp.). Prostfedni

kvadrupol q: funguje opét jako kolizni cela.

Sledovani jednoho nebo vice fragmentacnich pfechodd (SRM/MRM mdd,
Obr. 3.3E)

Jsou-li veskeré parametry optimalizovany, lze pomoci trojitého kvadrupodlu
sledovat konkrétni fragmentacni pfechod ¢i pfechody. Kvadrupol Q: slouzi
k selekci vybrané hodnoty poméru m/z, qz jako kolizni cela a vzniklé vybrané
fragmenty jsou poté selektovany poslednim kvadrupdlem Qs. Pfi pouziti
tohoto modu je mozné sledovat jak jeden fragmentacni prechod (SRM, selected
reaction monitoring) nebo vice fragmentacnich prechodtt (MRM, multiple reaction
monitoring), pfi¢emz napr. kolizni energie muiZe byt pro kazdy prechod odlisna.
Vyhodou tohoto mddu je  vysokd  selektivita ~MS  detekce
a nizky chemicky Sum, nebot kvadrupol Qs propusti pouze definované
fragmenty a ty jsou nasledné detekovany. SRM/MRM mddy jsou proto znatelné

citlivejid.
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A) SIM mad (selected-ion monitoring), sledovani vybraného iontu
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Obr. 3.3 Znazornéni moznych modit méfeni pomoci trojitého kvadrupolu (QqQ).
[lustrace autora.

Dalsi specifika spojeni elektromigracnich technik s hmotnostni spektrometrii, zejména
v kontextu elektrokinetické chromatografie a enantioseparaci, budou diskutovany

v nasledujicich kapitolach.

4. Elektrokineticka chromatografie

Nejjednodussi mechanismus separace v elektromigracnich metodach - kapilarni
zonova elektroforéza (CZE) vyuziva rozdilu v rychlostech pohybu nabitych latek,
ktery je dan rozdilnou hustotou ndboje separovanych molekul [29]. Tento

mechanismus vyzaduje, aby separované analyty nesly naboj. Vnesenim dalsiho déje,
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ktery md zasadni vliv na prtibéh separace je mozné docilit i separace latek nenabitych,
¢i latek, které maji shodnou elektroforetickou mobilitu (napf. enantiomery). Jednou
z takovych moznosti je kombinace elektroforetického a chromatografického
separacniho dé&je — elektrokineticka chromatografie (EKC). Vibec poprvé byla
kombinace elektroforetického a chromatografického déje pro separaci pouzita
S. Terabem v roce 1984 [30]. Elektrokineticka chromatografie (EKC) na rozdil od CE
zahrnuje do separa¢niho déje i rovnovahy uplatiiované v chromatografii (napf.
rozdélovaci rovnovédha, iontové-vyménna rovnovadha, tvorba iontovych part
a aduktti, véetné interakce analytt s chirdlnimi selektory) [31].

Samostatnou kapitolou je pak EKC vyuzivajici k separaci miceldrni fazi, kde dochazi
k rozdélovani analytu mezi micely a okolni prosttedi pufru [32]. Tato metoda je znama
jako  micelarni  elektrokineticka = chromatografie (MEKC) a je jednou
z nejpouzivanéjsich modt EKC, nebot disponuje obrovskym potencidlem pro separaci
Sirokého spektra i znac¢né odliSnych nabitych i nenabitych latek. Zakladnim principem
elektrokinetické separace latek je jejich dynamické rozdéleni mezi elektrolyt (obvykle
vodnou fazi) a tzv. separacni nosi¢ (angl. separation carrier, nékdy téz
pseudostaciondrni faze) [33]. Separacni nosi¢ muze byt aditivum, které interaguje
s pfitomnymi analyty (napf. chiralni selektor (CS), modifikovany i nemodifikovany
polymer nebo protein, micely tenzidi nebo obecné latky, které maji schopnost vice ¢i
méné selektivné interagovat s prislusSnymi analyty) [34]. Separaéni nosic¢ tvofi
v elektroforetickém systému dispergovanou cast, kterd se miize pohybovat vlastni
elektroforetickou rychlosti (pokud je elektricky neutralni mtize se pohybovat stejnou
rychlosti a smérem jako EOF). Interakci s analytem je rychlost separa¢niho nosice

ovlivnéna pouze zanedbatelné.

4.1 Micelarni elektrokineticka chromatografie
Mezi nejéastéji pouzivané separacni nosice v EKC patfi tenzidy, tedy latky schopné

vdaném prostfedi vytvafet supramolekuldrni tutvary - micely, které jsou
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charakterizovany kritickou micelarni koncentraci (CMC, vyjadfena v mol/l)
a agregacnim cislem AN (pocet monomernich jednotek tvoricich micelu). Pro vznik
micel v daném separacnim systému je nutné, aby jejich koncentrace byla vyssi nez
hodnota CMC [35]. Separa¢ni mechanismus MEKC je zaloZen na rozdilné distribuci
analyt(i mezi micelarni fazi a separacni elektrolyt. Toto rozdéleni je charakterizovano
piislusnou rovnovaznou (distribucni) konstantou Kyc/qq (10), ktera udava pomér

koncentraci analytu v micele [(cg)m] a fazi vodné [(cq) qq]-:

(ca)me (10)

me/aq (cadaq

Pro vypocet retencniho faktoru k plati modifikovany vztah (11), ktery zahrnuje jak
koncentraci samotného tenzidu a hodnotu jeho CMC, tak rovnéZ parcialni molarni
objem tenzidu v separaénim systému (V). Z tohoto vztahu je patrné, Ze retence analytu
v micele zdvisi na charakteru a koncentraci pouzitého tenzidu, jeho CMC
a specifickém objemu micely (V) [5,6]:

Vine _ K V(cs—CMC)

m
Vag me/adq 1y _—cmc) 1)

k = ch/aq

kde V.. a V4 jsou objemy micelarni, respektive vodné faze a c, je celkova koncentrace
pouzitého tenzidu.

Retencni faktor tedy zavisi nejen na koncentraci tenzidu, ale také na hodnoté jeho
CMC v daném prostfedi. Obecné plati, Ze hodnota kje tim vétsi, ¢im vétsi je
hydrofobicita analytu. Na rozdil od LC, kde teoreticky miize nastat nekonecna retence
analytu (k = ), je retence latek v MEKC limitovana eluénim oknem, tedy rozdilem
mezi retenénim ¢asem neutralniho markeru EOF a markeru migrace samotnych micel
(tmc). Jako marker tme se pouzivaji silné hydrofobni latky, které se inkorporuji do micely

natolik silné, ze zadny dalsi analyt nemtize mit retencni cas vétsi. Mezi nejcastéji
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pouzivané markery patfi napf. barvivo Sudan III, dodekafenon, dodecylbenzen ci

tokoferol [31,36]. Zakladni uspofadani MEKC separace je zobrazeno na Obr. 4.1.

)
I/ \I o -—
hy = = = Y
= = - -
« ~ C o)\ % _ - .
o sLLE — Ve o °
O < e A
= < B g & A
b 4 8 B
= Monomery tenzidu — EOF
@ Analyt <— Smér migrace micel

Obr. 4.1 Schematické znazornéni separacniho mechanismu. Pfevzato a upraveno z [31].

4.2 Termodynamické a kinetické aspekty MEKC

4.2.1 Retenc¢ni faktor a rozliSeni

Vzhledem k podobnosti MEKC s LC se namisto migra¢niho ¢asu t» pouziva castéji
retencni cas daného analytu fr, ktery lépe vystihuje popsanou kombinaci
elektroforetického a rovnovazného chromatografického separa¢niho mechanismu.
Rozdil v separacnim mechanismu (resp. v retenci ¢i interakci analyttl)) mezi LC
a MEKC je dana skutecnosti, Ze micely tenzidu nejsou pevné zakotveny na sténé
kapilary a mohou tedy migrovat vlastni rychlosti, pficemz je potfeba do tvahy vzit
i ptipadny vliv velikosti a sméru pohybu EOF na migraci separacniho nosice. Diky
tomuto faktu je mozné definovat tzv. eluéni okno (obr. 4.2), tedy casovy rozdil mezi

retencnim ¢asem markeru EOF (t.,f) a retencnim casem micel ().
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Obr. 4.2 Schematické znazornéni elu¢niho okna MEKC v tzv. normalnim moédu (vme < ves). Pfevzato
a upraveno z [31].

Existence elu¢niho okna ma za nasledek, ze pti MEKC separaci musi byt retencni casy
tg vSech analytli v separacnim systému mensi nez retencni ¢as markeru micel
(to < tg < tp). Disledkem toho je, Ze rozliSeni analyt(i klesa s rostoucim retencnim
casem.

Tento fakt velmi dobfe vystihuje vztah pro rozliseni Rs v MEKC (12), jehoZ prvni dva
cleny jsou totozné s obdobnym vztahem pro LC a posledni dva cleny zohlednuji

specifika MEKC [2,3,37,38]:

_VN a—1 k> 1~ to/tme
Rs _T . < a ) . <1+k2> ' <1+(t0/tmc)k1> (12)

Z rovnice (12) je zfejmé, Ze rozliSeni dvojice separovanych analytti je ovlivnéno ¢tyfmi

prispévky. Prvni clen rovnice zahrnuje kineticky aspekt separace, kdy rozliSeni je
pfimo umérné druhé odmocniné poctu teoretickych pater N. Dalsi dva cleny spolu
uzce souvisi a popisuji rozliSeni z hlediska termodynamického. Selektivita a je podil

retencnich faktori separovanych latek k2 a ki. Z tohoto clenu rovnéz vyplyva, ze

29



rozliSeni bude tim mensi, ¢im vice se a bude bliZit k jedné. Bude-li tedy pomér
retencnich faktor(i roven jedné, k rozliSeni a tedy ani k separaci nedojde (vysledna
hodnota druhého ¢lenu rovnice bude nulova). Posledni dva ¢leny rovnice se tykaji
retence analyt(i v separa¢nim nosici tedy v micelach. Retencni faktor k 1ze definovat
jako podil latkového mnozstvi analytu vazaného nebo interagujiciho micelami tenzidu

(nme), a latkového mnozstvi analytu ve fazi vodné (n4) podle vztahu (13) [30,36,39]:

k:nmc — K Vmc= tr_tO
naq me/aq Vaq to(l - tr/tmc) (13)

Z experimentdalnich dat je mozné retencni faktor snadno vypoditat s pouzitim posledni
¢asti rovnice (14), tedy

p - t, —to
to(l - tr/tsn) (14)

Ze vztahu (14) je patrné, ze pomér t, /t,,, ma vyznamny dopad na hodnotu retenc¢niho
faktoru. Bude-li jejich pomér roven nule, vysledkem bude reten¢ni faktor analogicky
pro LC. Je tedy zfejmé, Ze pomér t,/t,,. musi byt v pfipadé MEKC rozdilny od nuly
a zaroven mensi nez jedna. V pfipadé, kdy by pomér ¢, /t,,. limitoval k jedné, retenéni

faktor se bude blizit nekonec¢nu [40].

4.2.2 Uéinnost separace
V ptipadé CE je ti¢innost separace vyjadfend jako pocet teroretickych pater (N) podle
vztahu (15) [41].

_ (tep + eop)U (15)

N
2D

Z tohoto vztahu vyplyva, Ze pocet teoretickych pater (tedy ticinnost separace) je pfimo

umeérny elektroforetické mobilité analytu a EOF a vloZenému separacnimu napéti U.
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Utinnost  je pak nepiimo tmérnad diftznimu koeficientu D, ktery zptisobuje
longitudindlni diftizi analytu. Kromé uvedenych velic¢in snizuje t¢innost separace také
fada dalSich fyzikalné-chemickych jevti, zejména pak Jouleovo teplo, sorpce analytt
na stény separacni kapilary nebo rozdilné hodnoty vodivosti separacniho elektrolytu
a vzorku [3].

V ptipadé MEKC je nutno pouZit upraveny vztah (16) pro vypocet N, nebot je potfeba
do né zahrnout diftzni koeficient analytu (D) i micel tenzidu (D)
a mobility zaménit za retenéni faktory [31]. Ucinnost je v tomto p¥ipadé vyjadfena jako
vyskovy ekvivalent teoretického patra H, k jehoZ vypoctu je potfeba znat efektivni (I)

nebo celkovou (L) délu separacni kapildry (v zavislosti na pouzité metodé detekce).

I 2(D+kDp) 1
N 1+ (t_o) k erf

th

(16)

4.3 Separace neutralnich analytii miceldrni elektrokinetickou chromatografii

Vzhledem k tomu, Ze micely tenzidi nejsou ukotveny jako v ptipadé staciondrnich
tazi v LC, je vysledna rychlost migrace zoény neutralniho analytu v, déana
vektorovym souctem rychlosti migrace micel v,,. a rychlosti elektroosmotického toku

Veos vV souladu s nasledujicimi vztahy (17-19):

Ume = UmcE (17)
Veor = .ueofE (18)

Vtot = Vmec T Veor (19)

V ptipadé separace neutralnich analytti je nutné, aby micely mély elektricky naboj.
Zalezi na vzajemnych vyslednych rychlostech a sméru pohybu EOF a nabitych micel.
Neutralni analyt je vokamziku kdy neinteraguje snabitymi micelami unasen

rychlosti, kterd odpovida rychlosti pohybu EOF. V okamziku interakce neutralniho
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analytu snabitymi micelami je jeho rychlost dadna rychlosti pohybu micel.
O vzdjemné separaci nenabitych analyt(i tak rozhoduji rozdily v rozdélovacim

pomeéru nenabitého analytu mezi vodny elektrolyt a micely.

4.4 Separace ionizovatelnych analytii micelarni elektrokinetickou chromatografii

Odlisny pfipad by nastal, pokud by analyt nebyl neutrélni, ale vykazoval alespon
¢astecnou schopnost ionizace (disociace nebo protonizace). Vysledna rychlost migrace
analytu by pak zavisela nejen na rychlosti EOF a micel (pfedpokladejme opét nabité
micely), ale také na sméru a vlastni rychlosti migrace daného analytu. Tento fakt 1ze
nejlépe demonstrovat na prikladu slabého elektrolytu, napt. jednosytné kyseliny HA.
Ve vodném prostfedi dojde k ustaveni disociacni rovnovahy (20), popsanou

zjednodusSené vztahem pro disocia¢ni konstantu (21):

[HA] = [A7] + [H"] (20)
_ [AT][HT]
" [HA] @D

Ve vodném prostfedi by pak existovala kyselina jak ve formé disociované tak
i nedisociované. Soucet jejich rovnovaznych koncentraci pak odpovida celkové
analytické koncentraci latky v roztoku. Stupen disociace kyseliny a (22) je zavisly na

pH roztoku, v némz se dana kyselina nachdzi:

a=22 (22)

Pro prakticky vypocet stupné disociace 1ze pouzit upraveny matematicky vztah (23),
ktery zahrnuje jak disociacni konstantu, tak pH samotného prostfedi, ve kterém je

kyselina disociovana:

@= —— (23)
14 7]
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Rychlost migrace této slabé jednosytné kyseliny tedy bude (mimo jiné) zavisla na pH
pracovniho elektrolytu a jeji elektroforetické mobilité (u,-). Vyse uvedeny vztah (19)
1ze tedy rozsifit o rychlost pohybu disociované (A") a nedisociované (HA) formy dané
kyseliny (v4- avyy), pfiéemZz opét bude vyslednd rychlost pohybu vektorovym

souctem vSech uvedenych pfispévki (24 a 25):

Vg~ = Up-E (24)

Vtot = Ume T Veor + Va- (25)

Napftiklad pro kyselinu v pracovnim elektrolytu o pH, které bude rovno hodnoté jejtho
pKs, bude stupent disociace a = 0,5. Tedy 50 % kyseliny bude pfitomno ve své
nedisociované formé a 50 % ve formé disociované. Zavislost retencniho faktoru na

stupni disociace kyseliny HA je patrny ze vztahti (26 a 27) [38,42,43]:

knatka- (%)
B T (27)

c(HY)
kde ky, a k4 jsou retencni faktory nedisociované, respektive disociované formy
kyselina HA a K, je jeji disociacni konstanta. Ze vztahu (27) vyplyva, ze vysledny
retencéni faktor k bude silné zaviset na pH separac¢niho elektrolytu. Napft. pfi nizkych
hodnotach pH mohou byt slabé kyseliny pfitomny téméf vyluéné v nedisociované
formé, retencni faktor pak bude mozné spocitat s pouzitim vztahu pro separaci

neutrdlnich analyt(i. Retencni faktor konkrétni disociovatelné latky je tedy mozné
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z experimentalnich dat vypocitat. Analogickym zptisobem lze definovat uvedené
vztahy také pro latky podléhajici jakékoli ionizaci, napf. protonizaci v pfipadé bazi.

Uvedeny popis je vSak zjednoduSeny, nebot kromé interakce nedisociované formy
miiZze i disociovana forma interagovat s micelami ¢i monomery tenzidd napf. za
vzniku iontovych asociati (obr. 4.3, pfiklad uveden pro rtzné médy MEKC). Tim
vznikaji vedlejsi rovnovahy, které ztéZuji matematicky popis retence ionizovatelnych
latek [42]. Ze vztaht uvedenych vySe je zfejma slozitost vypoctu retenéniho faktoru
ionizovatelné latky, nebot nékteré veliciny nelze jednoduse vypocitat nebo
experimentalné zjistit. Hodnoty disociacnich konstant analytd ve vodné fazi bez
pritomnosti micel a v micelarnim systému mohou byt rovnéz rozdilné, coz ovliviiuje

vyslednou selektivitu separace [44].
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Obr. 4.3 Interakce ionizovatelnych analytt s nabitymi micelami tenzidd: a) disociovatelny analyt (HA)
s micelou aniontového tenzidu; b) disociovatelny analyt (HA) s micelou kationtového tenzidu;
¢) protonizovatelny analyt (B) s micelou aniontového tenzidu; d) protonizovatelny analyt (B)
s micelou kationtového tenzidu. Rovnovazna konstanta Kir popisuje interakci mezi analytem
a monomerem tenzidu. Ilustrace autora vychazejici z [42].
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4.5 Pouzivané tenzidy a jejich vlastnosti

Micely jsou dynamické supramolekuldrni atvary, které za urcitych podminek vznikaji
agregaci monomernich jednotek tenzid@i. Monomerni jednotky jsou obvykle amfifilni
a skladaji se z nepolarni (hydrofobni) a polarni (hydrofilni) ¢asti [35, 45, 46]. Podle
povahy jejich hydrofilni skupiny se obecné déli na aniontové, kationové,
zwitteriontové a neiontové tenzidy. ZjednoduSené vyobrazeni typické micely je

uvedeno na Obr. 4.4.

Hydrofobni
jadro
Hydrofilni
skupiny s /\/\_o

Obr. 4.4 Zobrazeni micely ve vodném prostfedi kdy nepolarni ¢asti monomerd smétuji dovnitf
a vytvareji hydrofobni jadro (pfi¢ny fez). Protionty nejsou pro jednoduchost zobrazeny.
Ilustrace autora.

Pfi velmi nizkych koncentracich se tenzidy ve vodném prosttedi se vyskytuji ve formeé
jejich monomerti, dimerti a podobnych oligomernich utvarti, které ale nemaji
vlastnosti micely. Dojde-li ke zvySeni jejich koncentrace k hodnot¢ CMC ¢i vyssi,
dochazi k agregaci za vzniku micel. Tvorba micel v roztocich je velmi silné zavisla na
tyzikalné chemickych vlastnostech okolniho prosttedi (teplota, viskozita, iontova sila,
pH, relativni permitivita). Tenzid muze tvofit rizné typy supramolekuldrnich utvara
v zavislosti na teploté. Obecny fazovy diagram zavislosti koncentrace tenzidu na

teploté je uveden na Obr. 4.5.
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Obr. 4.5 Zavislost koncentrace tenzidu na teploté. Ilustrace autora vychdazejici z [35].

Primérny pocet monomernich jednotek tvoficich micelu je oznacovan jako agregacni
¢islo (AN). Dalsi parametr, ktery charakterizuje micelarni systém je Kraffttiv bod (KP),
tedy teplota pri které je rozpustnost tenzidu shodnd sjeho CMC. Jde
o minimdlni hodnotu teploty, pfi které z monomerti vznikaji micely. Pod hodnotou
KP neexistuje pro dany tenzid CMC a v systému se micely nevytvori pfi zadné
koncentraci tenzidu. Existence a termodynamické vlastnosti micelarnich systémi jsou
organickych rozpoustédel c¢i anorganickych latek vjejich roztoku. Pfidavek
anorganickych soli (napf. ve formé pufru) snizuje hodnotu CMC a zvysuje hodnotu
AN [47]. Naopak pfidavek organického rozpoustédla miize CMC zvysit, pfipadné
miize dojit k rozpadu micely [48]. Vyznamny vliv na hodnotu CMC ma
i délka hydrofobniho (napf. alkylového) fetézce, pricemz obecné plati, Ze ¢im delsi
tento fetézec je, tim mensi je hodnota CMC. Opacny vliv na hodnotu CMC ma naopak
pritomnost rozvétvenych nepolarnich struktur (sterické branéni), dvojnych vazeb
mezi atomy fetézce nebo pfitomnost polarnich ¢ hydrofilnich skupin (napf.
hydroxylova skupina), které mohou zptisobovat elektrostatickou repulzi mezi

monomernimi jednotkami tvoficimi micelu [45,49,50].
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4.5.1 Perfluorované tenzidy

Zvlastni skupinu tvofi perfluorované tenzidy, kdy jsou vSechny molekuly vodiku
v alkylovém skeletu substituovany fluorem. Kromé vyssich hodnot CMC ve srovnani
s jejich nesubstituovanymi analogy, vykazuji rovnéz vysokou hodnotu tenze par, diky
¢emuz mohou byt vyuzity jako tékava aditiva pro spojeni EKC-ESI-MS [51-53].
Hodnoty CMC jsou ve srovnani s nesubstituovanymi analogy pfibliZzné o jednu
¢tvrtinu vétsi. Napf. perfluorooktanoat sodny méa hodnotu CMC 36 mmol/l, jeho
analog dodekanoat sodny pak 24 mmol/l [54,55]. Pfehled vybranych tenzidd vcetné
hodnot CMC, AN a Krafftiv bod je shrnut v Tabulce 4.1.
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Tabulka 4.1 Pfehled vybranych tenzidii a hodnoty jejich CMC, AN a KP [32,45-48,54-57]

Tenzid CMC [mol/1] AN? KP [°C]
Aniontové tenzidy
Dodecyl sulfat sodny 81-10° 62 16
Dodecyl sulfat lithny 8,8-10° 63 -*
Tetradecyl sulfat sodny 2,1-10°
90 25
(50°C)
Dodecylsulfonat sodny 9,8-10°
54 32
(38°C)
Dekanesulfonat sodny 4,0-10° 40 -
Dodekanoat sodny 2,4-102 56 -
Perfluoroheptanoat lithny 9,8 102 i <0
(30°C)
Perfluoroheptanoat sodny 17,1 -102 i <0
(30°C)
Perfluoroheptanoat draselny 12,9 - 102 16.2
(30°C) ’
Perfluorooktanoat sodny 3,6 - 102 i 86
(8°0C) '
Perfluorooktanoat amonny 3,3-10? i 25
(2,5°C) ’
Cholat sodny 13,0 -15,0 -103 2-4 -
Deoxycholat sodny 40-6,0-103 4-10 -
Taurocholat sodny 10,0 - 15,0 -103 5 -
Kationtové tenzidy
Tetradecyltrimethylammonium bromid 3,5-103 75 -
Dodecyltrimethylammonium bromid 1,5- 102 50 -
Cetyltrimethylammonium bromid (CTAB) 9,2-10+ 61 22
Cetylpyridinium chlorid 9,0-10+ 95 -
Neiontové tenzidy
Polyoxyethylen (23) dodecyl ether (Brij 35) 5,5-10° 40 -
Polyoxyethylen (23) sorbitan monolaurat 59.102 i i
(Tween 20) ’
Zwitteriontové tenzidy
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1- 426310 10 i

propansulfonat (CHAPS)

N-dodecyl-N,N-dimethylammonio-3-propansulfonat 3,3 -10-

a Neni-li uvedeno jinak, jedna se o hodnoty pii teploté 25 °C pro deionizovanou vodu.
* Hodnota neni v dostupné literatufe uvedena.
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4.5.2 Specifika spojeni MEKC-ESI-MS

Az na nékteré vyjimky jsou tenzidy pouzivané pro MEKC separaci netékavé a tato
vlastnost tenzidi je pro MEKC-ESI-MS separace velmi limitujici. Nékteré ESI interface
umoznuji pracovat pri velmi nizkych koncentracich tenzidi, aniz by doslo
k vyznamnému sniZeni citlivosti ¢i acinnosti ionizace (napf. pro SDS do 20 mM
v pracovnim elektrolytu) [58,59]. Nizké koncentrace tenzidii casto nevedou
k dosazeni potiebné selektivity separace analyt(i a je tedy nutné jejich koncentraci
zvysit. V pripadé vyuziti napf. APCI nebo APPI jako ionizaéni techniky, je mozné
netékavé tenzidy pouzivat v elektrolytu bez nutnosti zabrdnéni jejich vstupu do
iontového zdroje [60].

Praktickym feSenim pfi ESI ionizaci je vyuZiti techniky castecného plnéni (PFT) pro
MEKC-ESI-MS separace, pfipadné vyuZziti polymernich tenzidfi, které tvori micely pri
velmi nizkych az nulovych hodnotach CMC a béhem ionizace se nerozpadaji na
monomerni jednotky, které by sniZovaly ucinnost ionizace [60-62].

Pouziti PFT neni samozfejmé omezeno pouze pro analyzy s pomoci MEKC-ESI-MS,
ale je univerzdlné pouZzitelna v prfipadé nutnosti vyuzit celou fadu dalsi netékavych
aditiv elektrolytu nebo elektrolytu obsahujici sloZky kontaminujici iontovy zdroj.
Obecny princip PFT [63] spodivd v naplnéni kapilary pracovnim elektrolytem
obsahujicim netékavou slozku (CS, tenzid, polymer atd.) do definované ¢asti celkové
délky kapilary (napf. 90% celkové délky kapilary, Obr. 4.6A). Netékava slozka
elektrolytu se tak nedostane pfi ddvkovani do iontového zdroje. Dalsim krokem je
davkovani zény vzorku za zénu nadavkovaného elektrolytu s netékavou sloZkou
(Obr. 4.6B). Nasleduje vlozeni napéti, pii kterém dochdzi k separaci. Vyhodou je
pokud migrace netékavé slozky probihd smérem od iontového zdroje do vstupni
elektrodové vialky a naopak migrace separovanych analyti probihd smérem do
iontového zdroje (Obr. 4.6C a 4.6D). Toto uspofadani, kdy naproti sobé migruji dvé
interagujici slozky, se oznacuje jako protismérna migrace (angl. counter-current mode).

Takovéto podminky Ize nejjednoduseji dosahnout v kovalentné pokryté kapilare
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s eliminovanym EOF, a pouzitda netékava slozka musi mit opacny ndaboj

k separovanym analytim.

lontovy zdroj MS

/ l Netékavy separacni elektrolyt ()Q: A

Déavkovani Smés dvou analytt A + B
Ol O e
A B
| Oy e
Separace i

A B

o (N = 0 -

Obr. 4.6 Znazornéni vyjadfujici priibéh modelové analyzy s vyuzitim techniky ¢astecného plnéni
(PFT-EKC-ESI-MS) s protismérnou migraci separa¢niho nosice (napf. micel & CS).
lustrace autora.

Podrobné&jsi diskuzi k mechanismu separaci s vyuzitim techniky PFT publikoval
Amini a kol. [64,65].

V minulosti byla publikovana prace popisujici vyuziti dodecylsulfatu amonného jako
tékavéjsiho analogu k dodecylsulfatu sodnému (SDS) pro MEKC-ESI-MS separace,
nicméné i v tomto pfipadé dochdzi bez vyuZiti techniky PFT ke kontaminaci iontového
zdroje a k supresi MS signalu analytti [66].

Alternativou k PFT experimentalnimu uspofadani muze byt volba (per)fluorovaného
tenzidu, ktery je dostatecné tékavy a nedochazi, sjeho pouzitim, k vyznamné
kontaminaci iontového zdroje. V minulosti bylo publikovano nékolik praci vyuzivajici
perflouorované tenzidy pro spojeni LC-ESI-MS a MEKC-ESI-MS [59,67-69].
V uvedenych pracich byly studovany perflourooktanova a perfluoro-oktansulfonova

kyselina a jejich amonné soli jako micelarni systém.
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5. Enantioseparace pomoci elektrokinetické chromatografie
5.1 Chiralita molekul

Rada organickych latek, které maji stejny konstitu¢ni i sumérni vzorec, vykazuji
prostorovou asymetrii a existuji jako dvojice molekul s navzajem neztotoZnitelnym
zrcadlovym obrazem (Obr. 5.1). Takové latky jsou oznacovany jako chiralni. Nutnym
predpokladem pro jejich existenci je pfitomnost jednoho ¢i vice stereogennich center

v molekule [70].

Obr. 5.1 Zobrazeni prostorové asymetrie molekuly, jejiz dva optické izomery nejsou ztotoZnitelné se
svym zrcadlovym obrazem. Pfevzato z [71].

Chiralni centrum je vétSinou tvofeno asymetrickym uhlikem, pfipadné dalsimi
asymetrickymi atomy v molekule jako napf. dusik, fosfor nebo sira. Dalsi mozZnosti je
pritomnost chirdlni osy nebo chirdlni roviny v molekule. Obecné se latky s témito
vlastnostmi nazyvaji stereoizomery. Stereoizomery je mozné rozdélit do dvou
zakladnich skupin. Prvni skupinu tvofi enantiomery, tedy takové latky, které se lisi
svou konfiguraci na vSech stereogennich centrech v molekule. Enantiomery tvofi pary
stereoizomert majici stejné fyzikalné-chemické vlastnosti (teplota tani, rozpustnost,
index lomu aj.) a v achiralnim prostfedi je nelze rozliSit ¢i separovat. Kazdy
z enantiomerti muize stacet rovinu polarizovaného svétla o stejny tthel pootoceni, ale
navzajem na opacnou stranu. Druhou skupinou jsou diastereomery, tedy latky majici

dvé a vice stereogennich center avsak konfiguraci se na vSech stereogennich centrech
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nelisi. Diastereomery ¢i diastereomerni komplexy jiz maji fyzikdlné-chemické
vlastnosti odlisné, a je tedy mozné je na zékladé téchto vlastnosti navzajem rozlisit.

Prostorové usporadani a vzajemné vztahy stereoizomerti 1ze nejlépe demonstrovat na
prikladu molekuly se dvéma centry chirality (napf. asymetrickymi uhliky). Takovou
latkou je napf. efedrin, jejich pary enantiomerti, respektive diastereomer(i jsou

zobrazeny na obr. 5.2.
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(18,2R)-Efedrin (18,28)-Efedrin

Obr. 5.2 Grafické znazornéni stereoisomerie efedrinu — dvojice diastereomernich part z nich kazdy
je sloZen ze dvou enantiomerd. Ilustrace autora.

Z grafického zndzornéni je zfejmé, ze molekula latky majici n center chirality mtize
vytvafet 2" diastereomerti, znichz kazdy je tvofen pifisluSnym poctem
enantiomerti [70]. Stechiometrickd smés obou enantiomerti se nazyva racemat.

Enantiomery hraji pfi interakcich na molekuldrni trovni vyznamnou roli. Jednotlivé
enantiomery dané molekuly mohou rozdilné interagovat s prostorové unikatnimi
receptory, enzymy a dalSim latkami. Enantiomery jsou z hlediska chemické povahy
stejné, ale vorganismu se projevuji rtizné diky stereospecifickym interakcim.

Dtsledkem rozdilné interakce enantiomert se stereospecifickymi molekuldrnimi
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strukturami v organismu, mutZe byt i jejich rozdilny farmakologicky
(farmakokineticky i farmakodynamicky), toxikologicky a biologicky ucinek [72-74].
Naptiklad celd fada 1é¢iv je dnes vyrdbéna ve formé Cistého enantiomeru, tak aby byly
co nejvice zamezeny negativni ucinky opa¢ného enantiomeru na lidsky organismus.
Stejné tak lidsky organismus tvofi v nékterych pripadech jako metabolity enantiomery
strukturné velmi rozmanitych latek (aminokyseliny, sacharidy, nékteré derivaty
karboxylovych kyselin apod). [75]. Z uvedenych divodi je vhodné disponovat vysoce
uéinnymi metodami separaci enantiomer(i v analytickém méfitku. Je tak mozné
stanovit nejen obsah jednotlivych studovanych enantiomerti ve vzorcich rdazné
povahy, ale je také mozné studovat jejich interakce s biologickym prostfedim. CE
spole¢né s LC a plynovou chromatografii (GC) jsou v soucasnosti nejcastéji vyuzivané
analytické techniky pro separaci enantiomerti [76]. V dalSim textu bude popis principu
separace enantiomerti omezen na obecny princip separace enantiomer(i

elektromigracnimi technikami v kontextu mechanismu EKC.

5.2 Zakladni aspekty enantioseparaci s pomoci EKC

Enantiomery opticky aktivnich latek maji stejnou mobilitu v achirdlnim prostfedi
a nejsou v tomto prostiedi separovatelné. Pro dosazeni diference v mobilitach
separovanych enantiomert je nutnd pritomnost chirdlniho selektoru (CS) budto pfimo
v separacnim elektrolytu, nebo musi byt CS imobilizovany (adsorbovany ci
kovalentné vazany) na sténé kapildry. MiiZe byt rovnéz soucasti sorbentu naplné
separacni kapilary [77].

CS interaguje se separovanymi enantiomery s vyuzitim stereoselektivnich interakci
(nekovalentnich interakci), které vedou k tvorbé diastereomernich komplexti
enantiomert s CS liSici se mobilitou v separacnim systému. Diference mobilit mtize
byt napriklad vysledkem rozdilnych konstant stability vzniklych diastereomernich
komplexti. Dal$i nutnou podminkou k dosazeni enantioseparace je, aby interakéni

rovnovdaha mezi CS a enantiomery byla dostatecné rychld. VSechny uvedené
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podminky jsou nutné k dosaZeni enantioseparace, a musi byt splnény najednou
[70, 78-80].

Vzhledem k tomu, Ze tvorba diastereomernich komplex(i mezi CS a enantiomery je
rovnovazny dynamicky proces, je mozné interakcni konstanty ovliviiovat mnoha
tyzikalné-chemickymi parametry (pH elektrolytu, rozpoustédlem, koncentraci CS,
teplotou, iontovou silou apod.). Kromé stereoselektivni interakce mezi enantiomery
a CS, musi byt jesté splnéna podminka pribéhu separace s dostate¢nou ucinnosti
a dostatecnou rozliSovaci schopnosti detektoru. Enantioseparace zaloZzena na
dynamické interakci mezi CS a enantiomery béhem separace se oznacuje jako pfima
metoda. Zakladni teorii pfimé enantioseparace s vyuzitim CE jako prvni popsali Wren
a Rowe [81,82].

Enantiomery mohou byt separovany na zakladé jejich rozdilné interakce sCS

v separacnim systému, jak vyjadfujrovnice (28, 29):

K
R-E+CS =<——> R-E-CS (28)

K
S-E+ CS =—=>>= S.E-CS (29)

kde R-E a S-E jsou jednotlivé separované enantiomery, CS je chiralni selektor, Kr a Ks
jsou interakéni konstanty mezi prisluSnymi enantiomery a CS.

Nejcastéji je enantiorekognice vysvétlovana s pomoci tfibodového modelu, kdy jeden
z dvojice enantiomert interaguje s CS na tfech specifickych mistech, zatimco druhy
enantiomer pouze na dvou mistech a je tedy vdazan na CS méné [83]. Tento velmi
zjednoduSeny model je platny pouze v nékterych pripadech, zejména tam, kdy
interakce mezi CS a enantiomery probiha na jednom specifickém misté a nereflektuje
povahu interakci (pfitazlivych i odpudivych). Je tfeba zminit, Ze alespon jedna
z interakci musi byt stereoselektivni pro tvorbu prechodnych diastereomernich

komplext. I kdyz je tato pfedstava zjednoduSend, je tento model stdle pouzivan,
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zejména pro demonstraci, Ze k interakci mezi CS a enantiomery dochazi v prostoru
a nikoli v roviné. Navic nékteré typy nekovalentnich interakci, které se podileji na
stereoselektivni diskriminaci jsou vicebodové (napf. -1t interakce, nebo interakce
dipdl-dipdl).

ZjednodusSené je mozné fici, Ze enantiomer, ktery ma s CS vyssi konstantu stability
spliiuje podminky interakce s CS lépe, na rozdil od enantiomeru s nizsi konstantou
stability s CS. Zaroven je potfeba poznamenat, ze pokud nedochazi
k enantiodiskriminaci dvojice enantiomerti s urcitym CS, neznamena to, Ze mezi nimi
nedochdzi k interakci. Indikatorem, Ze nedochdzi mezi CS a enantiomery k zadné
interakci, je nezavislost jejich mobility na koncentraci CS za danych podminek.
Podrobné&ji  popsali  problematiku  enatiorekognice v prehledovém  clanku
Lammerhofer [84] a Chankvetadze [85].

EKC ma rovnéz vyznamné uplatnéni v separaci enantiomerti. Princip CZE je zalozen
na rozdilné rychlosti migrace, kterd je dana rozdilnou hustotou naboje separovanych
molekul [29]. Enantiomery maji stejnou hustotu naboje, stejné jako komplexy mezi
enantiomery a CS. Nelze tedy tvrdit, Ze enantioseparace probihd pouze na zdkladé

mechanismu CZE [85]. Ze stejného diivodu se na vysledné enantiorekognici nepodili:

(1) Elektroosmoticky tok,

(i)  samotna elektroforetickd mobilita analytf,

(iii) kombinace elektroosmotického toku a elektroforetické mobility analytd,
(iv) migrace analytu vyvoland interakci s neenantioselektivnim separac¢nim

nosicem.

Jak bylo uvedeno, nutnou podminkou k dosazeni enantioseparace je enantioselektivni
interakce mezi enantiomery a CS. Tuto interakci lze analogicky pfirovnat
k rozdélovacimu mechanismu mezi navzdjem nemisitelné faze jako je tomu

pfi chromatografické separaci. Omezeni chromatografickych technik je dano hnaci
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silou separace — tlakem. Tlak jako hnaci sila neumoZnuje vytvofit dvé rozdilné
pohybujici se misitelné faze, stejné tak neni mozné, aby se separované analyty
pohybovaly rozdilnou rychlosti ve stejné fazi. Elektroforeticky mechanismus separace
naopak umoZiiuje, aby se analyty vjedné fazi pohybovaly réiznou rychlosti.
Enantioseparace v elektromigracnich technikach (vcéetné EKC) tedy probihaji
v jednofazovém fyzikdlnim prostfedi a jsou zaloZeny na selektivni distribuci
enantiomert mezi nejméné dvé slozky kapalné fdze majici rozdilné mobility [29, 86].
Z uvedeného popisu je zfejmé, ze vétSina enantioseparaci s pomoci elektromigracnich
technik vyuziva chromatografického mechanismu v kombinaci s elektroforetickou
migraci, a je tak mozno predpokladat, Ze enenatioseparace probihaji mechanismem
EKC.

Je tfeba poznamenat, Ze stdle neni zavedena jednotna klasifikace enantioseparaci
v kontextu ke konvenéné definovanym mechanismtim elektroforetickych separaci —
CZE, kapilarni isoelektricka fokusace (CIEF), kapildrni gelova elektroforéza (CGE)
a EKC.

V minulosti byly enantioseparace nabitych analytti svyuZitim neutrdlnich CS
oznacovany jako CZE enantioseparace, naproti tomu enantioseparace neutralnich
analytti svyuzitim nabitych CS jako EKC enantioseparace. Mechanismus
stereoselektivnich interakci je, ale v obou uvedenych pfipadech stejny, neni zadny
rozdil v principu enantioseparace pokud je analyt nabity a CS nenabity, a opacné.
Prestoze bylo v pfedchozich odstavcich uvedeno, Ze enantioseparace s pomoci EKC
probihaji s vyuzitim chromatografického mechanismu, nejde o shodny princip jaky je
uplatiiovan v chromatografickych technikdch ¢i MEKC. Ddle bude uvazovano
srovnani principi EKC a LC enantioseprace.

VSechny rozdily mezi chirdlnimi EKC a LC separacemi vyplyvaji zfaktu, Ze
elektroforeticka mobilita je urcujicim faktorem selektivity pro separaci enantiomerti ve
stejné fyzikalni fazi (tj. v separacnim elektrolytu v pripadé EKC). V pripadé LC

enantioseparaci, kdy je vyuzivdna chirdlni stacionarni faze (CSP) se v okamziku
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interakce analytu s imobilizovanym CS na CSP analyt nepohybuje. Naproti tomu,
v pfipadé EKC enantioseparace se vysledny komplex mezi CS a enantiomerem
pohybuje a ma tedy vlastni elektroforetickou mobilitu.

Prispévek elektroforetické mobility k mechanismu enantioseparace s pomoci EKC se
da shrnout do nasledujicich bod:

(i) V pfipadé EKC mize dojit ktomu, Ze vysledna enantioselektivita
enantiorekognice muiZze byt vyssi nez je enantioselektivita termodynamicka
(pro chromatografii je nejvyssi termodynamicka selektivita, separace
probihd na zakladé rozdilt afinit enantiomert k CS) [86,87].

(i)  V EKC je mozné beze zmény CS, a beze zmény povahy chirdlnich interakci
mezi CS a enantiomery dosahnout zmény migra¢niho poradi separovanych
enantiomert. Chromatografické techniky vyuzivajici CSP zménu elu¢niho
pofadi beze zmény povahy chirdlnich interakci mezi CS
a enantiomery neumoznuji.

(iii) KrozliSeni enantiomeri mtze v pripadé EKC dojit, i kdyZ jsou vazebné

konstanty obou enantiomert s CS shodné [86, 88,89].

Diferenci mobilit, kterd je nutnd pro dosazeni rozliseni separovanych enantiomert je
mozné definovat s pomoci vztahu (30) za predpokladu, zZe pro oba komplexy mezi

jednotlivymi enantiomery a CS plati pie1 = prez = pre [90]:

C(ur—uc)(KR—Ks)
1+C[Kr+Ks|+C2KRKs

(30)

Kde C je celkova koncentrace CS v separacnim systému, Ks a Kr jsou interakcni
konstanty pro R- a S- enantiomery s CS, ur a pcjsou mobility volnych a vazanych

enantiomert v komplexu s CS.
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Pokud vezmeme do uvahy, Ze elektroforeticka mobilita je vektorovou velic¢inou, je
mozné pouhou zménou znaménka vysledné diference mobilit Ay, beze zmény
enantiorozliSovaci schopnosti, zménit migracni pofadi enantiomerti v opacné [91].

Ze vztahu (30) také plyne, jak je mozné zménit znaménko diference mobilit Ay beze
zmény afinity mezi CS a enantiomerem. Zménu migraéniho poradi je mozZné
dosdhnout prostfednictvim zmény znaménka rozdilu Kk — Ks, ale také zménou
znaménka rozdilu py - pe.

Zmény znaménka rozdilu iy - e je mozné docilit zménou efektivni mobility analytu
nebo CS, anebo zménou efektivnich mobilit jak analytu, tak i CS. Vliv pH, iontové sily,
koncentrace CS a smér a velikost EOF neni explicitné ve vztahu (30) vyjadfen, nicméné
vSechny uvedené parametry maji samozrejmé také vliv na vysledny rozdil ur - pe.

Vsechny uvedené parametry tedy mohou ptispét ke zméné migracniho poradi v EKC.

5.3 Experimentalni pfistupy pro enantioseparace s pomoci EKC-ESI-MS

Pro enantioseparace s pomoci EKC-ESI-MS je nutné, aby CS nekontaminoval iontovy
zdroj. Protoze vSechny dosud popsané CS nejsou dostatecné tékavé, je nutné podobné
jako v pripadné MEKC-ESI-MS separaci vyuzit rizné experimentalni pristupy, které
zamezujici vstupu CS do iontového zdroje.

Experimentdlni uspofddani enantioseparaci spomoci EKC-ESI-MS miuze byt

provedeno bud s vyuzitim:

(1) techniky PFT,
(i)  kombinace techniky PFT a protismérné migrace enantiomerti a CS (counter-

current separation).

5.3.1 Technika castecného plnéni pfi enantioseparaci s pomoci EKC-ESI-MS
PFT je zaloZena na velmi jednoduchém principu, kdy je elektrolytem obsahujicim CS

plnéna pouze urcita ¢ast kapilary (napt. 90% celkové délky kapildry) [63]. Ve vstupni
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vialce je elektrolyt bez CS. Vystupni vialku v EKC-ESI-MS tvori pritok pomocné
sprejovaci kapaliny, kterd rovnéz neobsahuje CS.
Podle charakteru CS a experimentalnich podminek mohou nastat tyto pfipady:

(i) CS je nenabity, separované enantiomery nesou naboj a separace probiha za
podminek, kdy je elektroosmoticka mobilita zanedbatelnd. Elektrolyt s CS
tak vytvari nemigrujici zonu, pfes kterou migruji separované enantiomery
smérem k iontovému zdroji MS [60].

(i) CS i separované enantiomery maji opacné znaménko naboje a separace
probihd za podminek, kdy je elektroosmotickd mobilita zanedbatelna.
V tomto pripadé enantiomery migruji naproti migrujicimi CS. Podminky
separace musi byt nastaveny tak, aby CS migroval smér od iontového zdroje
MS. Pak se jedna o kombinaci PFT a protismérné migrace enantiomerti a CS

[92-95].

Pokud ma CS dostatecné velkou vlastni mobilitu a migruje v opacném sméru proti
separovym enantiomertim, je mozné elektrolytem obsahujicim CS naplnit celou
kapildru. Experimentadlni usporadani, kdy je cela kapildra naplnéna elektrolytem
obsahujicim CS je pak oznacovana jako technika kompletniho plnéni (complete filling
technique, CFT) [68]. Uréitou vyhodou techniky CFT oproti PFT je skutecnost, ze
k enantioseparaci je vyuzito celé délky kapilary a odpadd casova ndrocnost
experimentu, nebot celou kapilaru je mozné rychle promyt pufrem obsahujicim
zvolené aditivum, zatimco davkovani zény do casti kapilary (PFT) vyZaduje pouziti
nizkych a presné definovanych tlakt (typicky 3 az 5 kPa) po definovany ¢as, coz vede
k prodluzovani celé analyzy. Je nutné poznamenat, ze pfi pouziti metody CFT pro
EKC-ESI-MS separace je nutné zajistit, aby pfi promyvani kapildry elektrolytem
s pridavkem aditiva byla kapildra mimo iontovy zdroj a nedochdzelo tak k jeho
kontaminaci. Uvedené experimentdlni pristupy jsou v pfipadé LC technicky

nedosazitelné.
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5.3.2 Vankomycin jako chirdlni selektor

Pro EKC-ESI-MS je mozné vyuziti celou fadu CS (cyklodextriny a jejich derivaty,
micely chirdlnich tenzidd, chirdlni crown ethery, makrocycklickd antibiotika, proteiny,
aj), avSak vzhledem k zaméfeni experimentalni casti této prace bude podrobnéji
diskutovan pouze vankomycin ze skupiny makrocyklicych antibiotik. Vankomycin,
byl v disertacni praci vyuzit jako CS pro enantioseparaci D,L-2-hydroxyglutarové
kyseliny.

Makrocyklicka glykopeptidova antibiotika jsou CS, které jsou produkovany
bakteridlni fermentaci. Vyuzivaji se budto vazand na silikagel v LC ve formé CSP nebo
volné v roztoku v pripadé EKC. Komercné dostupnymi makrocyklickymi antibiotiky,
které jsou také vyuzivany jako CS, jsou zejména vankomycin, ristocetin R, teikoplanin,
rifamycin a teikoplanin aglykon [96]. Vyhodou vSech zminénych CS na bazi antibiotik,
je jejich ionizovatelnost a Siroka Skala enentioselektivnich interakci, které mohou
poskytovat. Diky mnoha funkénim skupindm jsou tato antibiotika nabitd ve formé
kationt(i nebo aniontti v zavislosti na pH prostfedi. Glykopeptidova antibiotika maji
obecné jednu nebo vice sacharidovych jednotek navazané na makrocyklické kruhy.
Sacharidové jednotky navdzané na aglykon zvysuji rozpustnost aglykonu a tedy
celého antibiotika ve vodé. Naproti tomu, nepfitomnost sacharidovych jednotek
nevyvola ztratu antibiotickych ani stereoselektivnich vlastnosti [97].

Nejcastéji vyuzivanym CS ze skupiny makrocyklickych antibiotik v EKC je
vankomycin (komercéné nejcastéji dostupny jako vankomycin chlorid, VC). Jde o CS,
jehoZ tvar pripominad basketbalovy kos. VC obsahuje ve své struktufe nékolik
funkénich skupin (hydroxy-, amino-, amido-, karboxy- a také aromaticka jadra a dvé
sacharidové jednotky). Celkové obsahuje 18 stereogennich center, které hraji
vyznamnou roli pfi enantioseparaci. VC je dobfe rozpustny ve vodé a poldrnich
organickych rozpoustédlech jako napf. dimethylsulfoxid nebo dimethylformamid

[98]. Shrnuti fyzikalné-chemickych vlastnosti vankomycinu je v Tabulce 5.1:
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Tabulka ¢. 5.1 — Fyzikalné-chemické vlastnosti vankomycinu [99,100]

Molekulova hmotnost 1449 g/mol

pKa 2,9, 7,2; 8,6; 9,6;10,5; 11,7
Isoelektricky bod (pI) 7,2

Pocet stereogennich center 18

Pocet makrocyklt 3

Pocet hydroxylovych skupin 9 (z toho 3 fenolické)
Pocet primdrnich amino- skupin 1

Pocet sekundarnich amino- skupin 1

Pocet karboxylovych skupin 1
Pocet aromatickych jader 5
Pocet amidovych vazeb 7
Pocet sacharidovych jednotek 2

Struktura VC svyznacenim moznych stereoselektivnich interakci, ktery miize
vankomycin pfi interakci s enantiomery poskytnout je na Obr. 5.3.
Vodikové vazby

a dipdl-dipolove
interakce

HG

HC

HN™

/ b

Elektrostatické
interakce

Sacharidovy zbytek ——
molekuly

Obr. 5.3 Struktura vankomycinu s vyznacenim rtiznych typt interakcnich oblasti a inkluznich kavit
(A, B a C). Ilustrace autora podle [99-101].
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Pro vyuziti VC k enantioseparacim s pomoci EKC jsou dilezité jeho acidobazické
vlastnosti. V kyselém prostfedi ma vankomycin kladny ndaboj, pfi pH rovném
isoelektrickému bodu vystupuje vankomycin navenek jako elektroneutralni molekula
a v bazickém pH vystupuje vankomycin jako anion. Toto 1ze dobfe demonstrovat
s pomoci distribu¢niho digramu (Obr. 5.4) jednotlivych forem vankomycinu

a odpovidajicimi acidobazickymi rovnovahami podle nasledujici rovnice (31):

HeVAN?' == HgVAN' —= H,VAN == HaVAN —= H,VAN? —= HVAN® —= van?% (31)

Kationtova forma (ph Aniontova forma
——— : —
1,00 :
H,VAN* H, VAN’ : VAN
g 060 /\pKa (3) pK 4)//-\
g J
2 PK, (1) PK, (2) g pK, (6)
'S 0,40 T
: /\ i \/\/\/\/ \
()
0,20
0,00 - A AA‘

00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 11,0 120 13,0 14,0
pH

Obr. 5.4 Distribucni diagram jednotlivych protonizovanych a disociovanych forem vankomycinu
(VAN) v zavislosti na pH. Vypocet a ilustrace autora podle [83-87].

Kladny naboj VC v kyselém prosttedi je dan protonizaci aminoskupin. Karboxylova
skupina je disociovana ve formé aniontu v rozmezi pH 4 aZ 13. V neutralnim pH je
pozitivni naboj protonizovanych amino- skupin kompenzovan negativnimi naboji
karboxylovych skupin a negativnimi naboji fenolickych skupin. Se zvysujicim se pH
roste disociace jak karboxylové tak i fenolickych skupin, takze v rozmezi pH 10 az 12
jsou vSechny ve formé aniontu a aminoskupiny jsou deprotonovany a tedy neutralni.
Vysledny efektivni ndboj vankomycinu nad pH 12 je roven -4.

Ackoli hodnota pI (~ 7,9) se vuvedeném distribu¢nim diagramu lisi od doposud
publikovanych hodnot (Tabulka 5.1), je potfeba na cely systém nahliZzet komplexné.

Vzhledem k tomu, Ze autofi praci, ktefi se zabyvali fyzikalné-chemickymi vlastnostmi
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VC, je vidy experimentdlné zjiStovali za rliznych podminek a rtiznymi metodami.
Rozpéti mezi teoreticky vypocitanou a experimentalné stanovenou hodnou pI u takto
komplikovaného systému je tedy pochopitelné. Doposud navic nebyla publikovana
zadna prace, ktera by hodnotu pl pfi vypoctu extrapolovala na nulovou iontovou silu.
Z uvedenych acidobazickych vlastnosti VC plyne, Ze elektrostatické interakce jsou
jedny ze stéZejnich typti stereoselektivnich interakci pfi enantioseparaci v EKC. Nelze
vSak opomenout i ostatni typy interakci (rt-mt interakce, interakce dipol-dipol, dipdl-
indukovany dipol, vodikové vazby, sterické branéni, van der Waalsovy sily), které
hraji rovnéz dulezitou roli pfi enantiorekognici.

Kromé jiz zminéné netékavosti VC je jeho dalsi nevyhodou sorpce na vnitfni povrch
kfemenné kapilary. Sorpce vankomycinu na povrch nepokryté kfemenné kapildry
muze také zptisobovat pokles migracnich casti a rozsifeni separovanych zon
enantiomerti dané zpomalenim EOF, které je dusledkem sorpce[102]. Proto je
vétsinou nutné pracovat v pokrytych kapilarach, kde je minimalizovana sorpce kladné
nabitého vankomycinu na vnitini povrch kapilary.

Pro nalezeni optimalni enantioseparace s pouzitim VC je kladen dtiraz na volbu pH,
sloZeni a iontovou silu pufru a pfipadné koncentraci organického rozpoustédla.
Vhodné pH pro enantioseparace s vankomycinem je pod hodnotou pl, kdy je
vankomycin kladné nabity (prevlada forma HsVAN*). Vankomycin je stabilni pouze
v roztocich s rozmezim pH 4 az 7. V tomto rozmezi pH jsou také podporovany
elektrostatické interakce mezi univalentnim kationtem HsVAN* a separovanymi
enantiomery. Vzhledem k bazické povaze vankomycinu je tento CS vhodny zejména
pro enantioseparace negativné nabitych enantiomert (karboxylovych kyselin,
hydroxykarboxylovych kyselin, derivat(i aminokyselin aj.).

Prvni enantioseparaci vyuzivajici vankomycin jako CS pro EKC-ESI-MS publikoval
Fanali a kol. [103]. Doposud nebyly publikovany Zadné dalsi prace vyuzivajici ostatni

antibiotika pro enantioseparace opticky aktivnich latek s vyuzitim EKC-ESI-MS.
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6. Analyza syntetickych derivata kathinonu pomoci MEKC-ESI-
MS/MS

Vysledky, které jsou shrnuty vitéto casti prace, byly publikovany v nasledujici praci:
Svidrmoch M., Lnéni¢kovd L., Vélka I, Ondra P., Maier V.: Utilization of micellar electrokinetic
chromatography — tandem mass soectrometry employed volatile micellar phase in the analysis of cathinone
designer drugs. Journal of Chromatography A 1356 (2014) 258-265.

6.1 Derivaty kathinonu jako nové syntetické drogy

Soucasna situace v oblasti omamnych a psychotropnich latek (OPL), zejména diky
stale se zvysujicimu poctu odhalenych vyrobct ¢i distributorti klasickych zndmych
drog, vede k rozSifovani ,nahrazek” drog ¢i tzv. novych syntetickych drog (NSD).
Strukturou ¢i tcinkem jsou tyto NSD podobné nelegalnim drogdm, nejsou vsak casto
uvedeny na seznamu OPL (vétSinou se jednd o latky odvozené od kontrolovanych
drog s pivodem v Asii). Mezi léty 2007 — 2014 se vyrazné zvysil pocet jednotlivych
zachyth i celkového mnozstvi zajisténych NSD [1-3]. Derivaty jiz existujicich
ilegalnich latek se tedy na cerném trhu vyskytuji de facto jako latky legalni. Vyrobci
a distributofi je uzivatelim casto nabizeji prostfednictvim tzv. sbératelskych
predmétd, ¢i je nabizeji v kamennych i internetovych ,, Amsterdam shopech” jako
legalni nahrazky drog (legal highs ¢i bath salts).

Jednou ze skupin drog pattici mezi NSD jsou derivaty kathinonu (KAT). Jde o latky,
které jsou distribuovany jako ndhrazky navykovych latek namisto budivych aminf.
[4,5]. Jednd se tedy o latky strukturné podobné latkdm amfetaminového typu
(fenylethylaminy). Vzhledem k tomu, Ze se tyto latky vyskytuji nové na ilegalni
drogové scéné a jejich toxicita neni dostatecné prozkoumana, mohou zpusobit fadu
nepredvidatelnych a zavaznych zdravotnich komplikaci, jak prfi tmyslném, di
nahodném uziti [6]. Mezi zdravotni komplikace spojené se zneuzivanim KAT patii
zejména srdecni selhani, bolest na hrudi, nuceni na zvraceni, zména vnimani barev,
zkraceni dechu, mydridza, halucinace a deprese. Navic dosud nejsou pfrilis zndmy
a popsany interakce KAT s dal$imi zneuzivanymi latkami (alkohol, antidepresiva,

kanabinoidy, amfetaminy apod.). Pro vcéasnou terapii pfi intoxikaci KAT je nutné znat
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jak konkrétni latku, kterd byla uZita tak i jeji koncentraci v biologickych materidlech.
Z tohoto dtivodu je nutné disponovat rychlymi a predevsim citlivymi analytickymi
metodami pro prfipad forenzni a toxikologické analyzy zameéfenou na prikaz
a stanoveni KAT. Existuje Sirokd fada strukturné podobnych latek patficich do
skupiny KAT. Struktury studovanych KAT jsou zobrazeny na Obr. 6.1. Uvedené KAT

byly vybrany jako nejcastéji se vyskytujici KAT na drogové scéné v EU.

Nazev Ry R; R3 R,
@] R3 Kathinon H H H H
Bufedron H Me H Me
Mefedron 4-Me H H Me
N 4-MEC 4-Me H H Et
Ny Methedron 4-MeO H H Me
R, 3-FMC 3F H H Me
R 4-FMC 4-F H H Me
1 Ethylon 3,4-methylendioxy H H Et
Methylon 3,4-methylendioxy H H Me
Efedron H H H Me
R2 MDPV 3,4-methylendioxy Et  Pyrrolidinyl
Nafyron  B-naftyl (misto benzenového jadra) Et  Pyrrolidinyl

Obr. 6.1 Schéma chemickych struktur studovanych KAT.

Chemické struktury KAT jsou odvozeny od zékladniho skeletu fenylethylaminu, ktery
je v poloze 3 substituovan keto skupinou. Fyziologické ucinky téchto latek jsou velmi
podobné latkdm amfetaminového typu. Podrobnéjsi farmakologické, respektive
toxikologické aspekty publikoval Kelly v prehledovém clanku [7].

V obecné roviné podléhaji KAT spolecnym biotransformacnim preménam, kdy je
v L. fazi P-keto skupina oxidovdna na hydroxylovou skupinu. Rovnéz dochézi
k N-desalkylaci substituenti vdzanych na aminoskupinu a, pokud je to mozZné,
dochdzi také k oxidaci na aromatickém jadfe. Kromé fady metabolitti, které mohou
v dal$i fazi biotransformace tvofit konjugaty sendogennimi substraty (zejména
s kyselinou glukuronovou a methylsulfatem), se také cast podané latky vylucuje
v moci v nezménéné podobé [8]. Doposud vSak existuje pouze n€kolik studii, které se
zabyvaji farmakokinetikou ¢i farmakodynamikou KAT [89]. Je vSak nutné

poznamenat, Ze farmakokineticky profil studovanych latek je velmi obtiZné
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reprodukovatelny, protoze cistota podané latky i jeji mnoZstvi jsou u raznych

forenznich ¢i klinickych pripadti zna¢né variabilni [10].

6.2 Chromatografické metody vyuzivané pro analyzu novych syntetickych
kathinont ve forenzni a toxikologické analyze

Chromatografické metody jsou dnes jiz zavedenym standardem v toxikologické
analyze. Separacni metody jako je LC nebo GC se pro ucely analyzy KAT vyuzivaji
nejcastéji ve spojeni s MS, kterd umoznuje zejména objektivni identifikaci analyzované
latky [11-13]. Nasledujici pfehled obsahuje nejvyznamnéjsi dosud publikované prace
vyuZzivajici chromatografické metody pro analyzu novych syntetickych kathinont pro
ucely toxikologické analyzy.

Metoda zalozen4 na HPLC-QqQ-MS(MS) analyze a stanoveni vybrané skupiny KAT
a latek odvozenych od efedrinu v biologickém materidlu ziskaném post-mortem byla
publikovana Sorensenem a kol. [14]. Dalsi prace publikovana Wohlfarthem a kol. se
opira o LC-MS/MS analyzu SirSi skupiny NSD vcetné derivati tryptaminu
a piperazinovych drog [15]. Pfehledovy c¢lanek zabyvajici se MS spektry
a charakteristickymi fragmentacemi KAT ziskanych pomoci GC-EI/MS a LC-
ESI/qTOF-MS publikoval Zuba [16]. Podobné Sirokd skupina NSD byla separovana
také pomoci HPLC-QqQ-MS, a to rovnéz ze vzorkii post-mortem materialu [17]. Clanek
zabyvajici se metabolity KAT publikoval Shima a kol. [18]. MS s vysokym rozliSenim
(LTQ/Orbitrap) byla pouZita pro pfimou identifikaci Sesti homologti KAT ve
forenznich vzorcich [19]. Shrnuti doposud publikovanych metod analyzy Siroké
skupiny NSD v¢etné KAT publikoval Meyer a kol. [20].

GC je v toxikologické praxi vyuzivdna velmi casto. Metodu GC-MS analyzy
16 derivatti kathinonu bez derivatiza¢niho kroku publikoval Nic Daed a kol. [21],
prace se vSak zabyva optimalizaci vlastni separace vybranych KAT bez validace
vyvinuté metody. Derivaty, které maji misto aromatického jadra naftylovy skelet (-

nafyrony), byly studovany z hlediska metabolismu pomoci GC-MS a LC-HRMS [22].
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Metodu stanoveni mefedronu, jako jedné z nejvice rozsifenych latek z této skupiny,
pomoci GC-MS publikoval Martin a kol. [23].

Chromatografické metody ve spojeni s MS(/MS) jsou dostatecné citlivé a i presto, ze
jsou standardné zavedeny v toxikologickych laboratofich, maji i urcité nevyhody.
V pripadé LC, kdy je casto vyuZivana reverzni stacionarni faze k separaci KAT je
nutné potlacit protonizaci KAT a pracovat v bazickém prostfedi, coz mutze vést
k omezeni Zivotnosti stacionarni faze. Déle pak v pfipadé separace s pomoci GC je
nutné KAT derivatizovat na tékavéjsi derivaty, soucasné s derivatizaci dojde ke

snizeni polarity KAT, tak aby mohly byt separovany na béznych stacionarnich fazich.

6.3 Elektromigracni metody v analyze novych syntetickych kathinoni
Elektromigraéni metody jsou vyuzivany pro enantioseparaci opticky aktivnich
derivat KAT [24-26]. Vyuziti elektromigracnich metod pro objektivni diagnostiku
intoxikace syntetickymi KAT nebylo dosud publikovano. Vzhledem k tomu, Ze KAT
jsou bazické polarni molekuly snizkou molekulovou hmotnosti, mohou byt
elektromigraéni  metody  alternativni  metodou  pro jejich  separaci
k chromatografickym metoddm. Pro jejich exaktni identifikaci v biologickém
materidlu je pak nutnosti vyuziti spojeni elektromigracnich metod s MS jako dalsi
separacni a detekcni metody.

V ptipadé analyzy KAT s pomoci CE-ESI-MS je mozZné vyuZit vysoké ucinnosti piki
separovanych analyti, velmi nizké spotfeby vzorku a dalSich chemikalii,
a minimdlni tpravy vzorku v CE kroku, spolu s moznosti objektivni identifikace
jednotlivych KAT s pomoci MS. Zaroven by tak mohlo byt dosazeno i odpovidajici
citlivosti detekce. Pro forenzni a toxikologickou analyzu je stéZejni predevsim
identifikace separovanych KAT v biologickém materidlu, cozZ bézné spojeni CE s UV-
VIS detekci (nejcastejsi dostupna instrumentace) umoziuje jen ve velmi omezené mire.
Cilem této prace tedy bylo nalezeni vhodnych podminek pro separaci, identifikaci

a kvantifikaci uvedenych KAT s pomoci spojeni CE-ESI-MS.
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Separace uvedenych KAT pomoci CZE na zdkladé rozdilti jejich mobilit je sice moZna,
ale pouze v netékavych pracovnich elektrolytech (napf. elektrolyty na bazi fosfatu),
které nejsou kompatibilni pro spojeni CE-ESI-MS. Vzhledem k podobnym fyzikalné-
chemickym vlastnostem KAT (blizké hodnoty pKa, resp. elektroforetické mobility)
nelze v tékavych elektrolytech (na bazi octanu, mravencanu ¢i hydrogenuhlicitanu
amonného nejcastéji vyuzivanych pro CZE-ESI-MS), docilit separace vétsiho poctu
latek z této skupiny najednou. Rozmezi hodnot pK.studovanych KAT je od 7,1 do 8,5.
Z uvedenych dtivodu byla pro separaci vybranych KAT zvolena metoda MEKC-ESI-
MS/MS, kdy micelarni fazi tvofi tékavy perfluorovany tenzid. Ta umoziiuje lepsi
separaci uvedenych latek zejména z hlediska selektivity a v pfipadé pouZiti tékavych
tenzidt je rovnéZ kompatibilni s ESI ionizaci. Pro tcely rychlé toxikologické analyzy

je PFT metoda vyuzivajici netékavy tenzid (napf. SDS) nevhodnd, vzhledem k jeji

vvvvvvvvvv

6.4 Experimentalni cast

6.4.1 Pouzité chemikalie a material

Bufedron, efedron, ethylon, 3-fluoromethkathinon, 4-fluoromethkathinon, kathinon,
4-methylethkathinon,  3,4-methylendioxypyrovaleron, = methylon, methedron,
mefedron a nafyron byly ve formé hydrochloridii zakoupeny od firmy Lipomed
(Arleshaim, évycarsko). Methanol (MeOH), voda a propan-1-ol (vSe v kvalité pro LC-
MS) byly zakoupeny u firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Acetonitril (ACN, pro LC-
MS), octova kyselina (= 99 %, w/w), mravenci kyselina (= 95 %, w/w), hydroxid amonny
(25 %, w/w), propan-2-ol (pro LC-MS), perfluorooktanova kyselina (PFOA, 96 %)
a 2 M roztok hydroxidu amonného v MeOH byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). Neni-li uvedeno jinak, byly vSechny chemikalie analytické
Cistoty ¢i vyssi. Deionizovana voda (18 M(Q.cm) byla pfipravena pomoci purifika¢niho

systému Millipore (Molsheim, Francie).
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Kolonky pro SPE extrakci Supel-Select SCX obsahujici hydrofilni polymer na bazi
styren-sulfonatu (30 mg/ml) a vakuovy extraktor Supelco byly rovnéz od firmy Sigma-
Aldrich. Kfemenné kapilary o vnitfnim praméru 50 um a vné&jsim praméru 375 um

byly zakoupeny u firmy MicroSolv (Eatontown, NJ, USA).

6.4.2 Instrumentace

Méfeni byla provadéna pomoci kapilarni elektroforézy Agilent 7100 (Agilent,
Waldbronn, Némecko) ktera byla vybavena detektorem diodového pole (DAD,
vrozsahu vlnovych délek 190 — 600 nm) a on-line spojena shmotnostnim
spektrometrem Agilent 6460 s trojitym kvadrupolovym analyzatorem. Pomocna
sprejovaci kapalina byla pfivadéna isokratickou LC pumpou Agilent 1260 a pred
vstupem do ESI-MS interface byla délena délicem toku v poméru 1:100.

Pro experimenty spomoci CE-DAD byla pouzita kfemenna separacni kapildra
o pruméru 50 um a celkové délce 48,5 cm (efektivni délka 40 cm). Kapilara byla
nejdfive promyta 15 minut 1 M roztokem NaOH, poté 15 minut kondiciovana
deionizovanou vodou a nakonec 30 minut promyvana studovanym separacnim
elektrolytem. Mezi jednotlivymi analyzami pak byla kapildra vzdy promyta
deionizovanou vodou a separacnim elektrolytem po dobu 5 minut. Detektor byl
nastaven pro méfeni pti vlnovych délkach 210, 214 a 254 nm.

Pro experimenty s pomoci CE-ESI-MS/MS byla pouzita kfemenna kapilara celkové
délky 90 cm. Kondicionace kapilary byla provedena stejné jako v pfipadé experimentti
s pomoci CE-DAD. Ostatni parametry nastaveni iontového zdroje a analyzatoru
hmotnostniho spektrometru jsou uvedeny nize. Neni-li uvedeno jinak, byla vSechna

meéreni provadéna vzdy pétkrat.
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6.4.3 Priprava standardt, separacniho elektrolytu a pomocné sprejovaci kapaliny
Zasobni roztoky studovanych KAT byly pfipraveny rozpusténim hydrochloridi
prislusné baze v MeOH tak, aby vysledna koncentrace volné baze byla 1,0 mg/ml.
Standardni roztoky KAT o niZSich koncentracich byly pfipraveny smichanim
zasobnich roztokt, které byly dale fedény na niZsi koncentrace deionizovanou vodou.
Vsechny roztoky byly skladovany pfi teploté - 18 °C.

Separacni elektrolyty na bazi octanu amonného a mravencéanu amonného o potiebné
koncentraci (10 az 200 mM) byly pfipraveny rozpusténim prislusnych kyselin
v deionizované vodé a poté titrovany roztokem hydroxidu amonného ve vodé na
potftebné pH  vrozmezi 3,0 az 7,0. Separacni elektrolyt sestavajici z PFOA
(o koncentracich 40, 60, 80, 100 a 120 mM) a NH+OH (o koncentracich v rozmezi 100 —
250 mM) byly pfipraveny modifikaci postupu publikovaného Peterssonem a kol. [27]
a Van Biesenem a kol. [28]. Separacni elektrolyt na bazi PFOA byl pfipraven tak, ze
potifebné mnozstvi PFOA bylo pfevedeno do plastové nadobky a opatrné bylo ptidano
odpovidajici studované mnozstvi NHsOH. Smés PFOA a NH4OH byla v plastové
nadobce pfibliZné minutu promichana na vibracni michacéce a poté bylo pridano
odpovidajici mnozstvi deionizované vody. Nadobka s elektrolytem byla poté po dobu
5 minut umisténa do ultrazvukové ldzné pfi laboratorni teploté. V pfipadé, ze byl
studovan vliv organického modifikdtoru, bylo mnozstvi pfidané vody mensi
a organicky modifikator byl pfidan po sonifikaci a opatrné promichan. Veskeré
elektrolyty na bazi PFOA byly pripravovany kazdy den cerstve.

Pomocna sprejovaci kapalina o slozeni MeOH/deionizovana voda/mravenci kyselina

v poméru 50:49,5:0,5 (v/v) byla pfipravena smichanim jednotlivych sloZek.

6.4.5 Pfiprava vzorkt moci
Vzorky modi od péti zdravych dobrovolniki (rtizného véku a pohlavi) byly pouzity
jako matrice pro analyzu kathinonti. Vzorky moci byly rozdéleny na dva dily po 10 ml,

kdy vzdy jeden vzorek slouzil jako slepy vzorek k vyloudeni pfitomnosti
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analyzovanych latek a druhy vzorek byl spikovan vSemi studovanymi KAT na
koncentraéni hladinu 300 ng/ml. U vSech vzorkii bylo pomoci kyseliny mravenci
upraveno pH na hodnotu 3,0, ¢imz byla podpofena protonizace pfitomnych KAT.
Dalsi tprava vzorkt spocivala ve filtraci pfes 22 um PTFE mikrofiltr a alikvotni podil

tiltratu byl poté extrahovan SPE podle nasledujiciho postupu:

(1) SPE kolonka byla kondiciovana 1 ml 1 % (v/v) roztoku kyseliny mravenci
v ACN.

(i) Do kolonky byl poté nadavkovan 1 ml vzorku.

(iii) Kolonka byla nasledné opét promyta 1 % (v/v) roztokem kyseliny mravenci
v ACN a 1 ml deionizované vody.

(iv)  Eluce analytti z kolonky byla provedena pomoci 2 ml ACN, ktery obsahoval
10 % (v/v) 2 M roztoku NH+OH v MeOH.

(v)  Extrakt byl opatrné odpafen proudem dusiku pfi laboratorni teploté

a rekonstituovan ve 100 pl deionizované vody.

Vsechny uvedené kroky byly provadény pomoci manudlniho SPE extraktoru
a hodnota vakua byla udrzovana na -15 mmHg (1 mmHg = 133,32 Pa). Pfed kazdym

krokem byla vzdy kolonka dtikladné vysusena vakuem.

6.5 Vysledky a diskuze

6.5.1 Volba pracovniho elektrolytu pro separaci KAT pomoci CE-DAD

Pro prvotni optimalizaci separa¢nich podminek byla pouzita CE instrumentace s DAD
detekci. Vzhledem k tomu, Ze vSechny studované KAT absorbuji UV zafeni, byla volba
vhodného pracovniho elektrolytu pro jejich separaci provedena s pomoci DAD
detektoru. Vzhledem k zdméru pouzit jako detekci hmotnostni spektrometrii s ESI
ionizaci, byly studovany pouze tékavé elektrolyty, které jsou kompatibilni s ESI

ionizaci.
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Vzhledem kbazickému charakteru studovanych KAT byly zvoleny separacni
elektrolyty na bazi octanu a mravencanu amonného v rozsahu pH od 3,0 do 7,0
(prirGistek pH byl vzdy 0,5) a koncentraénim rozmezi 10, 20, 30, 50, 100 a 200 mM.

I pfes pomérné Siroky rozsah pH separacnich elektrolytii byly efektivni mobility
jednotlivych analytt velmi blizké a nebylo mozné je za danych podminek separovat
s dostate¢nym rozliSenim mechanismem CZE (na zdkladé rozdilti efektivnich mobilit
KAT). Jako nejvhodnégjsi se jevil 50 mM octan amonny o pH 5,5 nicméné nebylo
dosazeno uspokojivé separace, a proto byl testovan vliv pfidavku organickych
modifikatort s cilem zlepsit selektivitu separa¢niho systému.

Jako organické modifikatory byly pouzity MeOH, ACN, propan-1-ol a propan-2-ol
vrozmezi 0,5- 5 % (v/v), avSak ani jejich pfidavek ve zminéném koncentracnim
rozmezi nevedl k vyznamnému zlepSeni separace. Dalsi béZné pouzivana aditiva jako
napt. CD ¢i tenzidy nebylo mozné pouzit, nebot bez pouziti techniky PFT nejsou
kompatibilni s ESI-MS detekci. Vzhledem k tomu, Ze se s pouzitim konvencnich
tékavych elektrolytli nebylo dosaZeno separace studovanych KAT, byl pro dalsi
optimalizaci separace zvolen mechanismus MEKC za pouziti PFOA jako tékavého
tenzidu.

Perfluorované tenzidy jsou diky své volatilit¢ kompatibilni s ESI-MS a nezptisobuji
kontaminaci iontového zdroje. V prvni fazi byly studovany rtizné koncentrace PFOA
(40 - 120 mM) s konstantni koncentraci NHsOH (200 mM) s vyuzitim CE-DAD
instrumetace. Vyssi koncentrace NH4+OH byla zvolena z diivodu potfeby dostatecné
vysoké elektroosmotické mobility, kdy pH vSech separacnich elektrolyti bylo
priblizné 9. Na Obr. 6.2 jsou zobrazeny chromatogramy separace vSech studovanych
KAT pfi zvolenych koncentracich PFOA. Z chromatogramt je patrné, Ze koncentrace
mensi neZ 100 mM PFOA v elektrolytu nevedou k dostatecnému rozliSeni. Naopak
vyssi koncentrace PFOA (120 mM) zpusobuji zbytecné velké rozliSeni spojené se
ztratou ucinnosti. Navic vysoké koncentrace tenzidu vedly ke generaci vysokého

proudu béhem separace (> 45 pA), coz by pozdéji ¢inilo potiZe pfi transferu metody
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na CE-ESI-MS/MS instrumentaci (instrumentalnim limitem pro spojeni CE s ESI-MS
detekci je 50 pA). Jako nejvhodnéjsi elektrolyt pro dalsi optimalizaci byla proto
zvolena kombinace 100 mM PFOA s 200 mM NH4OH, ktera poskytovala jak nejlepsi
rozliSeni, tak zaroven nizsi hodnotu a stabilitu separa¢niho proudu (~ 35 pA, pro

kapilaru celkové délky 48,5 cm o vnitfnim priméru 50 um).
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Obr. 6.2 Chromatogramy MEKC-DAD separace kathinont (50 mg/1) s vyuzitim PFOA a konstantni
koncentraci NH+OH (200 mM). Podminky separace: U =+12 kV,
davkovani 100 mbar/5s, detekéni vinova délka 214 nm, celkova délka kapilary 48,5 cm, efektivni délka
kapilary 40 cm, vnitini primeér 50 pm.

V dal$im kroku optimalizace byl studovan vliv koncentrace NH4+OH na rozliSeni
separace KAT pfi konstantni koncetraci PFOA. Byla pfipravena fada separacnich
elektrolytti obsahujicich 100 mM PFOA a NH4+OH o koncentracich 100 — 250 mM (vzdy
zvysenych o 50 mM).

PFOA tvofi micely, které jsou zaporné nabité a jejich efektivni elektroforeticka mobilita
je tedy opacna k mobilité EOF. Koncentrace NH4+OH v rozmezi 100 — 150 mM byla
nedostacujici, nebot pH separacniho elektrolytu generoval nedostatecné rychly EOF

nutny pro MEKC separaci KAT pfi normalni polarité. Naopak pfi koncentraci 250 mM
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NH.OH byla rychlost pohybu EOF pfili§ vysoka a dochazelo diky tomu ke ztraté
rozliSeni jednotlivych analyt(i. Zaroven také opét dochéazelo ke generovani neiimérné
vysokého separacniho proudu. Pro transfer vyvinuté CE-DAD metody byl tedy zvolen
separacni elektrolyt o 100 mM koncentraci PFOA a 200 mM koncentraci NH+OH.

Z uvedenych vysledki plyne, Ze elektrolyt na bazi PFOA/NH:OH umoznuje
uskutec¢nit separaci studovanych KAT svyuzitim mechanismu MEKC. PFOA,
pripadné dalsi soli PFOA (Li*, Na*, K* ¢i NH4*) maji hodnotu CMC v rozmezi 2,8 az
10,6 mmol/l [27]. Uvedené hodnoty CMC jsou tedy vyrazné niZsi neZ je celkova
koncentrace PFOA v pouzitych elektrolytech. Navic se d4 predpokladat, ze diky
vysoké iontové sile separacniho elektrolytu bude aktualni hodnota CMC jesté nizsinez
uvedené publikované hodnoty. PFOA je ve smési s NH4OH plné disociovand, takze
v tomto pripadé PFOA tvori negativné nabité micely. Studované KAT v tomto ptipadé
nesou ¢astecné kladny naboj (pK.je v rozmezi 7,1 az 8,5), takZe separace KAT probiha
jak na zakladé chromatografického mechanismu (rozdélovani KAT mezi micely PFOA
a okolni elektrolyt), tak na zakladé elektroforetického mechanismu (vlastni migrace
¢aste¢né protonizovanych studovanych KAT). Jejich vysledné reten¢ni poradi tedy
odrazi jak vlastni rozdélovani KAT mezi micely PFOA a vodny elektrolyt tak jejich

vlastni elektroforetickou migraci.

6.5.2 Separace KAT pomoci MEKC-ESI-MS/MS

Podminky separace ziskané vyvojem metody pomoci CE-DAD byly pouZity pro
spojeni MEKC s hmotnostni spektrometrii. Vzhledem k charakteru spojeni MEKC
a ESI-MS/MS vsak bylo nezbytné upravit nékteré parametry separace tak, aby mohlo
byt spojeni s MS detekci realizovano. Predevsim separacni kapilara pouzita v CE-DAD
by byla pfilis kratka pro on-line spojeni s MS. Z tohoto diivodu byla pouZzita kapildra
o celkové délce 90 cm, kdy pfiblizné 25 % jeji celkové délky bylo mimo termostatovany
prostor CE instrumentu. Rovnéz bylo potfeba upravit i pouzité separacni napéti.

Separace KAT byla studovana pfinapétich 15, 18, 20, 22, 25 a 28 kV (normalni polarita),
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pricemz nejlepsich vysledki z hlediska rozliSeni a hodnoty protékajiciho separacniho
proudu bylo dosazeno pfi napéti + 22 kV. Z dtivodu delsi separacni kapilary bylo
rovnéZz upraveno davkovani vzorku na 100 mbar/8s. Parametry ESI-MS detekce, které
byly pouZity pfi zacatku optimalizace MEKC-ESI-MS/MS metody jsou shrnuty
v Tabulce 6.1.

Tabulka 6.1 — Parametry MS detekce

Sprejovaci napéti +3,5kV

Tlak nebuliza¢niho plynu 5 psi (1 psi = 6894.76 Pa)

Priitok nebuliza¢niho plynu 10 1/min

Teplota plynu 185 °C

Prtitok pomocné kapaliny 4 pl/min

SloZeni pomocné kapaliny MeOH/voda/kyselina mravenci

(50:49,5:0,5; v/v/V)

Detekéni mod SRM

Separované analyty byly detekovany pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie.
Pred samotnou separaci bylo tedy nejdfive nutné ziskat fragmentacni spektra
jednotlivych KAT a poté optimalizovat vybrany prechod z hlediska pouzité kolizni
energie. Fragmentacni spektra byla ziskdna méfenim produktovych iontd pfimym
nastfikem standardu dané latky o koncentraci 10 mg/l ve vodé. Pfi méfeni byla pouZita
kolizni energie 2, 5, 10 a 15 eV a ze ziskanych spekter produktovych iontii byly
vybrany nejintenzivnéjsi fragmentacni prechody, jejichz kolizni energie byla dale
optimalizovana pro tcely kvantitativni i kvalitativni analyzy. Pfiklad fragmentacniho

spektra bufedronu je uveden na Obr. 6.3.
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Obr. 6.3 Fragmentacni spektrum bufedronu (kolizni energie 2 eV).

Obdobnym zptisobem bylo postupovano u vsech analyzovanych latek a vysledky,
které byly dale pouzivany pfi méfeni v MS/MS mddu jsou shrnuty v Tabulce 6.2.
Priklad zavislosti intenzity nejcetnéjSiho fragmentu bufedronu na kolizni energii je

pak zobrazen na Obr. 6.4.
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Obr. 6.4 Zavislost intenzity nejcetnéjsitho produktového iontu bufedronu (m/z = 160) na kolizni energii.
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Tabulka 6.2 — Fragmentacni pfechody studovanych KAT

Prekurzorovy Produktovy ion Kolizni energie
Nazev M:
ion [M+HJ* (m/z)> [eV]

Kathinon 149,20 150,20 117,133 15
3-FMC 181,21 182,21 164, 149 15
Efedron 164,21 164,21 146, 131 15
Flefedron 181,21 182,21 164, 149 5
Methylon 207,22 208,22 160, 190 15
Bufedron 177,24 178,24 160, 131, 145, 91 5
Ethylon 221,25 222,25 174, 72,204 15
Methedron 193,24 194,24 176, 145, 161 5
Mefedron 177,24 178,24 145,119, 160 15
4-Methylethkathinon 192,27 192,27 174,119, 146 15
MDPV 275,35 276,35 205, 126, 175 15
Nafyron 281,39 282,39 141, 126, 211 15

2 PodtrZzené produktové ionty snejvyssi intenzitou byly pouzity pro ucely kvantitativni analyzy.
Ostatni produktové ionty slouzily k identifikaci analytti.

I pfesto, ze separace KAT pomoci MEKC vedla k podstatnému zlepseni selektivity
a rozliSeni, nepodafilo se rozseparovat vSechny studované analyty ani s vyuzitim delsi
separacni kapilary v prfipadé MEKC-ESI-MS. Polohové izomery 3-fluorometh-
kathinon (3-FMC) a 4-fluoromethkathinon (flefedron, 4-FMC) se lisi pouze polohou
atomu fluoru na aromatickém kruhu (Obr. 6.5). V pouzitém separac¢nim elektrolytu
(100 mM PFOA ve smési s 200 mM NH.OH ve vod¢) byla diference jejich efektivnich

mobilit nulova.

HN
AN F “SCH,

3-FMC 4-FMC (flefedron)

Obr. 6.5 Struktura dvou polohovych izomerti 3-FMC a 4-FMC.
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Separace ani identifikace obou zminénych izomert nebyla mozna ani s pomoci MS/MS
detekce, nebot obé latky maji izobarickou hmotu. Pro ovlivnéni selektivity separace
byly studovany pfidavky organickych modifikatorti separacniho elektrolytu (MeOH,
ACN, propan-1-ol a propan-2-ol). VSechny modifikatory byly testovany v rozmezi
koncentraci od 0,5 do 5 % (v/v) (vZdy se zvySenim o 0,5 %), avSak kromé propan-2-olu
nemél Zadny znich vyznamny vliv na selektivitu separace. Pfi pfidavku ACN
a MeOH dochazelo pouze k prodluzovani celkového casu analyzy pfi zachovani
totozného rozliSeni. Propan-1-ol zptisoboval naopak kromé prodlouzeni analyzy
zhorseni selektivity, kdy nedochdazelo k separaci ethylonu a methedronu. Naopak
propan-2-ol vykazoval jiz pri koncentraci 1 % (v/v) zlepSeni selektivity zminénych
polohovych izomert pfi zachovani selektivity separace ostatnich analyta. Pri
pfidavku 2,5 % (v/v) propan-2-olu doslo k tiplné separaci vSech studovanych KAT,
vcetné polohovych izomerd 3-FMC a 4-FMC. Tento efekt je mozné vysvétlit zménou
interakce micelarni faze s 3-FMC a 4-FMC popf. efedronu v pfitomnosti propan-2-olu.
Retencni cas efedronu byl ptivodné niZsi neZ retecni casy 3-FMC a 4-FMC. Po ptidavku
propan-2-olu doslo ke zméné selektivity a tedy i retencniho pofadi. Zména selektivity
ja dana pravdépodobné kombinaci nékolika faktori — zména solvatace, viskozity,
relativni permitivity, posun disocia¢nich konstant, a dalsi. Chromatogram separace
smeési studovanych KAT ve 100 mM PFOA, 200 mM NH+OH s ptfidavkem 2,5 % (v/v)
propan-2-olu je zobrazen na Obr. 7.6. Dalsi zvySovani koncentrace propan-2-olu
v separacnim elektrolytu jiz ddle neméla vyrazny vliv na separaci, pouze dochézelo
k prodluZovani jednotlivych analyz. Pro naslednou optimalizaci ESI-MS/MS detekce
byl tedy pouZit separacni elektrolyt na bazi 100 mM PFOA, 200 mM NH.OH

s pfidavkem 2,5 % (v/v) propan-2-olu.
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Obr. 6.6 Rekonstruovany SRM chromatogram separace studovanych KAT.
Podminky: 100 mM PFOA, 200 mM NH4OH s pfidavkem 2,5 % (v/v) propan-2-olu, U = +22 kV,
davkovani 100 mbar/8s, pomocna kapalina MeOH/H>O/HCOOH (50:49.5:0.5, v/v), priitok pomocné
kapaliny 4 pl/min, Uest =+ 3,5 kV, T =200 °C, 5 psi, 10 I/min.

Ostatni parametry MS detekce byly optimalizovany postupné. Slozeni pomocné
sprejovaci kapaliny bylo studovano nejprve pro rtizné poméry MeOH ¢i propan-2-ol
a vody v pomérech 0/100; 25/50; 50/50 a 75/25 (v/v). Obsah MeOH v pomocné
sprejovaci kapaliné mensi nez 50 % (v/v) vedl ke sniZeni intenzit signalti studovanych
KAT, pravdépodobné v dtisledku zhorseni desolvata¢niho procesu v iontovém zdroji.
Vyssi obsah MeOH v pomocné sprejovaci kapaliné nez 50 % (v/v) naopak vedl k tvorbé
nestabilniho elektrického proudu viontovém zdroji a také v separacni kapilafe,
pravdépodobné zptisobenym vysokym obsahem organické faze. Vysoky obsah MeOH
vede knizs$i vodivosti pomocné sprejovaci kapaliny a k nestabilnimu propojeni
elektrického obvodu mezi CE a ESI-MS nebulizérem. Stejnym zptisobem byl hodnocen
vliv propan-2-olu v pomocné kapaliné. V tomto pripadé doslo k vyznamnému
snizovani signdlu s narustajici koncentraci propan-2-olu. V porovnani s MeOH byl
pokles signdlu s nartistajici koncentraci propan-2-olu v pomocné sprejovaci kapaliné
vyznamnéjsi, a pfi koncentraci propan-2-olu 50 % (v/v) doSlo k tplné ztraté signalt
studovanych KAT. Tuto ztratu lze vysvétlit na zakladé suprese ionizace v iontovém

zdroji propan-2-olem.
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Dale byla optimalizovana koncentrace mravenci kyseliny, ktera kromé nutné
podminky elektrické vodivosti pomocné sprejovaci kapaliny, rovnéz pfispiva
k samotnému procesu ionizace analytli (protonizace) v ESI. Obsah mravendi kyseliny
byl studovan v pomocné sprejovaci kapaliné sloZzené z50 % MeOH a mravenci
kyseliny o koncentracich 0,1; 0,5 a 1,0 % (v/v), zbytek tvofila vZdy voda. Nejlepsi
citlivosti detekce bylo dosaZeno pfi pouziti 0,5 % (v/v) mravendi kyseliny ve smési
MeOH a voda v poméru 50:49,5 (v/v).

V neposledni fadé byl sledovan vliv pratoku pomocné sprejovaci kapaliny na
intenzitu signdlu a to vrozsahu 2 - 10 pl/min (pritok postupné zvysovan
0 2 ul/min). Pritok 2 pl/min nebyl pro ionizacni proces dostacujici a nedochazel
k tvorbé stabilniho elektrospreje. Naopak priitoky 4 a 6 pl/min vedly k dostatecné
intenzivnimu signalu. Pouze pfi pritoku 6 pl/min dochdzelo ke zhorseni
opakovatelnosti proudu v separacni kapildfe. Vyssi pratoky zptisobovaly naopak
podstatné zhorSeni opakovatelnosti ploch jednotlivych studovanych KAT. Jako
nejlepsi byl tedy zvolen priitok 4 pl/min. Poslednimi studovanymi parametry byly
vlivy tlaku a priitoku zmlZujiciho plynu a jeho teplota. Zavislost tlaku plynu na
intenzité signalu byla studovana v rozsahu 5az 30 psi a pratoku vrozsahu 5 —
30 I/min. Nejvyssi intenzita signalu byla pozorovana pfi tlaku 5 psi a priitoku 10 1/min.
Vliv teploty, jakozto dtilezitého parametru pro desolvataci analytt v iontovém zdroji,
byl studovan v rozmezi 100 az 300 °C (vZdy zvySenim o 25 °C). Nizké teploty pod 150
°C poskytovaly velmi slabou intenzitu signalu. Podobny efekt zptisobovaly teploty
vyssi nez 200 °C, pfi nichz pravdépodobné dochdazelo k fragmentaci iont(i analyti
primo ve zdroji (tzv. in-source decay). Nejvyssi intenzity signalu bylo dosazeno pfi
teploté 185 °C. Sprejovaci napéti bylo studovano v rozmezi +2,0 aZ +4,5 kV, pricemz
nizké hodnoty napéti nebyly dostacujici pro tvorbu stabilniho elektrospreje. Hodnoty
vyssi nez +4 kV pak vedly k nestabilnimu sprejovacimu proudu v iontovém zdroji.

Nejvhodnéjsi hodnota sprejovaciho napéti pak byla +3,5 kV.
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6.6 Caste¢na validace metody

Vyvinutda MEKC-ESI-MS/MS metoda byla castecné validovdna pro potfeby
potencidlni aplikace ve forenzni ¢ klinické toxikologii. Vzhledem ktomu, Ze
ocekavané koncentra¢ni hladiny studovanych KAT v moci jsou velice nizké (fadové
desitky aZz stovky ng/ml) je nutné pred vlastni MEKC-ESI-MS/MS analyzu zaradit
prekoncentraéni krok - vtomto pfipadé extrakci pevnou fazi (SPE). Moc¢ jako
biologicky material byl zvolen z dGivodu jeho rychlé dostupnosti a neinvazivni metodé
odbéru. Navic nejsou nutné slozité upravy vzorku, jako by tomu bylo v pfipadé
analyzy plné krve ¢i séra.

Hodnocené valida¢ni parametry zahrnovaly linearitu metody, spravnost, presnost
vyjadfenou jako opakovatelnost retencnich ¢asti a ploch pikt jednotlivych analyta,
limity detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ), vytéznost SPE extrakce a matri¢ni efekt.
Linearni dynamicky rozsah a kalibracni zavislosti byly testovany na koncentracnich
hladinach 10 - 5000 ng/ml (6 koncentrac¢nich hladin), pficemz kazdy kalibra¢ni bod byl
meéren pétkrat. Pfislusné rovnice kalibra¢nich kfivek a jejich korelaéni koeficienty byly
vypocitany pomoci metody nejmensich ¢tverct. LOD a LOQ byly vypocitany z rovnic
kalibracnich krivek pomoci statistického softwaru QC.Expert 3.3 (TriloByte,
Pardubice) s pouzitim metodologie dle ISO (ISO 11843-2:2000) [29]. Obvykla metoda
vypoctu LOD a LOQ zaloZena na poméru signalu k Sumu zakladni linie nebyla pro
pripad detekce pomoci SRM modu vhodnd, nebot ze samotné podstaty selektivniho
meéfeni byl Sum zdkladni linie zanedbatelny [17]. Rovnice kalibracnich zavislosti,
korelacni koeficienty a hodnoty LOD a LOQ po SPE extrakci pro jednotlivé studované
KAT jsou uvedeny v Tabulce 6.3. Pfesnost vyvinuté metody byla vyjadfena jako
procentudlni vytéZnost mezi méfenou a teoretickou hodnotou koncentrace
jednotlivych KAT (n =5). Spravnost (intra-day a inter-day) byla vyjadfena jako hodnota
opakovatelnosti vytéznosti pro pét opakovanych méfeni v jednom dni pro vybranou
koncentracni hladinu (intra-day) a pro jednotlivd opakovana méreni v péti po sobé

jdoucich dnech (intra-day).
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Tabulka 6.3 — Validacni parametry vyvinuté metody (¢ast 1).

Regresni kfivka Korelacni LOD LOQ
Analyt (y=ax+D) koeficient [ng/ml] [ng/mlL]
Smérnice  Posunuti
Kathinon 145,52 18,42 0,9753 67 99
Efedron 492,05 109,44 0,9922 37 55
Bufedron 942,26 278,08 0,9859 49 73
Mefedron 1502,90 475,18 0,9867 19 26
3-FMC 831,46 159,06 0,9932 10 13
Flefedron 1155,20 226,02 0,9933 30 43
4-methylethkathinon 776,25 241,25 0,9897 43 63
Methedron 624,12 173,28 0,9815 16 23
Methylon 2082,20 229,68 0,9920 64 86
Ethylon 1981,20 369,94 0,9880 78 106
MDPV 1348,60 331,50 0,9875 12 26
Nafyron 2529,30 316,55 0,9956 47 64

Pro zjisténi matri¢niho efektu byla provedena SPE extrakce vzork{i moci bez obsahu
studovanych latek a poté byly tyto extrakty fortifikovany vSemi studovanymi KAT na
koncentra¢ni hladiny 120, 250 a 500 ng/ml. Takto pfipravené vzorky byly analyzovany
vyvinutou metodou a vysledné plochy pikd byly porovnany s plochami piki
ziskanych pfi analyze ¢istych standardt o stejnych koncentracich. Relativni matri¢ni
efekt byl pro vSechny studované KAT mensi nez 12 %.

VytéZnost SPE extrakce byla pocitana z porovnani ploch pro jednotlivé studované
KAT po SPE extrakci a ploch pro jednotlivé studované KAT pfed SPE extrakci na stejné
koncentra¢ni hladiné (300 ng/ml). Hodnoty vytéznosti jsou spolu s dalSim valida¢nimi
parametry, jako je spravnost, presnost a opakovatelnosti retencnich casti studovanych

KAT uvedeny v Tabulce 6.4.
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Tabulka 6.4 - Valida¢ni parametry vyvinuté metody (¢ést 2.)

Analyt tr tr RSD  Vytéznost Vytéznost Spravnost Intra-day Inter-day
[min] [%] [%]? [%l® [%]e RSD [%]¢  RSD [%]¢
Kathinon 19,02+0,33 1,71 77,5+5,3 84,4+19 92 2,3 4,7
3-FMC 2243+£038 168  340+11,0 56357 95 2,2 4,7
Efedron 22,81+041 1,79 855+139 97,6+128 101 1,6 6,1
Flefedron 23,14+040 1,73 632+11,0 839+105 92 31 6,8
Methylon 23,68 £0,43 1,80 87,0+6,8 99,7 £10,2 100 31 53
Bufedron 24,42+041 1,67 65,0+7,8 774 +11,7 93 3,1 58
Ethylon 2549+041 1,63 84,3+9,5 92,3+6,0 99 2,7 6,1
Methedron 25,89 0,44 1,70 137,0+11,0 153,3+8,2 94 3,3 4,1
Mefedron 27,719+0,43 1,55 84,4+1,9 1106 +7,8 92 3,1 53
4-Methylethkathinon 28,92 +0,41 1,42 1264 +13,0 144,6+4,8 99 3,0 3,8
MDPV 3089+0,31 1,00 395+2,00 376+1,0 96 3,2 5,2
Nafyron 31,89+0,29 0,91 25,5+ 6,40 28,7+0,8 97 2,8 4,6

a Hodnoty vytéznosti byly stanoveny na koncentracni hladiné 300 ng/ml pfimym srovnanim ploch
pikt po extrakci moci a ploch pikii standardti.
b Hodnoty vytéznosti byly stanoveny na koncentracni hladiné 300 ng/ml pfimym srovnanim ploch
pikt po extrakci z vody a ploch pikti standardt.

cn=>5
dn=25

6.7 Aplikace vyvinuté metody na modelovy vzorek moci

Vyvinutd MEKC-ESI-MS/MS metoda extrakce, separace, identifikace a kvantifikace

studovanych KAT byl aplikovana na analyzu modelového spikovaného vzorku moéi.

Skute¢ny redlny vzorek nebyl vdobé publikace vyvinuté metody dostupny.

S vyuzitim popsaného SPE extrakéniho postupu byla provedena analyza slepého

vzorku moci a spikované moci. Chromatogramy slepého i spikovaného vzorku moci

jsou zobrazeny na Obr. 6.7.
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Obr. 6.7 Rekonstruované MRM chromatogramy MEKC-ESI-MS/MS analyzy slepého vzorku moci (A.)

a spikovaného vzorku moc¢i (B.) na koncentra¢ni tirovni 300 ng/ml po SPE extrakci.
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6.8 Zavér

Prezentovand metoda MEKC-ESI-MS/MS separace dvanacti KAT, latek spadajicich
do oblasti NSD, byla aplikovana na analyzu spikovaného vzorku moci pro
demonstraci potenciadlni vyuzitelnosti metody pro forenzni a klinicko-toxikologické
ucely. PFOA byla vyuZita jako miceldrni slozka pracovniho elektrolytu, takZe separace
studovanych KAT probihala s pomoci mechanismu MEKC. Vyuzitim PFOA pro
separace KAT byla vyfeSena nedostate¢na selektivita CZE separace KAT s pouzitim
tékavych elektrolytt na bazi mravenc¢anu ¢i octanu amonného. PFOA tvofi pfi pouzité
koncentraci (100 mM) negativné nabité micely, které svymi vlastnostmi nahrazuji
netékavé tenzidy (zejména SDS), které pro spojeni MEKC-ESI-MS/MS bez vyuZiti
metody PFT nejsou vhodné. Kontinualni elektrolytovy systém, kdy je sloZeni
pracovniho elektrolytu stejné ve vstupni (inlet) vialce i v celé separa¢ni kapilére je
experimentdlné nendro¢ny a vhodny pro screeningové analyzy. PFOA jakozto tékavy
tenzid nezpusobuje vyznamné potlaceni odezvy detekovanych KAT ani kontaminaci
iontového zdroje. Vyuziti MS/MS pak umoZznuje spolehlivou identifikaci jednotlivych
KAT v biologickém materidlu. Dosazené hodnoty LOD po SPE extrakci KAT z moci
jsou srovnatelné s publikovanyma metodam GC-MS analyzy KAT, kdy je ovsem
nutnd derivatizace.

Metodu lze samozifejmé vyuZit i pro separaci a identifikaci KAT v zachycenych
vzorcich (tablety, prasky, psanic¢ka, apod.) distribuovanych drog na drogové scéné

stejné tak ijinych typech biologického materialu.
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7. Objektivni diagnostika intoxikace vybranymi SC pomoci MEKC-
ESI-MS/MS

Vysledky  shrnuty  vtéto casti  prace, byly publikovdany v nasledujicim  clanku:
Svidrnoch M., Pfibylka A., Maier V.: Determination of selected synthetic cannabinoids and their metabolites
by micellar electrokinetic chromatography — mass spectrometry empolying perfluoroheptanoic acid-based micellar
phase. Talanta 150 (2016) 568-576.

7.1 Syntetické kanabinoidy a jejich vlastnosti

Syntetické kanabinoidy (SC) jsou dalsi z rozSifujicich se skupin syntetickych
halucinogenti, které ackoli maji podobné fyziologické uéinky na organismus, jsou
strukturné zcela odliSné od pfirodnich kanabinoid [1]. Znacné mnozstvi dodnes
popsanych SC, znichz fada je strukturné podobnych, stéZuje jejich identifikaci pri
toxikologické a forenzni analyze. Do jist¢ miry neprostudovany metabolismus
a farmakokinetika nékterych SC navic komplikuji interpretaci ziskanych dat.

SC jsou nejcastéji zneuzivany inhalacné, tedy koufenim suSenych bylin s umeéle
pfidanymi SC v relativné nizkych koncentracich, tudiz i koncentrace SC a jejich
metabolita v biologickych tekutindch byvaji velmi nizké. Po inhalaci SC dochazi
k riznym fyziologickym projeviim, které zahrnuji zejména nevolnost, zvraceni,
rozostfené vidéni, ataxie (porucha koordinace pohybti), tfes, zmatenost,
podrdzdénost, paranoia, halucinace, mydridza, hypertenze ¢i tachykardie. Do
soucasné doby bylo publikovdno nékolik pripadovych studii, které dokumentuji
ucinky SC na lidsky organismus [2-6].

SC jsou metabolizovany ve znac¢né mife a rovnéz rada jejich metabolitii vykazuje
sekundarni fyziologickou aktivitu. Rada metabolickych procestt a odpovidajici
metabolity nejsou u velké ¢asti SC stdle popsany. Existuje nékolik praci, které se
zabyvaly studiem vybranych SC v lidském organismu [7-9]. Objektivni diagnostika
intoxikaci vyvolanymi zneuzivanim SC je v béznych toxikologickych a klinickych
laboratofich téméf nemozna, protoze dosud neexistuji rutinni metody pro screening
SC a jejich metaboliti v biologickém materialu. Vyvoj analyticko-toxikologickych

metod v této oblasti je tedy velmi aktualnim tématem. Jeden z moznych pfistupti pro
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screening SC v biologickém materialu je vyuZiti vysoce u¢innych separacnich metod
spojenych s hmotnostni spektrometrii. Kromé uc¢inné a selektivni separace SC je totiz
nutno také klast diraz na jejich spolehlivou identifikaci a citlivou detekci.

Cilem této prace bylo vyvinout jednoduchou metodu pro separaci, identifikaci
a kvantifikaci vybranych SC a jejich metabolitt pomoci MEKC-ESI-MS/MS bez
experimentalnich omezeni (zejména bez nutnosti vyuzit PFT) ve vzorcich krevniho
séra a moci.

Studované SC a jejich metabolity, které byly predmétem této casti dizertacni prace,

jsou schematicky zobrazeny na Obr. 7.1.

86



JWH-018, 019, 073 a jejich metabolity

Nazev Ry R: Ry Ry R:
JWH-018 H H Et H H
JWH-018 2-hydroxyindol metabaolit OH H Et H H
JWH-018 6-hydroxyindol metabalit H OH Et H H
JWH-018 N-(4-hydroxypentyl) metabolit H H cHoneH H  H
JWH-018 N-pentanova kyselina metabolit H HocHcoon H H
JWH 019 5-hydroxyindol metabolit H H Pr H OH
JWH 019 N-(6-hydroxyhexyl) metabolit H H PrOHH H
JWH-073 H H Me H H
JWH-073 5-hydroxyindol metabolit H H Me H
JWH-073 6-hydroxyindol metabolit H OH Me H H
Zkratky: OH - hydroxyl; Me - methyl; Et - ethyl; Pr - propyl;
PrOH - hydroxypropyl; CGOOH - karboxy!
JWH-250 and jeho metabolity
Nazev Ry R:
JWH-250 H Me
JWH-250 N-(5-karboxypentyl) metabolit ~ H COOH
JWH-250 N-(5-hydroxypentyl) metabolit OH Me
Zkratky: OH - hydroxyl; Me - methyl; COCH - karboxy!
JWH-210 a jeho metabolit
Nazev Ry
JWH-200 H
JWH-200 4-hydroxyindol metabolit OH

Zkratka: OH - hydroxyl

Obr. 7.1 Schéma chemickych struktur studovanych SC a jejich metabolit.
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Z Obr. 7.1 plyne strukturni pfibuznost jednotlivych studovanych SC (aminoalkyl-
indoly a fenylacetylindoly) a jejich metaboliti. Pozornost si zaslouzi také jejich
specifické oznacovani. Obecné jsou SC oznacovany podle autora jejich syntézy (napf.
JWH - John W. Hufman, Clemsonova Univerzita), ¢i podle mista ptivodu (napr. HU -
Hebrew University). V soucasnosti jsou popsany vice nez dvé stovky SC a jejich

metabolitt.

7.2 Soucasné metody analyzy SC v biologickém materialu

Mezi nejcastéji pouzivané metody separace a identifikace SC a jejich metaboliti
v biologickém materidlu (zejména v moci) patfi LC a GC s MS detekci. Nedavno byly
publikovany dvé prehledové prace, zabyvajici se jak chemickymi vlastnostmi SC, tak
i kritickym zhodnocenim dosud pouzitych analytickych technik pro jejich analyzu
[10,11].

Obecné lze fici, Ze mezi nejvyuZzivanéjsi separacni mod pro analyzu SC s pomoci LC-
MS patfi separace na reverznich stacionarnich fazich, kdy jako stacionarni faze slouzi
kolony se sorbentem s navazanymi alifatickymi fetizky C8 a C18. Jako ionizac¢ni
technika je vyuzivana predevsim ESI nebo APCI [12-14]. Vzhledem k extenzivni
metabolizaci je objektivni diagnostika intoxikace SC obtizna, protoZze je ¢asto nemozné
identifikovat ¢i stanovit pavodni SC a diagnostika se tak opira pouze
o nalezené metabolity [15,16]. Scheidweiler a kol. [17] publikoval praci, zabyvajici se
kvantifikaci dvaceti SC a jednadvaceti metaboliti a soucasné semikvantifikaci
dvanacti hydroxyalkyl metaboliti v moci pomoci LC-MS/MS.

Dale pak Sobolevski a kol. provedly identifikaci dvou majoritnich metabolitt
JWH-018 pomoci GC-MS a LC-MS metod [18]. I pres fakt, Ze GC je ve forenzni
a klinické toxikologii velmi casto vyuzivanou metodou, v pfipadé analyzy SC je jeji
pouziti komplikovdno nutnosti derivatizace. NejcastéjsSim typem derivatizace SC je
silylace, kdy vznikaji dostatecné tékavé derivaty navic s pfiznivou retenci, které Ize

pomoci GC-MS stanovit s dostate¢nou selektivitou a citlivosti [19,20].
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Malo polarni charakter vétSiny SC (zejména se jednd o obtizné ionizovatelné SC jako
ptvodni latky) neumoznuje separaci pomoci CZE (na zadkladé jejich efektivnich
mobilit). Naproti tomu MEKC separaci SC umoznuje, jak bylo popsano v né€kolika
pracich. Gottardo a kol. publikoval metodu MEKC separace SC v rostlinné matrici
s pouzitim UV detekce [21]. V tomto pfipadeé byl jako separacni elektrolyt pouzit borat
sodny o pH 8,0 s pfidavkem 30 mM SDS a 20 % (v/v) propan-1-olu. Vyvinutd metoda
byla aplikovana na separaci dvandacti SC, pfi¢emz byly zdroven experimentalné
zjistény hodnoty rozdélovacich koeficientti (Pow). Tyto hodnoty (vyjadfené jako
log Porw)  jsou  dulezitym  parametrem  pfi  hodnoceni  hydrofobicity
a dalSich farmakologickych aspektt (biologickd dostupnost, absorpce, lipofilita aj.).

Dalsi prace vyuZivajici MEKC-ESI-MS/MS, ktera byla doposud publikovana, se
zabyva separaci rovnéz dvandcti SC ve vzorcich rostlinné smési urcené k ilegalni
distribuci. V této metodé byl jako micelarni faze pouzit 50 mM perfluorooktanoat ve
20 % (v/v) smési ACN/voda o zdanlivém pH 9,0 [22]. Do soucasné doby vsak nebyla
publikovana Zadna prace, kterd by se zabyvala separaci a stanovenim SC a jejich
prislusnych metaboliti v biologickém materidlu pomoci elektromigrac¢nich technik.

I kdyZ nékteré metabolity SC (zejména metabolity nesouci karboxylovou skupinu)
mohou pfi vysSich pH disociovat a maji tedy vlastni elektroforetickou mobilitu,
vétsinu SC nelze na zdkladé rozdila elektroforetickych mobilit — tedy s vyuzitim CZE
separovat. Pouziti MEKC je vtomto pfipadé podporeno fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi SC, avSak napf. bézné vyuzivany tenzid SDS neni sESI ionizaci
kompatibilni. I v tomto pfipadé 1ze tedy vyuZit spojeni MEKC-ESI-MS/MS s pouZzitim

tékavého perfluorovaného tenzidu jako miceldrni slozky separac¢niho elektrolytu.
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7.3 Experimentalni cast

7.3.1 Pouzité chemikalie a material

Certifikované referencéni standardy nasledujicich SC a jejich metaboliti byly
zakoupeny u firmy Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI,  USA):
JWH-018, JWH-018 2-hydroxyindol metabolit (JWH-018-2-OH), JWH-018
6-hydroxyindol metabolit (JWH-018-6-OH), JWH-018 N-(4-hydroxypentyl) metabolit
(JWH-018-N-4-OH), JWH-018 N-pentanova kyselina (JWH-018-N-COOH), JWH-019 5-
hydroxyindol metabolit (JWH-019-5-OH), JWH-019 N-(6-hydroxyhexyl) metabolit
(JWH-019-6-OH), JWH 073 2-hydroxyindol metabolit (JWH-073-2-OH), JWH-073
5-hydroxyindol metabolit (JWH-073-5-OH), JWH-073 6-hydroxyindol metabolit
(JWH-073-6-OH), JWH-200, JWH-200 4-hydroxyindol metabolit (JWH-200-4-OH),
JWH-250, JWH-250 N-(5-karboxypentyl) metabolit (JWH-250-5-COOH), JWH-250
N-(5-hydroxypentyl) metabolit (JWH-250-5-OH) a 1-nor-9-karboxy-4-9-tetrahydro-
canabinol (11-nor-9-karboxy-THC). Uvedené standardy byly dodany jako roztoky
o koncentraci 1,0 mg/ml v MeOH. Methanol (pro LC-MS) a chlorovodikova kyselina
(HCL; 37 %, w/w) byly zakoupeny od firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Octova
kyselina (= 99 %, w/w), mravendi kyselina (= 95 %, w/w), hydroxid amonny (NH4+OH;
25 %, w/w), perfluorooktanova kyselina (PFOA, 96 %), perfluoroheptanova kyselina
(PFHA, 99 %), 1,0 M roztok hydroxidu sodného (NaOH), propan-2-ol, acetonitril
(ACN, oboji pro LC-MS), terc-buthyl(methyl)ether (bezvody, 99,8 %) byly dodany
spole¢nosti Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Deionizovana voda (18 MQ.cm) byla
pripravena purifikacnim systémem Millipore (Molsheim, Francie). Neni-li vySe
uvedeno jinak, vSechny chemikalie byly analytické kvality nebo vyssi.

Pro SPE extrakci byly studovany dva druhy kolonek: C18 (Speed SPE 500 mg/3ml,
18 % C; Applied Separations, Allentown, PA, USA) a C8 (Supelclean™ LC-8 SPE,
500 mg/3ml, 7 % C; Sigma-Aldrich). Vakuovy extraktor Supelco pochdzel rovnéz od
firmy Sigma-Aldrich. Kfemenné separacni kapilary o vnitfnim prameéru 50 um

a vnéjsim primeéru 375 um byly zakoupeny u firmy MicroSolv (Eatontown, NJ, USA).
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7.3.2 Instrumentace

VSechny analyzy byly provadény pomoci kapildrni elektroforézy Agilent 7100
(Agilent, Waldbronn, Némecko), kterd byla on-line spojend shmotnostnim
spektrometrem Agilent 6460 s trojitym kvadrupolovym analyzatorem. Pomocna
sprejovaci kapalina byla pfivadéna isokratickou LC pumpou Agilent 1260 a pred
vstupem do nebulizéru, byla délena délicem toku v poméru 1:100. Separac¢ni kapilara
byla zdGvodu kratké délky (70 cm) vedena mimo DAD detektor a byla
termostatovana na teplotu 25 °C (kromé pfiblizné 25 % jeji délky, ktera byla mimo
termostatovany prostor CE instrumentu).

Separacni kapildra byla pfed pouzitim nejdfive promyta 15 minut 1 M roztokem
NaOH, poté 15 minut kondiciovana deionizovanou vodou a nakonec 15 minut
promyvana studovanym separa¢nim elektrolytem.

Davkovani vzorki bylo hydrodynamické 50 mbar/8s. Mezi jednotlivymi analyzami

pak byla kapildra vzdy promyta separacnim elektrolytem po dobu 5 minut.

7.3.3 Priprava standarda

Z dtvodu separatni optimalizace MEKC separace a ESI-MS/MS detekce byly
pripraveny dvé sady standardd. Prvni sada zahrnovala celou studovanou fadu SC
véetné metaboliti, které byly pfipraveny zkoncentrovanych certifikovanych
standardti fedénim na vyslednou koncentraci 50 pug/ml smési MeOH/voda (50:50, v/v).
KazZdy analyt byl takto pfipraven zvlast a tato sada individualnich standard slouzila
k ziskani informaci pro ESI-MS/MS detekci, zejména pak fragmentacnich spekter.
Druha sada sestavala ze smésného standardu o koncentraci 100 ug/ml a byla
pfipravena obdobnym zptsobem. Potfebné nizsi koncentrace byly pripravovany
postupnym fedénim a veskeré standardni roztoky byly skladovany pfi teploté

-20 °C.
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7.3.4 Pfiprava separacnich elektrolytu

Studované separacni elektrolyty je mozné rozdélit do dvou skupin. Jedna skupina
slouzila k empirickému studiu elektroforetického chovani SC v elektrolytech bez
tenzidu, druhd skupina pak zahrnovala separacni elektrolyty obsahujici tékavé

perfluorované tenzidy:

(i) 50 mM octan amonny byl pfipraven rozpusténim prislusSného mnozstvi
octové kyseliny v deionizované vodé a naslednou titraci na zvolené pH (3,0
az 9,5; vzdy liSici se o 0,5 jednotky).

(i)  Separacni elektrolyty pro MEKC byly pfipraveny obdobnym zptisobem
jako v kapitole 6.4.3. Byly testovany elektrolyty na bazijak PFOA, tak PFHA.
Elektrolyty byly pripraveny navadzenim potfebného mnozstvi PFOA ¢i
PFHA do plastové mikrozkumavky a nasledné byl pfidan NHsOH. Obsah
mikrozkumavky byl poté promichdn na vibracni michaéce 1 minutu,
doplnén vodou do 2 ml a posléze byla mikrozkumavka umisténa do
ultrazvukové lazné a ultrazvukovana po dobu 10 minut pfi laboratorni
teploté. Pokud byl studovan vliv organického rozpoustédla, bylo mnoZstvi
vody upraveno tak, aby vysledny objem byl po pfidani organického
rozpoustédla totozny.

Pripravené separacni elektrolyty byly uchovavany v lednicce pri +4 °C.

7.3.5 Piiprava vzorku

Vzorky moci byly ziskany od osmi zdravych osob rizného véku a pohlavi. Krevni
sérum, u kterého byla vyrobcem deklarovana nepritomnosti jakychkoli drog ¢i 1éciv
(negativni sérum), bylo zakoupeno u firmy Sigma-Aldrich. Pfed vlastni analyzou byly
vzorky modi i séra analyzovany pro potvrzeni nepfitomnosti interferujicich latek
(slepé vzorky). Vzorky pro pfipravu kalibra¢nich zavislosti byly pfipraveny v matrici

(moc¢ a sérum) na koncentrac¢nich hladinach 0, 10, 25, 50, 75, 100, 150 a 200 ng/ml.
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Pro SPE extrakci byla moc¢ spikovana vSemi SC véetné metabolittl, v pfipadé extrakce
z kapaliny do kapaliny (liquid-liquid extraction, LLE) byla mo¢ spikovana pouze
prislusnymi metabolity. Sérum bylo pro LLE spikovdno pouze ptivodnimi formami
SC, nebot koncentrace ptivodnich forem SC je vyssi v krevnim séru, naopak v moci je

mnozZstvi ptivodnich forem SC zanedbatelné.

7.3.6 SPE extrakce

Pro extrakci bylo pouZito 2 ml vzorku (slepého i spikovaného), ktery byl pred extrakci
upraven pridavkem 10 ul koncentrované octové kyseliny, aby byla potlacena disociace
karboxylovanych metabolitti SC. Pro extrakci byly vybrany dva typy SPE kolonek - C8
a C18 (specifikace kapitola 7.3.1) a extrakce byly provadény pomoci manualniho

vakuového extraktoru. Postup extrakce byl pro obé studované kolonky nasledujici:

(i) SPE kolonka byla promyta 3 ml MeOH a 3 ml deionizované vody.

(i)  2ml vzorku bylo naneseno na kolonku a hodnota vakua byla nastavena tak,
aby doslo k pomalému protékani vzorku kolonkou (~ 0,4 ml/min).

(iii) Poté byla kolonka promyta 3 ml deionizované vody a dikladné vysuSena
vakuem po dobu 5 minut.

(iv)  Eluce analyti byla provedena 3 ml MeOH.

(v)  Extrakt byl odpafen proudem dusiku pfi teploté 50 °C a rekonstituovan
v desetkrat fedéném separacnim elektrolytu (75 mM PFHA/150 mM
NH4OH s pfidavkem 10 % (v/v) propan-2-olu).

7.3.7 Extrakce z kapaliny do kapaliny
Pomoci LLE bylo extrahovano 5 ml vzorku mo¢i a krevniho séra (v obou pfipadech

slepé i spikované vzorky) a extrakce byly provadény podle nasledujiciho postupu:
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(i) 5 ml vzorku bylo prevedeno do 20 ml polypropylenové zkumavky, do niz
bylo pfidano 10 ml terc-buthyl(methyl)etheru (v pfipadé séra slouZila
extrakéni kapalina rovnéz jako deproteinacni ¢inidlo).

(i)  Smés byla po dobu 5 minut vortexovana a poté 10 min protfepavana.

(iii) Poté byla smés centrifugovana pri 5000 otackdch za minutu po dobu
3 minut.

(iv)  Svrchni etherova vrstva byla opatrné prevedena pipetou do sklenéné vialky
a odparena pod proudem dusiku pfi teploté 50 °C. Vysledny extrakt byl opét

rekonstituovan v desetkrat fedéném separac¢nim elektrolytu.

7.4 Vysledky a diskuze

7.4.1 Méfeni fragmentacnich spekter studovanych SC

Metabolity jednotlivych SC se casto liSi pouze pouze polohou substituenti na
indolovém skeletu, popfipadé na alifatické ¢asti vazané na dusik indolu. Diky tomu je
obtizné jednotlivé metabolity identifikovat, nebot jejich pomér m/z je izobaricky.
V tomto pfipadé by méfeni v SIM mdédu nemélo prakticky vyznam, a bylo nutné
pristoupit k detekci pomoci SRM, resp. MRM modu. Jednotlivé studované analyty
byly postupné analyzovany pomoci skenu produktovych iontti a to pfimym ndstfikem
vzorku o koncentraci 50 pg/ml. Nastaveni parametri MS detekce jsou uvedeny

v Tabulce 7.1.

Tabulka 7.1 — Parametry ESI-MS detekce

Sprejovaci napéti +3,5kV

Tlak nebuliza¢niho plynu 5 psi (1 psi = 6894,76 Pa)

Priitok nebuliza¢niho plynu 10 I/min

Teplota plynu 200 °C

Priitok pomocné kapaliny 6 pl/min

SloZeni pomocné kapaliny MeOH/voda/mravend{ kyselina (50:49,5:0,5; v/v/v)
Detekéni mod SRM
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Pfi studiu fragmentace byly odecitany intenzity jednotlivych produktovych iontli
v zavislosti na pouzité kolizni energii, které byly postupné méfeny pfi hodnotach
0,2,5,10,15, 20, 25, 30, 35 a 40 eV. Nejvyssich intenzit signali produktovych iontd ve
spektru bylo dosaZeno pfi hodnotach kolizni energie 20 — 30 eV. Vy$si hodnoty kolizni
energie vedly ke sniZeni intenzit signalu jednotlivych produktovych iontt
a rovnéz ke zhorSeni opakovatelnosti intenzit. Jednotlivé produktové ionty vcetné

prislusné kolizni energie jsou shrnuty v Tabulce 7.2.

Tabulka 7.2 — Fragmentacni prechody studovanych SC a jejich metabolitti

Nazev M: Precursorovy ion Produktové ionty = KEP
(m/z) IM+H]* (m/z) [eV]
JWH-250 N-(5-karboxypenty]l) 365,42 366,5 121,91, 55 25
JWH-073 2-hydroxyindol 343,42 344,4 270, 155, 127 30
JWH-018 N-pentanova kyselina 371,43 372,5 155,127 25
JWH-250 N-(5-hydroxypentyl) 351,44 352,5 121, 216, 91,65 25
JWH-200 384,47 385,5 155,127,114, 84 20
JWH-200 4-hydroxyindol 400,47 401,5 155,127,114, 70 25
JWH-018 N-(4-hydroxypentyl) 357,44 358,4 155, 340, 270, 252 25
JWH-019 N-(6-hydroxyhexyl) 371,47 372,5 155,127 25
JWH-073 6-hydroxyindol 343,42 344,4 155, 230, 127 25
JWH-073 5-hydroxyindol 343,42 344,4 155, 216, 127 25
JWH-018 6-hydroxyindol 357,44 358,4 155, 230, 127, 77 25
JWH-073 327,42 328,4 155, 200, 127 25
JWH-250 335,44 336,4 121, 200, 144, 91 25
JWH-018 341,45 342,5 155, 214, 127 25
JWH-019 5-hydroxyindol 371,47 372,5 155, 244, 127 25

2 Podtrzené produktové ionty snejvyssi intenzitou byly pouzity pro tucely kvantitativni
analyzy. Ostatni produktové ionty slouzily k identifikaci jednotlivych analytti.
bKolizni energie.

Z vysledkt shrnutych v Tabulce 7.2 je patrné, ze vétsina analyti podléha fragmentaci
za vzniku produktovych iontt se stejnym pomeérem m/z. Tento fakt dale komplikuje
objektivni identifikaci SC, kdy je potfeba vzit do tvahy kromé fragmenta¢niho
prechodu rovnéz ostatni minoritni produktové ionty a nahlizet na vysledky analyzy
komplexné ve vztahu k retencnimu casu, resp. eluénimu poradi. Tento problém by
bylo obtizné feSit i pomoci deuterovanych standardti, nebot jejich fragmentacni

chovani by bylo obdobné.
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Typické ptiklady fragmentacnich spekter dvou metabolitt SC snaznacenim
predpokladanych struktur jednotlivych fragmentti jsou uvedeny na Obr. 7.2. Jednd se
o MS/MS spektra metabolitu JWH-018 hydroxylovaného na 4. pozici alifatického
fetézce a metabolitu JWH-019 hydroxylovaného na 5. pozici indolového skeletu.
V ptipadé prvniho uvedeného metabolitu mél nejvyssi intenzitu produktovy iont
o m/z 270, ktery pravdépodobné odpovida odstépeni 4-hydroxypentylového retézce.
Dalsi produktovy iont o m/z 155 je spoleény pro vétsinu studovanych latek
a odpovida ztraté naftoylového skeletu. Tento produktovy ion pak dale podléha
logické ztraté CO (Am/z =28) za vzniku fragmentu o m/z 127. Uvedend data jsou

rovnéz v dobré shodé s doposud publikovanymi vysledky [23].
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Obr. 7.2 Priklady spekter produktovych iontt dvou vybranych metabolitia SC.

Vyjimku ve spektru produktovych iontt tvori JWH-250 a jeho metabolity, které patti
do skupiny fenylacetylindolii u nichZ je nejintenzivnéjsi fragmentovy iont o m/z 121,
ktery odpovida odstépeni fenylacetylové skupiny.

Z vyse uvedenych davodi je pred vlastni MS/MS detekci zadouci, aby této detekci

predchdzel separacni krok.
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7.4.2 Volba separacniho elektrolytu pro separaci SC a jejich metabolitt
Experimenty se zaméfenim na elektroforetické chovani SC byly nejdfive provadény
pomoci CZE-ESI-MS s vyuzitim tékavych elektrolytd na béazi octanu amonného.
Vzhledem k faktu, Ze acidobazické vlastnosti SC nebyly doposud v Zadné praci
publikovany, byly testovany elektrolyty v SirsSim rozsahu pH (3,0 - 9,5). Pouziti téchto
elektrolytii vsak vedlo pouze k castecné separaci metaboliti SC. Pavodni
nemetabolizované formy SC separovany nebyly a migrovali stejnym smeérem
a rychlosti jako EOF. Tento fakt je dan tim, Ze ve struktufe nemetabolizovanych SC se
nenachdzi zddna funkéni skupina schopna nést naboj (protonizovat se ¢i disociovat).
Separace jak puvodnich SC, tak i jejich metaboliti na zdkladé rozdilt
elektroforetickych mobilit nebyla mozna.

Ze struktur studovanych metabolitd SC plyne, zZe nékteré z nich obsahuji jednak
disociovatelné karboxylové skupiny a dale fenolické skupiny, které ovsem disociuji az
v alkalické oblasti. VSechny studované SC a jejich metabolity obsahuji dale jedno ¢i
vice heterocyklickych atomti dusiku, které by mohly byt protonizovany v kyselém
prostredi. Experimentalné bylo vSak zjisténo, Ze ve vodném prostfedi nedochazi
k protonizaci heterocyklickych atomti dusiku a studované molekuly, tak nemohou
nést kladny néboj.

Naproti tomu byla provedena kratkd experimentalni studie, vedouci k odhadu
zdanlivych disocia¢nich konstant (pK':) pro dva metabolity nesouci karboxylovou
skupinu (JWH-250-N-(5-karboxypentyl) metabolit a JWH-073-N-butanova kyselina)
a ziskané zdanlivé disociacni konstanty byly srovnany s hodnou zdanlivé disocia¢ni
konstanty pro jeden z metabolitht THC (11-nor-9-karboxy-THC).

Ze zméfenych hodnot efektivnich mobilit v zavislosti na pH v rozmezi pH 3,0 az
11,0 byly hodnoty zdanlivych disociacnich konstant odpovidajici karboxylovym
skupinam ve strukturach uvedenych molekul vypoditany s pomoci volné dostupného
program pK Calcul [24]. Pro studované molekuly byly ziskany nasledujici hodnoty
pKa: JWH-250-N-(5-karboxypentyl) metabolit pK. = 4,05; JWH-073-N-butanova
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kyselina pK's = 3,41 a 11-nor-9-karboxy-THC pK'. = 4,12. Metabolity SC, které nesou
karboxylovou skupinu tedy mohou migrovat jako slabé kyseliny uz v mirné kyselém
pH separacniho elektrolytu.

Vzhledem k tomu, Ze tedy nebylo dosaZeno uspokojivé separace SC a jejich metabolitii
s pomoci mechanismu CZE, bylo studovano spojeni MEKC s ESI-MS/MS pro jejich

separaci, identifikaci a kvantifikaci.

7.4.3 Separace SC a jejich metaboliti s pomoci MEKC

Na zakladé predchozi experimentalni zkuSenosti s micelarni fazi na bazi PFOA byl
nejdfive studovan separacni elektrolyt obsahujici PFOA a NHiOH v raznych
koncentracich. Rozmezi koncentraci v pfipadé PFOA bylo 50, 75, 100 a 150 mM,
koncentrace NH4+OH pak byly 100, 150, 200 a 300 mM (vzdy v koncentracnim poméru
1:2). Diky tomuto sloZeni mély elektrolyty dostate¢né vysoké pH (v rozmezi 9,0 - 9,5),
coz vedlo ke generaci dostatecné rychlého EOF nutného pro MEKC separaci
s vyuzitim normalni polarity separa¢niho napéti. Avsak ani pti pouziti MEKC s PFOA
jako tékavého tenzidu nebylo dosazeno dostate¢ného rozliSeni studovanych molekul.
Interakce mezi SC a micelami PFOA byly pravdépodobné prilis silné, coz vedlo
kvelmi dlouhym retenénim casim (az 50 minut), nizké ucinnosti piki
anedostatecnému rozliSeni. I kdyZ byla PFOA v praci jinych autort pouZita k separaci
SC a jejich metabolitti [22], v tomto pfipadé jeji vyuziti nevedlo k uspokojivym
vysledkiim ani s pfidavkem organickych rozpoustédel (ACN, MeOH, propan-1-ol,
propan-2-ol). Pfedpoklad silné interakce SC s miceldrni fadzi na bazi PFOA vedl
k hypotéze vyuzit perfluorovanou kyselinu skratsim uhlovodikovym fetézcem
(PFHA), ktera je také schopna tvofit ve vodném prostfedi micely. Vzhledem ke
kratsimu uhlovodikovému fetézci byla ocekavana slabsi interakce se separovanymi
analyty. Na rozdil od PFOA ma PFHA vyssi hodnotu CMC, ktera je v rozmezi 25,0 —
32,8 mmol/l (v zavislosti na pouzité metodé stanoveni). Studované koncentrace PFHA

byly zvoleny v podobném rozmezi jako v pfipadé PFOA, tedy 50, 75, 100 a 150 mM
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pfi zachovani stejného poméru koncentrace NHsOH (1:2). Separace smési SC

v separacnich elektrolytech obsahujicich rtzné koncentrace PFHA je zobrazena na

Obr. 7.3.
x10 3
5- 100 mM PFHA/200 mM NH,OH
4 pH 9.5
3
: M\_/\./\/\/w
.
B 5
S 4 75 mM PFHA/150 mM NH,OH
N 5 pH 9.2
S
Q2
[
- 1
Y N
7
6 50 mM PFHA/100 mM NH,OH
5 pH 9.4
4
3
2
1
1 5 10 ' 15 20 25

Cas [min]

Obr. 7.3 Rekonstruované SRM chromatogramy MEKC-ESI-MS/MS separace 15 SC a jejich metabolitti
v separacnim elektrolytu s rtiznou koncentraci PFHA. Separacni napéti + 15 kV,
davkovani 50 mbar/8s.

Separacni elektrolyt sloZzeny z50 mM PFHA a 100 mM NHiOH vedl také
k nedostatecné separaci studovanych analytd, i kdyz bylo patrné zlepSeni selektivity
separace oproti tékavym pufriim na bazi octanu amonného nebo PFOA. Vyssi pomér
PFHA/NH4sOH (75 mM/150 mM) jiz umoZnoval separaci vétsiny SC a jejich
metabolit. Nejvyssi studovany pomér PFHA/NH«OH (100 mM/200 mM) sice vedl
také k separaci studovanych analytd, nicméné z diivodu pfilis silné retence analytii

v micelarni fazi dochazelo krozsifovani piki (ztraté ucinnosti) a prodluzovani
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retencnich casti. Kromé toho elektrolyt stakto vysokymi koncentracemi sloZek
zplisoboval generovani vysokého separacniho proudu (> 50 pA), pficemz hodnota
50 pA predstavuje instrumentalni omezeni pro spojeni CE-ESI-MS.

Nejvhodnéjsi separacni elektrolyt byl tedy tvoren smési 75 mM PFHA a 150 mM
NH.OH. Dalsi optimalizace s cilem dosahnout separace vSech SC zahrnovala studium
vlivu organického modifikatoru, jehoZ pouZiti obecné vede k ovlivnéni vyslednych
interakci mezi analyty a micelami. V tomto pfipadé byly jako organické modifikatory
studovany ACN, MeOH a propan-2-ol vrozmezi 1 — 15 % (v/v). Podobné jako
v pfipadé separace derivati kathinonu nevedly pfidavky ACN ani MeOH ke zlepSeni
selektivity separace, dochazelo pouze k prodluZovani celkové doby analyzy, pricemz
rozliSeni i retencni poradi ztistalo zachovano.

Pfidavek propan-2-olu nevedl k vyrazné zméné pribéhu separace az do hodnoty 8 %
(v/v). Poté byly pfidavky peclivé optimalizovany vZdy zvysenim o 0,5 % (v/v) propan-
2-olu v elektrolytu. Nejlepsich vysledkii bylo dosaZeno pfi pouziti 10 % (v/v), vy3si
obsah organické sloZzky jiz nevedl ke zlepSeni selektivity, pouze opét dochazelo
k prodluzovani retencnich casti. Dalsim studovanym parametrem separace bylo
separacni napéti, které bylo testovano v rozsahu +15 az +25 kV (v radé 15, 18, 20, 22
a 25 kV). Z hlediska separace a pfedevsim jeji ticinnosti bylo jako optimalni napéti

zvoleno +22 kV.

7.4.4 Separace pomoci MEKC-MS/MS

Optimalizovany separacni elektrolyt o sloZeni 75 mM PFHA, 150 mM NH«OH a 10 %
(v/v) propan-2-olu byl pouzit pro MEKC-ESI-MS/MS analyzu patnacti SC a jejich
metabolitt. Z hlediska ESI-MS/MS detekce byl studovan vliv parametrii ionizace nejen
s ohledem na intenzitu signalu, ale rovnéz také z hlediska kontaminace iontového
zdroje a tvorby adukti mezi separovanymi analyty a monomery PFHA. Tvorba

aduktd byla studovdna s vyuzitim skenovactho MS modu, pricemz v MS spektru
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nebyly nalezeny Zadné adukty, které by odpovidaly interakci mezi monomernimi
jednotkami tenzidu PFHA a studovanymi analyty.

Vliv pritomnosti PFHA na intenzitu signalu byl testovan na ¢étyfech vybranych SC
(JHW-018, JWH-018 N-pentanova kyselina, JWH-200 a JWH-250 N-(5-hydroxy-
pentyl)). Nejprve byl pfipraven separacni elektrolyt 50 mM octan amonny
o pH 9,0. JHW-018, JWH-200 a JWH-250 N-(5-hydroxypentyl) v tomto pripadé
migrovali stejnou rychlosti a smérem jako EOF, oproti JWH-018 N-pentanové kyseliné,
kterd migrovala jako anion pfi normalni polarité separacniho napéti. Podobny
experiment byl proveden se stejnymi analyty v pritomnosti elektrolytu na bazi PFHA
(pH elektrolytu bez i s PFHA bylo srovnatelné). Vliv pfitomnosti micel PFHA ¢i jejich
monomernich jednotek byl vyhodnocen srovnanim ploch pikti uvedenych
studovanych SC a bylo prokazano, Ze pfitomnost PFHA v separacnim elektrolytu
nezpusobuje potlaceni signadlu MS detektoru.

Jak jiz bylo zminéno, vhledem k izobarickym hodnotdm poméru m/z u studovanych
SC a jejich metabolitti byl jako detekéni mod zvolen MRM. Parametry MS/MS detekce
byly rovnéZ optimalizovany za tcelem zvysent citlivosti detekce. Veskeré SC (véetné
metabolit obsahujicich karboxylovou skupinu) byly ionizovany v pozitivnim modu
ESL

Studium vlivu slozeni pomocné sprejovaci kapaliny bylo prvnim krokem
optimalizace, pfi¢emZ hodnoceny byly rtizné obsahy MeOH (25, 50 a 75 %, v/v) ve
smési s vodou. Obsah mravenci kyseliny, ktera slouZzila ke zvyseni elektrické vodivosti
pomocné sprejovaci kapaliny a zdroven také podporovala ionizacni proces, byl
studovan v rozsahu od 0,25 do 1 % (v/v). Nizky obsah mravendi kyseliny v pomocné
sprejovaci kapaliné vedl knestabilnimu elektrickému spojeni mezi CE
a ESI-MS, naopak obsah nad 0,5 % (v/v) zhorSoval opakovatelnost ploch piki
jednotlivych analytt. Jako nejvhodnéjsi sloZeni pomocné kapaliny byl vybran pomér
MeOH/vody/mravendéi kyseliny 50:49,5:0,5 (v/v/v). Pratok pomocné sprejovaci
kapaliny byl testovan v rozmezi 2 — 10 pl/min. Nejlepsich vysledka z hlediska
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intenzity signalu a stability elektrospreje bylo dosazeno pfi priitoku 8 pl/min. Mensi
pritoky poskytovaly niz$i odezvu studovanych analyti a pratok 10 pl/min
zpusoboval nestabilitu sprejovani ESI, pravdépodobné zptisobenou nedostatecnou
desolvataci iont1 analytu.

Dal$imi parametry, které vyrazné ovliviiuji intenzitu signdlu, jsou tlak a priitok
nebuliza¢niho plynu a jeho teplota. Pratok plynu byl studovan od 5 do 20 1/min
a jako optimum byl zvolen priitok 10 1/min. Tlak plynu je rovnéz dutlezitym
parametrem, kdy pfilis velky tlak mtiZze vést k nestabilnimu elektrickému propojeni
CE a MS, coz je zplsobeno rozdily tlakii na strané CE (separacni kapildry)
a iontového zdroje. Vyssi tlaky mohou zptlisobovat problémy se stabilitou separa¢niho
proudu v disledku nedostatecného toku eluatu ze separacni kapilary, ¢imz mtize dojit
k pferuseni vodivého spojeni obou instrumentd. Tlak plynu byl tedy testovan
vrozmezi 5 az 15 psi, pfiCemz nejlepSich vysledki bylo dosaZeno pfi tlaku
5 psi.

Poslednim krokem optimalizace MS detekce byla teplota plynu. Tento parametr je
neméné duleZity jak z hlediska desolvatacniho procesu v iontovém zdroji, tak rovnéz
z hlediska termické stability analyzovanych latek. Teplota plynu byla testovana od
100 do 250 °C (vZdy zvySenim o 50 °C) a podle predpokladu méla jeji hodnota
podstatny vliv na intenzitu signalu. Nizké intenzity signdlu analyt(i byly pozorovany
pro teplotu nizsi nez 150 °C. Teplota 200 °C poskytovala nejvyssi intenzitu a poté pfi
teploté 250 °C dochdzelo u hydroxylovanych metabolitd k vyznamnému sniZeni
signalu, pravdépodobné vlivem rozpadu iontu analytu jiz viontovém zdroji
Rekonstruovany SRM chromatogram separace vSech patnacti SC a jejich metabolitti je
zobrazen na Obr. 7.4. Z chromatogramu je zfejmé, Ze miceldrni separacni systém ve
spojeni s ESI-MS/MS detekci umoznuje separovat vsSechny studované latky.
Z toxikologického hlediska je vSak intoxikace rtznymi druhy SC najednou
nepravdépodobnd. Diilezitym kritériem vyuZitelnosti metody je pak schopnost

separace jednotlivych SC a jejich odpovidajicich metabolitti. Separace SC rozdélenych
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do skupin podle piislusného SC a jeho metabolitli byla rovnéz testovana s cilem
potvrdit moZnost pouZiti metody v klinické ¢i forenzni toxikologii. Separace
jednotlivych skupin SC je zobrazena na Obr. 7.5. Z chromatogramii je patrna
dostatecna selektivita systému pro odliSeni ptivodnich (nemetabolizovanych) forem

SC a jejich prislusnych metabolitti.
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Obr. 7.4 Rekonstruovany SRM chromatogram separace studovanych SC a jejich metabolita.
Podminky: separacni elektrolyt 75 mM PFHA, 150 mM NH+OH a 10 % (v/v) propan-2-olu, U = +22 kV,
injekce vzorku 50 mbar/8s, Uesi = +3,5 kV, T =200 °C, priitok nebulizacniho plynu 10 I/min, tlak
nebuliza¢niho plynu 5 psi, pomocna sprejovaci kapalina MeOH/voda/HCOOH (50:49,5:0,5, v/v/v),
pritok sprejovaci kapaliny 8 pl/min.
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Obr. 7.5 Rekonstruované SRM chromatogramy MEKC-MS/MS separaci SC a pfislusnych metabolitti
podle jednotlivych JWH skupin.
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7.4.5 Extrakce SC z biologického materialu

V ramci vyvoje metody byly testovany dva typy extrakcnich postupt, jejichz cilem
bylo pfecisténi vzorku od matrice a zakoncentrovani studovanych SC a jejich
metabolitti. Vzhledem k relativné malo polarnimu charakteru SC byla jako prvni
testovana SPE extrakce (kolonky se sorbentem C8 a C18) s predpokladanou retenci SC
a jejich metabolitti na nepolarnim sorbentu po upravé pH. Pro optimalizaci SPE
metody byl pouZit vzorek o koncentraci 50 ng/ml. Hodnoty vytéznosti pak byly
ziskany pfimym porovnanim ploch pikit SC po extrakci s plochami pika standardi
o stejné koncentraci. Vytéznosti jednotlivych SC byly pro obé pouzité kolonky velmi
variabilni, v pfipadé kolonky C8 bylo extrahované mnoZstvi analyti pod limitem
detekce. Kolonka C18 sice umoznovala extrakci vSech SC, nicméné jednotlivé
vytéznosti byly v mnoha ptfipadech pfiliS nizké pro praktickou aplikaci metody.
Vzhledem k neuspokojivym vysledkiim tedy déle nebyla SPE metoda studovana ani
pro vzorky séra. Vytéznosti jednotlivych SC pro obé SPE kolonky jsou uvedeny
v Tabulce 7.3.

Tabulka 7.3 — VytéZznosti jednotlivych SC v pripadé SPE extrakci

Analyt Vytéznost [%]
SPE C8 [50 ng/ml]  SPE C18 [50 ng/ml]

Mo¢ Mo¢
JWH-250 N-(5-karboxypentyl) 112,4 104,0
JWH-073 2-hydroxyindol 76,2 88,7
JWH-018 N-pentanova kyselina 66,9 89,6
JWH-250 N-(5-hydroxypentyl) 96,9 88,5
JWH-200 117,3 97,3
JWH-200 4-hydroxyindol 98,9 85,9
JWH-018 N-(4-hydroxypentyl) 36,2 89,7
JWH-019 N-(6-hydroxyhexyl) 52,8 88,9
JWH-073 6-hydroxyindol 37,2 72,4
JWH-073 5-hydroxyindol 43,3 68,4
JWH-018 6-hydroxyindol <LOD 44,5
JWH-073 <LOD 38,4
JWH-250 <LOD 26,0
JWH-018 71,8 12,0
JWH-019 5-hydroxyindol 70,9 17,2
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Jako dalsi extrakcni postup byla zvolena LLE, vyuZzivajici rozdilné distribuce analyt
mezi vodnou a organickou fazi. V tomto pfipadé byl jako organicka faze zvolen terc-
buthyl(methyl)ether. Pro tento pfipad byly vzorky rozdéleny do dvou skupin podle
matrice. Mo¢ byla spikovdna pouze metabolity SC a sérum bylo naopak spikovano
pouze plivodnimi nemetabolizovanymi SC. Vyhoda pouZité organické faze zaroven
spocivala v tom, Ze zdroven plnila tlohu deproteina¢niho ¢inidla. Navic vzhledem
k vétsimu objemu vzorku pouzitého k extrakci (5 ml) je mozné provést prekoncentraci
analyt(i i pfi podstatné nizSich koncentrac¢nich hladinach. Objem vzorku urceného
k extrakci navic neni teoreticky v pfipadé moci omezen a je-li dostupné vétsi mnozstvi
moci, 1ze prekoncentracni faktor dale navysit. Z tohoto diéivodu byla LLE metoda
testovana na dvou koncentracnich hladinach a to 15 ng/ml a 150 ng/ml. VytéZnost LLE
se pak pohybovala v rozmezi od 78,1 do 103,6 % pro vzorky moci a od 71,9 do 100,2 %
pro sérum (na koncentra¢ni hladiné analyti 15 ng/ml). LLE extrakce pak byla déle
pouzita pfi parcidlni validaci vyvinuté MEKC-ESI-MS/MS metody. Hodnoty

vytéznosti jednotlivych SC pro obé koncentraéni hladiny jsou uvedeny v Tabulce 7 4.

Tabulka 7.4 — Vytéznosti LLE extrakci (n = 5); (m) = mo¢, (s) = krevni sérum
Vytéznost [%]

Analyt 15 ng/ml 150 ng/ml
JWH-250 N-(5-karboxypentyl) (m) 103,6 95,6
JWH-073 2-hydroxyindol (m) 86,8 83,25
JWH-018 N-pentanova kyselina (m) 80,1 77,2
JWH-250 N-(5-hydroxypentyl) (m) 97,1 88,9
JWH-200 (s) 83,0 78,5
JWH-200 4-hydroxyindol (m) 97,7 92,1
JWH-018 N-(4-hydroxypentyl) (m) 98,5 90,8
JWH-019 N-(6-hydroxyhexyl) (m) 78,1 75,6
JWH-073 6-hydroxyindol (m) 101,3 99,2
JWH-073 5-hydroxyindol (m) 91,0 94,3
JWH-018 6-hydroxyindole(m) 101,5 97,5
JWH-073 (s) 76,4 78,5
JWH-250 (s) 71,9 81,5
JWH-018 (s) 100,2 95,4
JWH-019 5-hydroxyindol (m) 84,1 89,5
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7.5 Caste¢na validace metody

Po nalezeni vhodnych podminek pro extrakci a MEKC-ESI-MS/MS analyzu
studovanych SC a jejich metaboliti byla provedena parcidlni validace vyvinuté
metody s ohledem na zdakladni validacni parametry, které zahrnovaly selektivitu
metody, linedrni kalibra¢ni rozsah jednotlivych SC, limity LOD a LOQ, presnost
a spravnost, matri¢ni efekt a v neposledni fadé také evaluaci extrakéni vytéZnosti.
Validace byla provedena vsouladu sobecnymi zdsadami pro validace
toxikologickych metod, konkrétné na podkladu praci publikovanych Petersem a kol.
[25] a Matuzsewskim a kol. [26].

Selektivita byla hodnocena na zakladé analyzy péti slepych vzorka krevniho séra
a péti slepych vzorkd moci. VSechny vzorky byly analyzovany vyvinutou MEKC-
MS/MS metodou snegativnim vysledkem zhlediska pfitomnosti moznych
endogennich interferujicich latek.

Linearita kalibra¢niho rozsahu byla stanovena pomoci spikovanych vzorkt séra
a moci po provedeni extrakéniho kroku a to v rozsahu Sestibodové kalibracni metody
od 10 ng/ml po 200 ng/ml. Kazdy z kalibracnich bodti byl méfen vzdy pétkrat. Jako
kritickd hodnota pro validitu kalibracni zavislosti byl zvolen korela¢ni koeficient pro
vSechny studované SC vétsi nebo roven 0,990.

Hodnoty LOD a LOQ byly stanoveny jako trojndsobek, respektive desetindsobek
poméru signalu kSumu. Pfislusné rovnice kalibrac¢nich kfivek, korelacnich
koeficientti, limiti detekce a kvantifikace jsou shrnuty v Tabulce 7.5.

V ptipadé spravnosti metody bylo pouzito vyjaddfeni procentudlni vytéznosti mezi
hodnotou namérenou a teoretickou hodnotu koncentrace vsech SC (n = 5). Presnost
metody byla vyjadfena pomoci RSD retenénich ¢asti a ploch pikti pro pét opakovanych
meéfeni na kazdé koncentracni hladiné (15, 50 a 150 ng/ml) v rdmci jednoho dne (intra-
day) a pro pét po sobé jdoucich dni (n = 25, inter-day). Uvedend valida¢ni data jsou

shrnuta v Tabulce 7.6 a 7.7.
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Tabulka 7.5 — Validacni parametry metody pro vzorky krevniho séra (s) a moci (m)

Regresni ktivka

Koeficient
Analyt — y=ax+b) - determinace LOD LOQ
Smérnice posunuti Rz [ng/ml]  [ng/ml]
(SD)- (SD)-
JWH-250 N-(5-karboxypentyl) 50,63 (0,73) 135,58 (63,84) 0,9989 1,8 6,0
(m)
JWH-073 2-hydroxyindol (m) 3,51 (0,08) 12,10 (6,97) 0,9872 2,9 9,7
JWH-018 N-pentanova 67,23 (0,25) -134,93 (21,70) 0,9999 1,3 4,3
kyselina (m)
JWH-250 N-(5-hydroxypentyl) 102,29 (1,66) 341,39 (145,01) 0,9987 1,1 3,7
(m)
JWH-200 (s) 29,15 (1,04) 214,73 (90,39) 0,9937 3,0 10,0
JWH-200 4-hydroxyindol (m) 36,22 (0,84) 152,17 (73,40) 0,9973 2,5 8,3
JWH-018 N-(4-hydroxypentyl) 121,78 (2,33) 610,79 (203,37) 0,9920 0,9 3,0
(m)
JWH-019 N-(6-hydroxyhexyl) 94,01 (1,31) -60,92 (114,77) 0,9920 1,0 3,3
(m)
JWH-073 6-hydroxyindol (m) 61,66 (1,00) 267,57 (145,03) 0,9964 1,5 5,0
JWH-073 5-hydroxyindol (m) 100,25 (2,25) 283,43 (196,29) 0,9975 1,2 4,0
JWH-018 6-hydroxyindol (m) 60,67 (0,76) -26,91 (66,01) 0,9992 1,7 57
JWH-073 (s) 137,18 (3,81) -760,50 0,9962 0,9 3,0
(331,86)
JWH-250 (s) 59,06 (1,08) -206,51 (94,44) 0,9998 1,8 6,0
JWH-018 (s) 59,63 (0,60) -142,08 (52,80) 0,9994 1,1 3,7
JWH-019 5-hydroxyindol (m) 54,76 (1,09) -355,21 (95,03) 0,9975 2,0 6,7

2V zavorce je uvedena smérodatna odchylka
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Tabulka 7.6 — Pfesnost vyjadfena jako hodnoty RSD [%] retencnich casti pro jednotlivé koncentraéni
hladiny; (m) = mo¢, (s) = krevni sérum

Intra-day RSD [%]

Inter-day RSD [%]

Analyt Intra-day  Intra-day Intra-day Intra-day Intra-day Intra-day
(fazeno podle reten¢niho RSD[%] RSDI[%] RSD[%] RSD[%] RSDI[%] RSD [%]
pofadi) 15ng/ml  50ng/ml  150g/ml  15ng/ml 50ng/ml 150 g/ml
{K)H'Z‘F’O N-(5-karboxypentyl) 4,07 3,56 4,02 5,5 4,85 5,58
JWH-073 2-hydroxyindol (m) 4,63 3,78 4,12 6,12 6,58 6,26
JWH-018 , 4,31 3,98 3,45 5,98 6,79 6,23
N-pentanova kys. (m)

JWH-250 N-(5-hydroxypentyl) 4,64 412 4,03 6,26 6,86 6,12
(m)

JWH-200 (s) 4,43 4,56 4,52 6,85 7,12 7,58
JWH-200 4-hydroxyindol (m) 4,29 4,28 4,78 7,05 7,28 8,10
{Z)H'm N-(4-hydroxypentyl) 4,52 4,12 4,65 7.15 7,56 8,06
JWH-019 N~(6-hydroxyhexyl) 2,94 3,18 3,26 8,12 7,85 7,52
(m)

JWH-073 6-hydroxyindol (m) 2,93 3,00 3,14 8,52 7,97 8,32
JWH-073 5-hydroxyindol (m) 2,71 3,26 3,53 8,12 8,17 7,85
JWH-018 6-hydroxyindol (m) 2,96 3,15 3,78 7,85 8,36 7,56
JWH-073 (s) 3,57 3,45 4,03 7,94 8,58 6,54
JWH-250 (s) 3,20 3,15 3,65 8,15 8,79 8,12
JWH-018 (s) 3,65 3,28 3,75 8,85 9,01 9,15
JWH-019 5-hydroxyindol (m) 3,87 4,03 4,23 9,12 9,26 9,56
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Tabulka 7.7 — Pfesnost vyjadfena jako hodnoty RSD [%] ploch pikii pro jednotlivé koncentracni

hladiny; (m) = mo¢, (s) = krevni sérum

Intra-day RSD [%]

Inter-day RSD [%]

Analyt Intra-day Intra-day Intra-day Intra-day Intra-day Intra-day
(fazeno podle reten¢niho RSD[%] RSDI[%] RSDI[%] RSD[%] RSDI[%] RSD [%]
potadi) 15 ng/ml 50 ng/ml 150 g/ml 15ng/ml 50 ng/ml 150 g/ml
{K)H'Z‘E’O N-(5-karboxypentyl) 3,12 2,94 3,00 4,96 4,85 5,12
JWH-073 2-hydroxyindol (m) 3,65 3,42 3,62 5,19 6,58 6,89
JWH-018 , 3,54 3,51 3,78 6,25 6,79 7,02
N-pentanova kys. (m)

JWH-250 N+3-hydroxypentyl) 3,71 3,60 3,98 6,58 6,86 7,12
(m)

JWH-200 (s) 3,97 3,84 4,25 6,85 7,12 7,19
JWH-200 4-hydroxyindol (m) 4,01 3,88 4,15 6,98 7,28 7,65
{K)H'Ols N-(4-hydroxypentyl) 415 4,01 4,35 7,25 7,56 7,76
{K)H'Olg N-(6-hydroxyhexyl) 4,20 4,14 4,85 7,56 7,85 8,03
JWH-073 6-hydroxyindol (m) 4,22 4,18 4,56 8,12 7,97 8,15
JWH-073 5-hydroxyindol (m) 4,38 4,25 4,85 8,23 8,17 8,65
JWH-018 6-hydroxyindol (m) 4,47 4,36 4,62 8,40 8,36 8,49
JWH-073 (s) 4,68 4,51 4,78 8,65 8,58 8,69
JWH-250 (s) 4,68 4,65 4,98 8,70 8,79 8,95
JWH-018 (s) 4,76 4,68 4,88 8,90 9,01 9,16
JWH-019 5-hydroxyindol (m) 4,99 4,85 5,12 9,15 9,26 9,85

Matri¢ni efekt moci a krevniho séra byl hodnocen z hlediska plochy pikt, kdy byly

analyzovany spikované vzorky v obou matricich, z nichZ prvni fada byla extrahovéana

pomoci LLE, a druhd fada byla analyzovana bez extrakéniho kroku. Kontrolni fada

byla ziskdna analyzou SC v desetkrat fedéném separa¢nim elektrolytu, kde byla

koncentrace SC na stejné koncentracni hladiné jako obou studovanych matric. Ziskané

vysledky prokézaly pouze zanedbatelny vliv extrakéniho postupu na pfipadné ztraty
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analytu. Znatelnéjsi rozdily pak byly mezi plochami piki SC extrahovanych
z analyzovanych matric a SC rozpusténych v desetkrat fedéném elektrolytu. Tento
fakt zle pravdépodobné pfisoudit komplexnosti obou matric, jejichz slozeni muze
negativné ovliviiovat ionizaci v SC iontovém zdroji. Ziskané matri¢ni efekty jsou
shrnuty v Tabulce 7.8. Potlaceni ionizace bylo pozorovano pro vsechny studované SC
a jejich metabolity. Matri¢ni efekty vyjadfené jako procentudlni hodnoty potlaceného
signalu byl v rozmezi do -80,7 do 9,1 % (pro koncentra¢ni hladinu 15 ng/ml) a od

-71,9 do 1,2 (pro koncentracni hladinu 150 ng/ml).

Tabulka 7.8 - Matri¢ni efekty pro spikovanou mo¢ a sérum po LLE extrakci v porovnani
s analyty rozpusténymi v desetkrat fedéném separacnim elektrolytu (n = 5).

Analyt Matricni efekt Matricni efekt
[% ovlivnéni signalu] [% ovlivnéni signalu]
50 ng/ml 150 ng/ml

JWH-250 N-(5-karboxypentyl) (m) -26,9 -36,4
JWH-073 2-hydroxyindol (m) -37,1 -42,4
JWH-018 N-pentanova kyselina (m) -48,8 -52,3
JWH-250 N-(5-hydroxypentyl) (m) -64,9 -71,9
JWH-200 (s) -24,0 -31,1
JWH-200 4-hydroxyindol (m) -45,9 -54,5
JWH-018 N-(4-hydroxypentyl) (m) 6,1 -4,3
JWH-019 N-(6-hydroxyhexyl) (m) -41,8 -52,9
JWH-073 6-hydroxyindol (m) -80,7 -62,1
JWH-073 5-hydroxyindol (m) -52,0 -58,4
JWH-018 6-hydroxyindol (m) -73,4 -68,1
JWH-073 (s) -28,7 -33,1
JWH-250 (s) 9,1 1,2
JWH-018 (s) 0,50 -2,6
JWH-019 5-hydroxyindol (m) -41,7 -42,7

aHodnoty jsou vyjadfeny v procentech odectenych od 100, tak aby hodnota vyjadfovala
potlaceni signalu studovanou matrici.

7.6 Aplikace vyvinuté metody na modelové vzorky

Vyvinuta extrakéni metoda byla aplikovana na spikované vzorky moci (analyza
metaboliti SC) a séra (analyza ptivodnich forem SC) na koncentra¢ni hladiné 50 ng/ml.
Rekonstruované SRM chromatogramy vzorku moci a séra po LLE extrakci jsou
zobrazeny na Obr. 7.6A a B. Ziskané vysledky prokazuji pouzitelnost vyvinuté metody

pro pouziti ve forenzni ¢i toxikologické praxi.
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7.7 Zavér

Byla vyvinuta metoda MEKC separace standemovou hmotnostni sepktrometrii
patndcti syntetickych kanabinoidti a jejich metabolit(i s vyuzitim perfluoroheptanové
kyseliny jako micelarni slozky pufru. Perluoroheptanova kyselina predstavuje
vhodnou tékavou slozku separacniho elektrolytu, ktera umoznuje uskutecnit separaci
studovanych syntetickych kanabinoidi a metabolitti bez experimentalnich omezeni
a kontaminace iontového zdroje hmotnostniho spektrometru netékavym tenzidem.
Zaroven se jednd o prvni publikovanou préaci, kde byla perflouoroheptanova kyselina
vyuzita jako tékavy tenzid pro uskute¢néni MEKC separace.

Vyvinutd metoda byla validovana a poté tispésné aplikovana pro analyzu modelovych
vzorkli moci a séra pro toxikologické a forenzni ucely. Vzhledem k relativné
jednoduché priprave vzorkt je tuto metodu mozné povazovat za vhodnou alternativu
k zavedenym chromatografickym metoddm pro screening intoxikace syntetickymi
kanabinoidy. Dosazené hodnoty limitti kvantifikaci studovanych drog jsou
srovnatelné s koncentracemi nalezenymi v télnich tekutinach po intoxikaci

syntetickymi kanabinoidy.
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8. Diagnostika hydroxyglutarovych acidurii s vyuzitim EKC-ESI-
MS/MS - enantioseparace D,L-2-hydroxyglutarové kyseliny

Vysledky, které jsou shrnuty vtéto dcasti prace, byly publikovany v nasledujici praci:
Svidrnoch M., P¥ibylka A., Bekarek V., Sevéik J., Smolka V., Maier V.: Enantioseparation of D,L-2-
hydroxyglutaric acid by capillary electrophoresis tandem mass spectrometry — Fast and efficient tool for D- and L-
2-hydroxyglutaricacidurias diagnosis. Journal of Chromatography A (2016), prijato k publikaci;
http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2016.05.095.

8.1 Kyselina D,L-2-hydroxyglutarova a jeji role v organismu

Nizkomolekuldrni alifatické karboxylové kyseliny (AKK) jsou castymi produkty
mnoha metabolickych procest v lidském organismu. Mezi nejvyznamné;jsi
metabolické pochody kde AKK hraji vyzmanou roli patfi metabolismus sacharid,
aminokyselin, lipidGi ¢ biogennich aminti. Monitorovani jejich koncentrace
v biologickych tekutindch (moc, sérum, cerebrospinalni tekutina atd.) mize napomoci
k objektivni diagnostice nékterych ze Sirokého spektra vrozenych nebo ziskanych
metabolickych poruch. Nékteré AKK jsou chirdlni, identifikace a stanoveni
jednotlivych enantiomerti mtize vést k pfesnéjsi diagnostice poruch metabolismu.
V soucasné dobé existuji dva pouzivané pfistupy pro diagnostiku poruch
metabolismu.

Prvni pristup je zaloZen na analyze celkového profilu AKK v biologickém materidlu
(nejcastéji moc). Vzhledem ke komplexnosti biologickych matric a poc¢tu analytt ci
interferujicich latek je tento zptsob komplikovany na spravné vyhodnoceni
a interpretaci. VéitSinou je tento postup uplanovan pfi analyze dvoudimenziondlni
plynovou chromatografii ve spojeni sMS. Druhy pfistup vyuziva separace
a kvantifikace vybranych markerd, které jsou specifické pro urcity typ metabolické
poruchy. Prehledovy clanek zpracovavajici problematiku metabolickych poruch
a analytickych pfistupti k jejich diagnostice publikoval Kumps a kol. [1]. Znacné
mnozstvi produkti ¢i intermediatti lidského metabolismu jsou latky opticky aktivni

(jiz zminéné AKK, aminokyseliny, proteiny aj.). Ve zdravém organismu maji tyto latky
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urcity typicky pomér jednotlivych enantiomert. V pfipadé vzniku patologické ci
vrozené metabolické poruchy dochézi k poruseni fyziologickych procesti, coz ma za
nasledek rozdilnou exkreci opticky aktivnich metaboliti (napf. enantiomerti mlécné,
glycerové, c¢i 2-hydroxyglutarové kyseliny). Ztohoto diivodu jsou z hlediska
diagnostiky kladeny znacné ndroky nejen na identifikaci a kvantifikaci urcitého
analytu, ale rovnéZ na jeho enantioseparaci a stanoveni jednotlivych izomerti
v piipadé, Ze se jednd o chirdlni latku.

D,L-2-Hydroxyglutarova kyselina (HG) je produkt metabolickych drah a pti normalni
funkci metabolismu je dédle konvertovana na a-ketoglutarovou kyselinu (Obr. 8.1).
U nékterych vrozenych metabolickych poruch je tato enzymatickd pfeména
blokovana, coz se projevi zvySenim hladiny HG kyseliny v moc¢i (hydroxyglutarova
acidurie, HGA). HG ma jedno chiralni centrum (na Obr. 8.1 vyznaceno hvézdickou),

kdy kazdy enantiomer zptisobuje jiny typ metabolické poruchy véetné odlisnych

klinickych projevti.
OH 0 FAD FADH, OH
\_/ /
o * OH 0/ OH
D/L-2-hydroxyglutarat
OH dehydrogenasa

Obr. 8.1 Schéma metabolické premény 2-hydroxyglutarové kyseliny na a-ketoglutarovou kyselinu.

Typické symptomy v pfipadé D-2-hydroxyglutarové acidurie (D-HGA) zahrnuji
epilepsii, snizeni svalového napéti (hypotonie) a psychomotorickou retardaci.
V prfipadé L-2-hydroxyglutarové acidurie (L-HGA) jsou symptomy odlisSné a zahrnuji
kromé epilepsie také opozdény vyvoj a ataxii. Kromé uvedenych forem HGA existuje
i kombinovana acidurie (D,L-HGA), ktera se projevuje neonatdlni epileptickou
encefalopatii a respirac¢ni insuficienci [2,3].

Je tedy na misté provadét, v pfipadé podezieni na tento typ metabolické poruchy,
screening nejen samotné HG, ale rovnéZ provést enantioseparaci a stanovit hladinu

jednotlivych enantiomerta HG.
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Oba typy acidurii (D-HGA i L-HGA) byly v roce 1980 popsany Chalmersem a kol. [4],
Duranem a kol. [5]. Kombinovanou formu D,L-HGA popsal poprvé Muntau a kol. [6].
Biochemické a klinické projevy vsech tfi skupin HGA shrnul ve svém ¢lanku

Kranendijk a kol. [7].

8.2 Analytické metody diagnostiky hydroxyglutarovych acidurii

Z hlediska analytickych technik pouzitelnych pro enantioseparaci a stanoveni
chirdlnich AKK v biologickych tekutinach jsou nejéastéji vyuzivany GC a LC techniky
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii ¢i LC s UV-VIS detekci. Hlavni nevyhodou
chromatografickych technik je nutnost pouziti CSP [8]. Dal$i moZnost predstavuje
derivatizace enantiomerti pomoci vhodného chirdlniho derivatiza¢niho c¢inidla. Takto
lze ziskat diastereomery AKK, které vsak mohou podléhat racemizaci a vést
k nepfesnym vysledkiim analyz. Navic jsou tyto metody ndrocné na cas a je obvykle
vyzadovana pecliva validace derivatiza¢niho procesu, zejména pak jeho vytéznosti [9].
Vhodnou alternativni metodou k chromatografickym metodam je spojeni CE-ESI-
MS/MS, které umoznuje rychlou a jednoduchou achirdlni i chirdlni separaci,
identifikaci a stanoveni AKK [10]. Chirdlni selektor mutZe byt pfidan pfimo do
separacniho elektrolytu a odpadd tedy potieba pouziti ndkladnych CSP. Tandemova
hmotnostni spektrometrie pak umoznuje jak detekci, tak identifikaci a kvantifikaci
separovanych enantiomerti. Dalsi vyhodou CE-ESI-MS/MS je relativné
nekomplikovana priprava vzorku (zejména moci) pred analyzou [11-13]. Objektivni
diagnostika urcitého typu HGA je zaloZena na separaci, identifikaci a kvantifikaci
jednotlivych enantiomertt D,L-HG. V souvislosti smetodou enantioseparace
D,L-mlécné kyseliny, ktera byla na nasem pracovisti vyvinuta a publikovana [14], Ize
predpokladat, ze enantioseparaci D,L-HG (podobné jako jiné a-hydroxykyseliny) bude
mozné uskutecnit pomoci vankomycin chloridu (VC) jako CS. Tento selektor je
pouzitelny v kyselém aZ téméf neutralnim pH (v rozmezi pH 3,0 — 6,0) [15]. Mezi

nevyhody vyuziti VC vsak patfi jeho moznd adsorpce na vnitini sténu separacni
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kapildry, coz zptisobuje zhorSeni reprodukovatelnosti jednotlivych analyz z hlediska
migracnich casti a ploch pikti [16]. I v tomto pripadé spojeni CE-ESI-MS/MS vyzaduje
peclivou optimalizaci separa¢niho systému, nejcastéji s pouzitim kovalentné pokryté
kapilary a metody PFT, ¢imZ lze pfedejit kontaminaci ESI zdroje netékavym CS.
Podobny pristup popsal ve své praci Fanali a kol. [17], kdy bylo pouZito kapildry
pokryté polyakrylamidem a protismérné migrace pro enantioseparaci etodolaku
a jeho metaboliti v separacnim elektrolytu na bazi octanu amonného o pH 4,8 s VC
jako CS.

Kromé diskutovaného VC je rovnéz na misté zminit, Ze existuji prace vyuzivajici pro
enantioseparaci AKK (napf. mlééné, 2-hydroxymaselné, 2-hydroxy-3-methylmaselné
¢i 2-hydroxyisokaproové kyseliny) derivaty cyklodextrinti (CD) [18-20]. V uvedenych
pracich v3ak bylo nutno pouZit znacné mnozstvi CD pro dosaZeni enantioseparace
(fadové desitky az stovky mM), coz mélo za nasledek dlouhé migracni ¢asy analytti
a tim i nizkou uc¢innost. Rozlieni jednotlivych enantiomert bylo pouze pfiblizné 1,5.
Nékolik praci se zabyvalo enantioseparaci a stanovenim enantiomert 2-HG pomoci
chromatografickych technik. LC-MS/MS metodu vyuZivajici fedéni stabilnich izotopti
po derivatizaci 2-HG pomoci anhydridu diacetyl-L-vinné kyseliny publikoval Stryus
a kol. [21]. Vyvinutd metoda byla aplikovana pfi diferencidlni diagnostice D-HGA,
L-HGA i kombinované D,L-HGA. Vysledné diastereomery ziskané derivatizaci D,L-HG
byly separovany na reverzni staciondrni fazi pomoci LC a detekovany pomoci ESI-
MS/MS s pouzitim MRM modu. Detekéni limity pro oba enantiomery byly stanoveny
na 20 pmol ve 20 pl davkovaného vzorku moci. OdliSny pfistup enantioseparace
2-HG publikoval Rashed a kol. [22], ktery vyuzil CSP na bazi ristocetinu A
(Chirobiotic® R) ve spojeni s ESI-MS/MS detekci. Metoda vSak nebyla plné validovana
a nejsou tak k dispozici limity detekce jednotlivych enantiomerti. Pro enantioseparaci
D,L-HG spomoci LC byla také nedavno vyuZita CSP na bazi chirdlniho anexu
tvofeného terc-buthylcarbamoylchininem a terc-buthylcarbamoylchinidinem [23].

V této praci nebylo sice dosaZeno vétsiho rozliSeni enantiomertt HG nez 1,4, nicméné
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studované CSP vykazovaly navzijem opacné eluéni poradi separovanych
enantiomerta HG.

Prvni enantioseparaci D,L-HG s pomoci GC-MS publikoval dasNeves a kol. [24].
Jednotlivé enantiomery D,L-HG byly derivatizovany za vzniku alkylesterti
a enantioseparace pak probihala pomoci CSP na bazi CD. Citlivou metodu zaloZenou
na fedéni stabilnich izotopti pro stanoveni D-HG a L-HG pomoci GC-MS s chemickou
ionizaci (vyuzivajici amoniak) pro prenatalni diagnostiku HGA publikoval Gibson
a kol. [25]. Kim a kol. [26] vyvinul nepfimou metodu enantioseparace HG pomoci GC,
kdy bylo pouzito (S)-(+)-3-menthyl-2-butylace a O-trifluoroacetylace jako derivatizace.
Stejna skupina autort se také zabyvala konfiguracni analyzou chiralnich kyselin
vcetné HG prevedenim na O-trifluoroacetylované (-)-mentyl estery a jejich nasledné
separaci pomoci dudlni GC na kapilarni koloné. Pfimou chiralni separaci vybranych
AKK (2-hydroxyisokaproové, 3-methyladipové, HG, 3-(4-hydroxyfenyl) mlécné,
2-hydroxysebakové a 3-hydroxysebakové kyseliny) pomoci GC-MS s CSP na bazi
heptakis-(2,3-di-O-methyl-6-O-tert-butyl dimethylsilyl)--cyklodextrinu publikoval
Muth a kol. [28]. Dalsi metodu pfimé separace mlécné, glycerové kyseliny a HG
pomoci GC-MS rovéz s cyklodextrinovou CSP publikoval ve své praci Kauzinger
a kol. [29].

Nékolik praci popisuje vyuziti enantioselektivni potenciometrické membrany na bazi
maltodextrin pro selektivni stanoveni L-HG v nanomolarnich koncentracich
v pfitomnosti D-HG. Naopak membrana na bazi makrocyklickych ATB byla pouzita
pro citlivé stanoveni D-HG v pritomnosti L-HG [30,31]. Rychly enzymaticky test
uréeny pro detekci D-HG v biologickych tekutindch ¢i tkdnich pomoci dvoukrokové
enzymatické reakce s D-2-hydroxyglutarat dehydrogenasou publikoval Blass a kol.
[32].

Cilem této prace bylo vyvinout metodu pfimé enantioseparace D,L-HG s pomoci
CE-ESI-MS/MS pro tucely objektivni diagnostiky hydroxyglutarovych acidurii

v realnych vzorcich mo¢i s vyuZitim jednoduché apravy vzorki.
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8.3 Experimentalni cast

8.3.1 Pouzité chemikalie a material

Octova kyselina (= 99 %, w/w), mravenci kyselina (= 95 %, w/w), hydroxid amonny
(25%, w/w), dihydrat fosforecnanu monosodného (= 99 %), peroxodisiran draselny
(= 99 %), akrylamid, N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED), vankomycin
chlorid, kreatinin, imidazol, chlorid sodny, methanol a propan-2-ol (oboji v kvalité pro
LC-MS), D-2-hydroxyglutarat sodny a L-2-hydroxyglutarat sodny byly zakoupeny od
tirmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Voda (pro LC-MS) a absolutni ethanol byly
zakoupeny u firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Neni-li uvedeno jinak, byly vSechny
pouzité chemikalie analytické cistoty nebo vys$si. Kfemenné kapilary o vnitfnim
priméru 50 um a vnéjsim primeéru 375 um byly zakoupeny u firmy MicroSolv

(Eatontown, NJ, USA).

8.3.2 Instrumentace

Z dtvodu raznych fyziologickych obsahti vody v moéi u jednotlivych vzorkt bylo
nezbytné provést standardizaci vyslednych koncentrac¢nich hladin jednotlivych
izomert HG na koncentraci kreatininu v moci [33]. Stanoveni kreatininu bylo
provedeno modifikaci metody publikované Liottou a kol. [34]. Modifikace spocivala
v pouziti normalniho davkovani namisto ptivodniho davkovani z kratkého konce
separacni kapilary. Ke stanoveni byla pouZita kapilarni elektroforéza Agilent 7100
(Agilent, Waldbronn, Némecko) vybavend DAD detektorem. Kfemennda separacni
kapilara o celkové délce 33 cm a efektivni délce 24,5 cm byla pfed prvnim pouzitim
promyta 15 minut 1 M roztokem NaOH, poté 15 minut kondiciovdna deionizovanou
vodou a nakonec 15 minut promyvana separa¢nim elektrolytem (200 mM fosfore¢nan
monosodny/200 mM octova kyselina pH 3,8). Pfed kaZzdou analyzou byla kapildra
promyta 5 minut vodou a 5 minut separa¢nim elektrolytem. Kapildra byla

termostatovana na teplotu 25 °C. Vzorek byl ddvkovan hydrodynamicky pfi tlaku
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50 mbar/5s. Detekéni vinova délka byla nastavena na 200 nm. PouZité separacni napéti
bylo +25 kV.

Pro enantioseparaci D- a L-HG bylo pouzito spojeni CE-ESI-MS/MS. VSechny
experimenty byly provadény pomoci kapildrni elektroforézy Agilent 7100 (Agilent,
Waldbronn, Némecko) on-line spojenou s hmotnostnim spektrometrem Agilent 6460
s trojitym kvadrupélovym analyzatorem a ESI iontovym zdrojem. Cést separaéni
kapilary umisténa v CE instrumentu byla termostatovana na 25 °C. Pomocna
sprejovaci kapalina byla vedena isokratickou LC pumpou Agilent 1260 a pred
vstupem do ESI nebulizéru délena délicem toku v poméru 1:100. Jako separacni
kapildra byla pouzita kapilara kovalentné pokrytd polyakrylamidem (PAA) o délce
60 cm. Pokryti PAA bylo provedeno dle postupu v dfive publikované praci [14].
Vzhledem ke kratké délce separacni kapilary byla kapilara vedena mimo DAD

detektor pfimo do iontového zdroje MS.

8.3.3 Ptiprava standarda

Standardni roztoky kreatininu o koncentraci 500 mM byly prfipraveny rozpusténim
potfebného mnozstvi kreatininu v deionizované vodé. Interni standard imidazol byl
pripraven obdobné jako 50 mM roztok. NiZsi koncentrace byly pfipraveny postupnym
fedénim standardnich roztokt 0,9 % (w/v) roztokem chloridu sodného ve vodé.
Standardni roztok obou enantiomertti HG (jako racemicka smés) byl pfipraven
rozpusténim prislusného mnozstvi jednotlivych enantiomertt HG v deionizované
vodé tak, aby vysledna koncentrace jednotlivych enantiomert byla 1,0 mmol/l.
Roztoky kalibra¢nich standardit HG byly pfipraveny postupnym fedénim racemické
smési deionizovanou vodou a byly pripraveny standardy o koncentracich 0,200; 1,0;
100,0; 250,0 a 400,0 umol/l. Ke stanoveni opakovatelnosti jednotlivych méfeni
(inter-day a intra-day) byla pouzita koncentrace 0,200 pmol/l obou enantiomerti zv1ast.
Vzorky urcené pro kontrolu kvality (QC) z hlediska pfesnosti a spravnosti metody

byly pfipraveny nasledovné: vzorek moci 1 (QC1) byl ziskdn od zdravého jedince
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(s fyziologickymi hodnotami jednotlivych enantiomert HG), vzorek 2 (QC2) byl
pripraven ze stejného vzorku moci jako v pfedchozim pifipadé spikovanim
jednotlivymi enantiomery HG na koncentra¢ni hladinu 5 pmol/l. Vzorky pro
hodnoceni vytéZnosti metody byly opét pripraveny zmoci zdravého jedince
a spikovany na koncentra¢ni hladiny 10 a 300 pumol/l kazdého enantiomeru. Neni-li

dale v textu uvedeno jinak, byla vSsechna méfeni provadéna vzdy pétkrat.

8.3.4 Priprava separacnich elektrolyti

Pro stanoveni kreatininu v moc¢i pomoci CE-DAD byl pfipraven pufr sestavajici
z 200 mM roztoku fosfore¢nanu monosodného a 200 mM octové kyseliny, jehoz pH
bylo upraveno na hodnotu 3,8 pomoci 50 % (w/v) roztoku NaOH.

Separacni elektrolyty pro CE-ESI-MS analyzy byly pfipraveny jako roztoky octové
kyseliny a mravenci kyseliny (o pfislusné studované koncentraci) rozpusténim
prislusného mnozstvi v deionizované vodé. Jednotlivé hodnoty pH (3,0; 3,5; 4,0; 4,5;
5,0; 5,5 a 6,0) byly pfipraveny titraci hydroxidem amonnym. Vankomycin chlorid byl

poté do studovanych pufra pridavan na konec.

8.3.5 Priprava realnych vzorkd moci

Vzorky moci od 10 zdravych jedincti a dvou pacientt1 trpicich nadmérnou exkreci HG
do modi byly pred tpravou a analyzou skladovany pfi -20 °C. Po rozmraZeni pri
laboratorni teploté byly jednotlivé vzorky centrifugovany pfi 5000 po dobu 5 minut.
Supernatant byl pak dale pouzit k analyze. V pfipadé stanoveni kreatininu metodou
CE-DAD byly vzorky moci 20-krat zfedény deionizovanou vodou, ktera obsahovala
0,4 mM imidazol jako interni standard. Vzorky byly promichany na vibra¢ni michacce
po dobu 1 minuty, filtrovany pomoci nylonového mikrofiltru s velikosti pora 22 um

a poté analyzovany.
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Vzorky urcené pro stanoveni enantiomertt HG byly zfedény 10-krat deionizovanou
vodou a obdobné jako v predchozim pifipadé promichany na vibraéni michacce

a filtrovany pomoci mikrofiltru. Filtraty byly poté pfimo davkovany a analyzovany.

8.4 Vysledky a diskuse

8.4.1 Optimalizace MS detekce

Prvnim krokem, ktery predchazel samotné optimalizaci enantioseparace, bylo
nalezeni vhodnych podminek pro MS detekci. Zakladni podminky detekce, ze kterych
vychazela optimalizace MS detekce, byly nasledujici: sprejovaci napéti -3,0 kV, tlak
nebuliza¢niho plynu 5 psi pfi pratoku 10 1/min a teploté 200 °C; pomocna sprejovaci
kapalina sestavala z MeOH, vody a hydroxidu amonného v poméru 50:49,5:0,5 (v/v/v)
o prutoku 4 ul/min. Jako vzorek byla pouzita racemickda smés HG o koncentraci
500 umol/l, pricemz podminky separace byly zvoleny s ohledem na pouZitou PAA
pokrytou kapilaru (EOF je eliminovan) a nasledné vyuziti VC jako CS. Separacni
elektrolyt tedy sestaval z 50 mM octanu amonného o pH 4,5 a separac¢ni napéti bylo
-20 kV, ¢imZ bylo zajisténo pH pfi némZz HG migruje jako aniont, a zaroven se jedna
o pH v rozsahu pouZzitelnosti VC pro chiralni separace.

Jako prvni detekéni méd bylo pouZito skenovani v rozsahu m/z od 70 do 400, pficemz
nejintenzivnéjsi pik ve spektru byl pik spomérem m/z 147, odpovidajici
deprotonované molekule HG ([M-HJ). Pfed optimalizaci MRM mdédu byly nejdiive
studovany ostatni parametry MS detekce s cilem ziskat co nejvyssi intenzitu signalu
analytu. Nejprve bylo studovano sloZzeni pomocné sprejovaci kapaliny a jeji priitok,
konkrétné byl hodnocen vliv organické slozky (MeOH a propan-2-olu) na intenzitu
signalu. Smési obou organickych slozek s vodou a hydroxidem amonnym byly
testovany z hlediska intenzity signdlu iontu m/z 147 a poméru signalu k Sumu
zdkladni linie. Pomocna sprejovaci kapalina obsahujici MeOH, vodu a hydroxid
amonny poskytovala fadové lepsi vysledky, a proto byla zvolena pro dalsi

optimalizaci. Koncentrace MeOH ve smési byla ménéna z25 na 50 a 75 % (v/v),
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pfi¢emz koncentrace 25 a 50 % (v/v) vedly ke sniZeni signdlu, pravdépodobné diky
negativnimu ovlivnéni desolvata¢niho procesu v iontovém zdroji. Jako nejvhodnéjsi
byla zvolena smés MeOH a vody obsahujici 50 % (v/v) MeOH. Dale byl testovan vliv
obsahu NH4+OH ve smési v koncentra¢ni fadé 0,1; 0,5 a 1,0 % (v/v). Nejlepsi citlivosti
(nejvyssi intenzity signalu a nejvyssiho poméru signdlu k Sumu zakladni linie) bylo
dosaZeno pfi pouziti 0,5 % (v/v) NH4+OH. Nejvhodnéjsi sloZzeni pomocné sprejovaci
kapaliny tedy bylo MeOH, voda a NH.OH v pomérech
50:49,5:0,5 (v/v/v). Dale byl studovan vliv priitoku pomocné sprejovaci kapaliny na
intenzitu signalu rozsahu 2 az 10 pl/min (vidy zvySenim o 2 ul/min). Nejlepsi
vysledky z hlediska intenzity signdlu a pomeéru signalu k Sumu bylo dosaZeno pri
pratoku 6 ul/min. Nizsi priitoky vedly ke zhorSené opakovatelnosti z hlediska ploch
piku analytu, vyssi priitoky pak snizovaly intenzitu signalu, pravdépodobné
zdtvodu fedéni eludtu vystupujictho ze separacni kapilary. Pratok a tlak
nebuliza¢niho plynu byly hodnoceny vrozsahu 5 az 30 l/min (vidy zvysenim
0 51/min) a tlak od 5 do 20 psi (opét vzdy zvySenim o 5 psi). Pfi pouZiti vyssich hodnot
tlaku nebuliza¢niho plynu (> 10 psi) dochazelo ke sniZeni migracniho ¢asu analytu.
Tento fakt by pfi enantioseparaci mohl negativné ovliviiovat rozliSeni jednotlivych
enantiomerti, proto byl jako optimdlni zvolen tlak 10 psi. V pfipadé pratoku
nebulizacniho plynu byla z hlediska citlivosti a opakovatelnosti migraénich cast
a jejich ploch zvolena hodnota 10 I/min. Vliv teploty nebulizacniho plynu je rovnéz
kritickym parametrem pfi spojeni CE-ESI-MS, nebot zejména termolabilni latky
mohou degradovat pri vyssich teplotach jiz viontovém zdroji, a dochdzi tak ke
zbytecnému snizeni signdlu analytti. Karboxylové kyseliny mohou pfi vyssich
teplotdch podléhat zminéné dekompozici ¢ fragmentaci viontovém zdroji
(tzv. in-source decay), proto byla optimalizace teplot provadéna peclivé v rozsahu od
100 do 300 °C a to vzdy zvysenim o 25 °C. Nizsi teploty (< 150 °C) vedly k nizké
intenzité signalu, zatimco vyssi teploty (> 200 °C) jiz pravdépodobné vedly k termické

dekompozici viontovém zdroji a proto byl signal odpovidajici deprotonované
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molekule HG vyrazné sniZen. Jako nejvhodnéjsi byla proto zvolena teplota 200 °C.
Poslednim studovanym parametrem bylo sprejovaci napéti. Obecné je znamo, Ze
negativni ionizace je nachylnéjsi k tvorbé nestabilniho elektrospreje ¢i koronovym
vybojim, proto byly testovany hodnoty od -2 do -4,5 kV (vZdy zvysSenim o -0,5 kV).
Nejvyssi intenzity signalu pfi zachovani stability sprejovani bylo dosaZeno pri pouZiti

-2,5 kV. Vsechny optimalizované parametry MS detekce jsou shrnuty v Tabulce 8.1.

Tabulka 8.1 — Parametry ESI-MS detekce

Sprejovaci napéti -2,5kV

Tlak nebuliza¢niho plynu 10 psi (1 psi = 6894,76 Pa)
Priitok nebuliza¢niho plynu 10 I/min

Teplota plynu 200 °C

Priitok pomocné sprejovaci kapaliny 6 pl/min

SloZeni pomocné sprejovaci kapaliny =~ MeOH/voda/NH4+OH
(50:49,5:0,5; v/v/v)

8.4.2 Optimalizace fragmentace v MS/MS

Citliva kvantifikace jednotlivych enantiomertt HG a jejich objektivni identifikace
pomoci ESI-MS/MS je nezbytnym parametrem pro pouziti metody v praxi, zejména
v pfipadech, kdy jsou koncentrace jednoho ¢i obou sledovanych enantionerti nizké.
Pro dosazeni citlivé detekce je tandemova hmotnostni spektrometrie vhodnd, nebot
kromé identifikace umoznuje eliminovat Sum zakladni linie (v pfipadé MRM modu),
¢imz je zvySena citlivost detekce. Optimalizace fragmentacnich prechodu HG byla
provedena skenem produktovych iontti analytu (m/z = 147) pfi koliznich energiich
0,2,5,10,15 a 20 eV. Pti fragmentaci dochdzelo zejména k logickym ztratdm, z nichz
nejintezivnéjsi byl pfechod m/z 147 -> 129 [M-H-H:0]- (Am/z 18 odpovidajici logické
ztraté vody). Tento prechod byl vzhledem k nejvyssi intenzité zvolen pro tcely
kvantifikace. Dalsi pfechody zahrnovaly pravdépodobné ztratu CO: (m/z 103), coz
odpovida iontu [M-H-COQYJ, ¢i logické ztraty jak vody tak COz2 (m/z 85) odpovidajici
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[M-H:0-COQ].. Ostatni pfechody odpovidaly iontiim o slozeni [M-H-HCOOH]
(m/z 101) a [CHsCH20] (m/z 57). Experimentalné ziskané vysledky fragmentacnich
prechodi jsou ve velmi dobré shodé s daty publikovanymi s pouzitim LC-ESI-MS/MS

[22]. Ptiklad fragmentacniho spektra HG pfi kolizni energii 10 eV je zobrazen na
Obr. 8.2.
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Obr. 8.2 Fragmentacni spektrum HG. Podminky MS/MS detekce: Uesi = -2,5 kV, tlak a priitok plynu
5 psi a 10 I/min, teplota plynu 200 °C. Kolizni energie 10 eV.

8.4.3 Optimalizace enatioseparace HG

Jak jiz bylo zminéno, fada dosud publikovanych praci se zabyva aplikaci VC jako CS
pro enantioseparaci a-hydroxykarboxylovych kyselin. Ztohoto davodu byl
predpoklad, Ze stereospecifické interakce, které VC nabizi vedouci k enantiorekognici
budou vyuzitelné i pfi enantioseparaci HG.

Separacni elektrolyt na bazi 50 mM octanu amonného o pH 4,5 byl pouzit jako
zdkladni elektrolyt pro enantioseparaci, pricemz koncentrace VC byla 25 mM.

Z dtivodu zabranéni kontaminace iontového zdroje netékavym CS byl studovan vliv
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délky zony separacniho elektrolytu sobsahem VC na rozliSeni (technika PFT).
Separacni kapilara byla vzdy 15 min promyvana pufrem bez obsahu VC a poté byla
nadavkovana zoéna elektrolytu s obsahem VC o pfislusné studované délce. Zavislost
délky zony se separacnim elektrolytem obsahujicim VC na rozliSeni jednotlivych
enantiomertt HG je zobrazen na Obr. 8.3. Z obrazku je zfejmé, Ze nejvyssiho rozliSeni
bylo dosaZeno v ptipadé, kdy celd kapildra byla vyplnéna elektrolytem obsahujicim
VC. Vysledky byly ve shodé spredpokladem, Ze ¢im del$i zona separacniho
elektrolytu s VC bude pouzita, tim vyssi bude rozliSeni [35]. Jak bylo uvedeno
v teoretické ¢asti tento pristup je oznacovan jako technika kompletniho plnéni (CTF)

[36].
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Obr. 8.3 Zavislost rozliSeni enantiomertt HG na délce zdny elektrolytu
obsahujici VC (25 mM). Podminky analyzy jsou uvedeny v textu.

Experimentalni usporfadani CFT pro enantioseparaci HG svyuzitim VC bylo
uskutecnéno tak, ze kapilara byla zcela naplnéna separaé¢nim elektrolytem s VC, a poté
byl nadavkovan vzorek. Béhem plnéni kapilary elektrolytem se selektorem byla sice
kapildra umisténa viontovém zdroji, nicméné nastaveni neumoznovalo vstup

pripadné kapaliny eluujici z kapilary dale do MS. Veskery nadbytecny elektrolyt,
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ktery by mohl zpusobit kontaminaci iontového zdroje, byl veden do odpadu
(tzv. ,to waste” mod). V priibéhu separace byl pak konec kapilary pti katodé ponoren
do roztoku elektrolytu s VC a konec kapilary pfi anodé byl umistén v iontovém zdroji
MS. Je-li pro separaci pouzita negativni (obracenad) polarita, pak dochdzi k protismérné
migraci kladné nabitého kationtu VAN* a negativné nabitych enantiomerda HG v PAA
pokryté kapilafe v kyselém separacnim elektrolytu (EOF je zanedbatelny). V tomto
usporadani (Obr. 8.4) migruje kladné nabity vankomycin smérem ke katodé a zaporné
nabité enantiomery HG smérem k anodé¢, tedy k MS detektoru. PouZzitim uvedeného
experimentalniho usporadani dochazi nejen k potfebné interakci mezi selektorem
a enantiomery HG, ale diky migraci netékavého VAN* smérem od iontového zdroje
také k prevenci jeho kontaminace. Diky protismérné migraci VAN* a enantiomertt HG

mohla byt vyuzita technika CFT.

~ | e | + Y| vsws
‘— vankomycin Dl-HG‘—>
- - 50 mM octan amonny pH 4,5 I I + » MS/MS

Obr. 8.4 Schematické znazornéni techniky CFT a protismérné migrace vankomycinu a jednotlivych
enantiomertit HG (Cervené zo6ny). [lustrace autora.

Zaroven je nutno poznamenat, Ze jak enantiomery tak VAN* migruji s vlastni
elektroforetickou mobilitou v separaénim systému a separace tak probiha
mechanismem EKC.

Pro konfirmaci, Ze nedochazi pfi pouziti CFT ke kontaminaci iontového zdroje byly
pouzity dva experimentalni pristupy. Prvni experiment spocival v naplnéni kapilary
separacnim elektrolytem s 25 mM VC a aplikaci separacniho napéti o -25 kV. Detekce
pomoci MS byla provedena v pozitivnim i negativni skenovaci médu v rozsahu

m/z od 100 do 2000. Ani v jednom prfipadé nebyly ve spektrech pozorovany zadné
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ionty, které by odpovidaly kontaminaci iontového zdroje VC, ¢i jeho addukty se
sodnymi ¢i chloridovymi ionty.

Druhy experiment spocival vnadavkovani L-HG (50 mg/l) a jeho separaci
v 50 mM octanu amonném o pH 4,5 bez pfidavku VC. Nasledné byl pro separaci
L-HG pouZit elektrolyt s obsahem 25 mM VC. Byly porovnany plochy pikti ziskané
obéma experimenty, pficemz rozdil jejich ploch vyjadfeny jako RSD byl mensi nez 8 %
(n =10). RovnéZ tyto vysledky prokazaly, Ze pfi pouZiti zvolenych experimentalnich
podminek separace nedochdazi ke kontaminaci iontového zdroje pouzitym CS. Metoda
CFT byla tedy déle pouzita pro optimalizaci dal$ich parametr(i enantioseparace HG.
Dalsi krok spocival ve studiu vlivu sloZeni, koncentrace a pH separac¢niho elektrolytu
na rozliSeni enantiomerta HG. Jak jiZ bylo zminéno v teroretické casti prace, je pro
spojeni CE-ESI-MS nezbytné pouZziti tékavych elektrolytt. V tomto pripadé byl kromé
uvedeného octanu amonného testovan také 50 mM mravencan amonny o pH 4,5
s pfidavkem 25 mM VC. Separacni elektrolyt na bazi mravencanu amonného vsak
poskytoval nizsi rozliSeni jednotlivych enantiomerti, pfi¢emz také doslo k poklesu
ucinnosti pikt enantiomertt HG. Pro dalsi ¢ast optimalizace byl tedy zvolen 50 mM
octan amonny a studovan byl dale vliv pH na rozliSeni enantiomertt HG. Je na misté
zminit, Ze rozsah pH, které jsou pouzitelné v ptipadé VC je pomérné tizky, nebot VC
musi byt ve zvoleném pH kladné nabity a zaroven separované enantiomery HG musi
naopak nést zaporny naboj. Vzhledem k tomu, Ze HG je relativné slaba dikarboxylova
kyselina s hodnotami pK. 3,28 a 4,16 [37], slabé kysely separacni elektrolyt umozZnuje
disociaci enantiomert HG a zaroven protonizaci pozitivné nabitych iontt
vankomycinu. Vliv pH na rozliSeni enantiomerd HG byl tedy testovan v rozsahu
3,0 az 6,0 s VC o koncentraci 25 mM. Nejvyssiho rozliseni a také symetrie (As) pikli
enantiomert (As = b/a, pficemz a je vzdalenost mezi kolmici na zakladni linii, ktera je
vedena v maximu piku a predni (frontujici) hranou piku v jeho 10 % vysky a b je

vzdalenost mezi kolmici v maximu piku a zadni (chvostujici) hranou piku, opét v jeho

131



10 % vysky) bylo dosaZeno pfi pouziti 50 mM octanu amonného o pH 4,5. Zavislost

rozliSeni enantiomerti HG na pH separac¢niho elektrolytu je zobrazena na Obr. 8.5.
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Obr. 8.5 Zavislost rozliseni HG na pH v 50 mM octanu amonného s pfidavkem 25 mM VC.

Dtlezitym parametrem, ktery ovliviiuje enantioseparaci je koncentrace CS. V tomto
pripadé bylo studovano koncentracni rozmezi VC v separacnim elektrolytu od 10 do
35 mM. Nejlepsiho rozliSeni bylo dosaZeni pri koncentraci 25 mM VC s pouzitim
metody CFT. Migracni ¢asy jednotlivych enantiomerti se zvySovaly se zvysujici se

koncentraci VC a maximalniho rozliSeni bylo dosazeno pti 25 mM VC (Obr. 8.6).
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Obr. 8.6 Zavislost rozliseni HG na koncentraci VC v separa¢nim elektrolytu na bazi
50 mM octanu amonného pH 4,5.
Poslednim studovanym parametrem byla koncentrace octové kyseliny (v rozmezi od
10 do 100 mM) v acetatu amonném pH 4,5. Nizké koncentrace acetatu v elektrolytu
zpusobovaly zhorSeni symetrie pikti, vyssi naopak vysoky separacni proud. Jako
nejvhodnéjsi separacni elektrolyt byl proto zvolen 50 mM octan amonny o pH 4,5.
Separace modelové racemické smési HG za pouziti optimalizovanych podminek a SIM
detekéniho modu MS je zobrazena na Obr. 8.7. Konecné podminky enantioseparace

HG jsou pro prehlednost shrnuty v Tabulce 8.2.
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Obr. 8.7 Elektroferogram SIM zaznamu enantioseparace racemické smési HG (50 pmol/l). Podminky

separace jsou shrnuty v Tabulce 9.2.

Tabulka 8.2 — Shrnuti optimalizovanych parametrti CE-ESI-MS/MS enantioseparace HG

Sprejovaci napéti

Tlak nebuliza¢niho plynu
Priitok nebuliza¢niho plynu
Teplota plynu

Priitok pomocné kapaliny

SloZeni pomocné kapaliny

Separacni elektrolyt

Separacni elektrolyt pouzity pfi
metodé CFT

Separacni kapildra

Davkovani

Separacni napéti

Kolizni energie pfi MRM modu
SRM pro kvantifikaci D,L-HG

SRM pro identifikaci D,L-HG

-2,5kV

10 psi (1 psi = 6894,76 Pa)
10 1/min

200 °C

6 ul/min

MeOH/voda/hydroxid amonny
(50:49,5:0,5; v/v/V)

50 mM octan amonny pH 4,5

50 mM octan amonny pH 4,5 s pfidavkem
25 mM VC

Kovalentné pokryta polyakrylamidem, vnitiniho
primeéru 50 um a celkové délky 60 cm

100 mbar/15s

-25kV

10 eV

m/z 147 [M-H]- -> m/z 129 [M-H-H-0]

m/z 147 [M-H]- > m/z 101 [M-H-H20]- -> m/z 85
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8.5 Caste¢na validace metody

Validace metody byla provedena podle pozadavkii ICH [38]. Sest kalibra¢nich
standardt o koncentrac¢nich hladindch od 0,130 do 400 umol/l jednotlivych
enantiomert. HG byly pouZity pro meéfeni kalibracnich zavilosti (Sestibodova
kalibra¢ni krivka, kazdy z bodi méfen pétkrat). K vyhodnoceni kalibracnich kfivek
bylo pouZito linearni regrese a metody nejmensich ctvercu. Jako pfijatelné kritérium
byla zvolena hodnota korelacniho koeficientu kalibracnich kfivek vétsi nez 0,9990.
Limity detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) byly vypocitany pomoci poméru signalu
k Sumu (S/N), kdy pro LOD byla hodnota S/N = 3 a pro LOQ pak S/N = 10.
Opakovatelnosti vyjadfené jako RSD ploch pikii a migrac¢nich cast (intra-day a inter-
day) byly vypocteny zjednotlivych méfeni (koncentrace kazdého enantiomeru byla
0,200 pumol/l), pficemz intra-day opakovatelnost zahrnovala deset méfeni a inter-day
opakovatelnost zahrnovala Sest méfeni v péti po sobé jdoucich dnech. Zakladni

valida¢ni parametry jsou shrnuty v Tabulce 8.3.

Tabulka 8.3 — Zakladni valida¢ni parametry metody

Parametr L-HG D-HG

Kalibraéni kfivka y = (163,91 +0,90)x + (1,534 + 0,09) y = (199,99 +0,73)x + (10,48 = 0,01)
Koeficient determinace R? 0,99994 0,99993

LOD [nmol/1]2 31,0 38,0

LOQ [nmol/1]® 103,0 127,0

RSD opakovatelnosti migracnich castt 4,24 478

(intra-day) [%]°

RSD opakovatelnosti ploch pikii 5,71 6,03
(intra-day) [%]°

RSD opakovatelnosti migracnich castt 7,34 7,65
(inter-day) [%]4

RSD opakovatelnosti ploch pikii 10,23 11,10
(inter-day) [%]4

a2 Vyjadfeno jako S/N =3
b Vyjadfeno jako S/N =10
an=10

an=30
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Pro evaluaci pfesnosti a spravnosti metody byly analyzovany QC1 a QC2 vzorky.
Jejich pfiprava je uvedena v kapitole 8.3.3. Kazdy QC vzorek byl analyzovan
v dubletech v pribéhu Sesti nasledujicich dni. Spravnost byla vyhodnocena jako
vytéZnosti obou enantiomertt HG v QC2 vzorku. Pfesnost byla hodnocena jako
hodnota RSD opakovaného stanoveni enantiomertt HG v obou QC vzorcich. Presnost

a spravnost metody byla nizsi nez 10 %. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 8.4.

Tabulka 8.4 — Spravnost a presnost metody (1 = 6)

Primér RSD Vytéznost
[umol/1] [%] [%]

L-HG

QC1- 7,65 5,12 -

QC2b 12,54 3,03 97,8

D-HG

QcC1 9,11 6,10 -

QC2 13,96 4,96 97,0

2Vzorek modi 1 (QC1) byl ziskan od zdravého jedince (s fyziologickymi hodnotami
jednotlivych enantiomertt),

bvzorek 2 (QC2) byl pfipraven ze stejného vzorku moci jako v pfedchozim piipadé
spikovanim jednotlivymi enantiomery HG na koncentra¢ni hladinu 5 pmol/l.

8.5.1 Matricni efekty

Pro hodnoceni vlivu matrice mo¢i byly stanoveny vytéznosti obou enantiomertt HG
(koncentra¢ni hladiny 10 pmol/l a 300 pmol/l pro kazdy enantiomer) v Sesti vzorcich
moci. Ziskané hodnoty vytéznosti se pohybovaly mezi 90 az 110 % pro oba
enantiomery HG (Tabulka 8.5). Z uvedenych vysledkii plyne, Ze stanoveni hladiny
obou enantiomertt HG, neni potencialnimi rozdily jednotlivych vzorkti moci

vyznamné ovlivnéno.
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Tabulka 8.5 — Vytéznosti L- and D-HG pro koncentrace 10 a 300 pmol/l
v Sesti rozdilnych vzorcich moci

Enantiomer Vytéznost RSD (%)
L-HG

10 pmol/1 9,65 1,33

300 pmol/1 299,07 0,81
D-HG

10 pmol/1 9,04 1,41

300 umol/1 298,41 1,51

8.6 Analyza redlnych vzorka

Vyvinutd metoda EKC-ESI-MS/MS enantioseparace HG byla aplikovdna na dva redlné
vzorky moci ziskané od détskych pacientti trpicich abnormalni exkreci HG do moci.
Stejné tak byla metoda aplikovana na vzorky modi zdravych jedincti s béznymi
tyziologickymi hladinami HG v mo¢i. Vzorky byly pfipraveny tak, jak je uvedeno
v casti 8.3.5. VevsSech vzorcich moc¢i pacientt byly pomoci vyvinuté metody
identifikovany a stanoveny hladiny jednotlivych enantiomert HG. Ziskané vysledky
jsou shrnuty v Tabulce 8.6. Vysledky byly vztazeny na hodnotu zméfené koncentrace

kreatininu.

Tabulka 8.6 Vysledky stanoveni D,L-HG v redlnych vzorcich moci

Pacient L-HG (mmol/mol kreatininu) D-HG (mmol/mol kreatininu)
Zdravy jedinec (primér) 1,30 - 15,78 (8,13) 2,21 - 10,52 (6,34)

Détsky pacient (1) 1,13+0,42 104,5+£2,1

Détsky pacient (2) 2,01 £0,38 2200,0 £12,6

a Koncentrace L-HG a D-HG ve vzorcich moci vyjadfené jako nalezené koncentra¢ni rozmezi
s prumérnou hodnotou uvedenou v zavorce (1 = 10).

b —
n=>5
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Vysledky stanoveni enantiomert HG v realnych vzorcich moci dobfe koresponduji
s dosud publikovanymi hodnotami a to jak z hlediska koncentraci enantiomert HG
v pfipadé zdravych jedincti, tak v rovnéz v pfipadé pacienti se zvysenou exkreci
nékterého zenantiomert L-HG a D-HG. Publikovand koncentraéni rozmezi
enantiomertt HG v moc¢i u zdravych jedincti jsou 1,3 - 19,0 mmol/mol kreatininu pro
L-HG a 2,8 - 17,0 mmol/mol kreatininu pro b-HG [5]. Uvedené vysledky u obou
détskych pacientti indikuji D-HGA, diky vysokym nalezenym koncentracim D-HG ve
vzorcich moci. Zjistény typ hydroxyglutarové acidurie byl dale potvrzen dal$imi
diagnostickymi nastroji ve Fakultni nemocnici Olomouc.

Priklad SRM elektroferogramu separace moci zdravého jedince a pacienta, trpiciho

D-HGA je uveden na Obr. 8.7A a B.
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Obr. 8.7 Rekonstruovany SRM elektroferogram analyzy moci zdravého jedince (A) a pacienta
s abnormalni exkreci L-HG (B). Podminky méfeni jsou uvedeny v Tabulce 8.2.

8.7 Zavér

Vyvinutd metoda enantioseparace D,L-2-hydroxyglutarové kyseliny pomoci EKC-ESI-
MS/MS  je  prvni  publikovanou  metodou = pfimé  enantioseparace
D,L-2-hydroxyglutarové kyseliny bez nutnosti derivatiza¢niho kroku. Vankomycin
chlorid v mirné kyselém separa¢nim elektrolytu poskytuje dostate¢né rozliSeni

enantiomert 2-hydroxyglutarové kyseliny pro jejich spolehlivou identifikaci
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a kvantifikaci spomoci ESI-MS/MS. Technika kompletniho plnéni kapilary
elektrolytem s vankomycinem je vhodnym experimentalnim pfistupem pro dosazeni
potifebného rozliSeni. Pfi enantioseparaci bylo s vyhodou vyuzito Sirokého spektra
stereoselektivnich interakci, ktery nabizi kladné nabity vankomycin (zejména tvorby
vodikovych vazeb, interakce dipodl-dipol, van der Waalsovy sily a Coulombické
interakce). Zejména Coulombické interakce hraji stézejni roli pri dosaZeni vysokého
rozliSeni enantiomert D,L-2-hydroxyglutarové kyseliny (Rs = 2,5) prostfednictvim
protismérné migrace navzdjem opacné nabitého selektoru a separovanych
enantiomert. Enantioseparace D,L-2-hydroxyglutarové kyseliny tak probiha
mechanismem elektrokinetické chromatografie.

Vyvinutd metoda byla validovana a nasledné byla aplikovand na analyzu dvou
realnych vzorkii modéi détskych pacientd trpcich abnormdlni exkreci
2-hydroxyglutarové kyseliny. U obou vzorki mo¢i byla s pomoci vyvinuté metody
diagnostikovana D-hydroxyglutarova acidurie. Zjisténa diagnéza byla nasledné
potvrzena dalsSimi diagnostickymi nastroji ve Fakultni nemocnici Olomouc. Navic
klinické projevy u obou pacienti odpovidaji popsanym projeviim pro

D-2-hydroxyglutarovou acidurii.
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Cile disertacni prace

Disertacni prace se zabyva novymi pfistupy pro separaci nékolika skupin

latek pro forenzni a klinické ucely s pomoci spojeni EKC-ESI-MS/MS. Cile

disertacni prace Ize shrnout do nasledujicich okruhti:

L. Vyvoj a aplikace novych metod EKC-ESI-MS/MS pro toxikologickou analyjzu

novych syntetickyjch drog.

(¥

(i)

Vyuziti  perfluorooktanové kyseliny jako separa¢niho
elektrolytu pro analyzu syntetickych derivati kathinonu
pomoci micelarni elektrokinetické chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (MEKC-ESI-MS/MS).
Aplikace vyvinuté metody pro analyzu biologickych vzorki za
ucelem objektivni  diagnostiky —intoxikace syntetickymi
kathinony.

Studium perfluoroheptanové kyseliny jako tékavého tenzidu
pro separaci novych syntetickych drog ze skupiny syntetickych
kanabinoidi metodou MEKC-ESI-MS/MS. Aplikace vyvinuté
metody pro analyzu biologickych vzorkl za ti¢elem objektivni

diagnostiky intoxikace syntetickymi kanabinoidy.

II. Vyvoj a aplikace metody EKC-ESI-MS/MS pro analyzu chirdlnich metabolitii

v klinické analyze.

(ii)

Enantioseparace D,L-2-hydroxyglutarové kyseliny s vyuzitim
vankomycin chloridu jako chiralniho selektoru metodou EKC-
ESI-MS/MS pro objektivni diagnézu hydroxyglutarovych
acidurii. Aplikace vyvinuté metody pro analyzu redlnych

vzorkl pacientti.



1. Analyza syntetickych derivati kathinonu pomoci MEKC-ESI-
MS/MS

Soucasna situace v oblasti omamnych a psychotropnich latek (OPL), zejména
diky stale se zvysujicimu poctu odhalenych vyrobct ¢i distributort klasickych
znamych drog, vede krozsifovani ,nahrazek” drog ¢ tzv. novych
syntetickych drog (NSD). Strukturou ¢i tcinkem jsou tyto NSD podobné
nelegdlnim drogam, nejsou vSak casto uvedeny na seznamu OPL (vétsinou se
jedna o latky odvozené od kontrolovanych drog s ptivodem v Asii). Mezi léty
2007 — 2014 se vyrazné zvysil pocet jednotlivych zachytti i celkového mnoZzstvi
zajisténych NSD [1-3]. Derivaty jiz existujicich ilegalnich latek se tedy na
cerném trhu vyskytuji de facto jako latky legalni. Vyrobci a distributoii je
uzivatelim Casto nabizeji prostfednictvim tzv. sbératelskych predméti, ¢i je
nabizeji v kamennych i internetovych , Amsterdam shopech” jako legalni
nahrazky drog (legal highs Ci bath salts).

Jednou ze skupin drog patfici mezi NSD jsou derivaty kathinonu (KAT). Jde
o latky, které jsou distribuovany jako nahrazky navykovych latek namisto
budivych aminti [4,5]. Jedna se tedy o latky strukturné podobné latkam
amfetaminového typu (fenylethylaminy). Vzhledem k tomu, Ze se tyto latky
vyskytuji nové na ilegalni drogové scéné a jejich toxicita neni dostatecné
prozkoumana, mohou zptsobit fadu nepredvidatelnych a zavaznych
zdravotnich komplikaci, jak pfi tmyslném, ¢i nadhodném uziti [6]. Mezi
zdravotni komplikace spojené se zneuzivanim KAT patfi zejména srdecni
selhani, bolest na hrudi, nuceni na zvraceni, zména vnimani barev, zkraceni
dechu, mydriaza, halucinace a deprese. Pro v¢asnou terapii pfi intoxikaci KAT
je nutné znat jak konkrétni latku, kterda byla uzita tak i jeji koncentraci
v biologickych materialech. Z tohoto diivodu je nutné disponovat rychlymi

a predevSim citlivymi analytickymi metodami pro pfipad forenzni



a toxikologické analyzy zaméfenou na prikaz a stanoveni KAT. Existuje
Siroka rada strukturné podobnych latek patficich do skupiny KAT. Struktury
studovanych KAT jsou zobrazeny na Obr. 1.1. Uvedené KAT byly vybrany

jako nejcastéji se vyskytujici KAT na drogové scéné v EU.

Mazev R R: Rs Ry
(o] R Kathinon H H H H
I Bufedron H Me H  Me
Mafedran 4-Me H H Me
N 4-MEC 4-Ma H H &
.y Methedron 4-MeO H H Me
R4 3FMC H H  Me
R 4-FMC 4.F H H  Me
1 Ethylon 3.4-methylendiony H H &
Methylan 3 4-methylendioxy H H  Me
Efedron H H H  Me
R MDPV 34 Et i

Nafyron B-na‘lyl-:mié:a benzencvéno jadra) gt Pym:llidln;'i

Obr. 1.1 Schéma chemickych struktur studovanych KAT.

Vzhledem k podobnym fyzikdlné-chemickym vlastnostem KAT (blizké
hodnoty pKa, resp. elektroforetické mobility, pKa je v rozmezi 7,1 az 8,5) nelze
v tékavych elektrolytech (na bazi octanu, mravencanu ¢i hydrogenuhlicitanu
amonného nejastéji vyuzivanych pro CZE-ESI-MS), docilit separace vétsiho
poctu latek z této skupiny najednou. Rozmezi hodnot pKa studovanych KAT je
od 7,1 do 8,5.

Z uvedenych dtivodii byla pro separaci vybranych KAT zvolena metoda
MEKC-ESI-MS/MS, kdy micelarni fazi tvoii tékavy perfluorovany tenzid.
Ta umoznuje lepsi separaci uvedenych latek zejména z hlediska selektivity
a v piipadé pouziti tékavych tenzidh je rovnéz kompatibilni s ESI ionizaci. Pro

Ucely rychlé toxikologické analyzy je metoda castecného plnéni (PFT)

Perfluorované tenzidy jsou diky své volatilité kompatibilni s ESI-MS
a nezpusobuji kontaminaci iontového zdroje. Byly studovany razné
koncentrace PFOA (40 — 120 mM) s konstantni koncentraci NH+OH (200 mM)

s vyuzitim CE-DAD instrumetace. Vy38i koncentrace NH«OH byla zvolena



z divodu potieby dostatecné vysoké elektroosmotické mobility, kdy pH vSech
separacnich elektrolytd bylo pfiblizné 9. NaObr. 1.2 jsou zobrazeny
chromatogramy separace vSech studovanych KAT pfi zvolenych
koncentracich PFOA. Z chromatogramu je patrné, Ze koncentrace mensi nez
100 mM PFOA v elektrolytu nevedou k dostate¢nému rozliseni. Naopak vyssi
koncentrace PFOA (120 mM) zptsobuji zbytecné velké rozliSeni spojené se
ztratou ucinnosti. Jako nejvhodnéjsi elektrolyt pro dalsi optimalizaci byla
proto zvolena kombinace 100 mM PFOA s200 mM NH:OH, ktera
poskytovala jak nejlepsi rozliSeni, tak zaroven nizsi hodnotu a stabilitu
separacniho proudu (~ 35 HA, pro kapilaru celkové délky 48,5 cm o vnitfnim

praméru 50 pm).
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Obr. 1.2 Chromatogramy MEKC-DAD separace kathinonti (50 mg/1) s vyuzitim PFOA
a konstantni koncentraci NH+OH (200 mM). Podminky separace: U =+12 kV,
davkovani 100 mbar/5s, detekéni vinova délka 214 nm, celkova délka kapilary 48,5 cm,
efektivni délka kapilary 40 cm, vnitini primér 50 pm.

Z uvedenych vysledki plyne, Ze elektrolyt na bazi PFOA/NH1+OH umoznuje
uskutecnit separaci studovanych KAT s vyuzitim mechanismu MEKC. PFOA,
pripadné dalsi soli PFOA (Li*, Na*, K* ¢i NH4*) maji hodnotu CMC v rozmezi

2,8 az 10,6 mmol/l [7]. Uvedené hodnoty CMC jsou tedy vyrazné nizsi nez je



celkova koncentrace PFOA v pouZzitych elektrolytech. PFOA je ve smési
s NH4OH plné disociovana, takze vtomto pfipadé PFOA tvofi negativné
nabité micely. Studované KAT v tomto pfipadé nesou ¢astecné kladny naboj,
takZe separace KAT probihd jak na zdkladé chromatografického mechanismu
(rozdélovani KAT mezi micely PFOA a okolni elektrolyt), tak na zakladé
elektroforetického mechanismu (vlastni migrace astecné protonizovanych
studovanych KAT). Jejich vysledné retencni poradi tedy odrazi jak vlastni
rozdélovani KAT mezi micely PFOA a vodny elektrolyt tak jejich vlastni
elektroforetickou migraci. Pro transfer vyvinuté CE-DAD metody byl tedy
zvolen separacni elektrolyt o 100 mM koncentraci PFOA a 200 mM koncentraci
NH4OH.

Podminky separace ziskané vyvojem metody pomoci CE-DAD byly pouZity
pro spojeni MEKC s hmotnostni spektrometrii. Vzhledem k charakteru spojeni
MEKC a ESI-MS/MS v3ak bylo nezbytné upravit nékteré parametry separace
tak, aby mohlo byt spojeni s MS detekci realizovano. I pfesto, ze separace KAT
pomoci MEKC vedla kpodstatnému zlepSeni selektivity a rozliSeni,
nepodafilo se rozseparovat vSechny studované analyty ani s vyuZzitim delsi
separacni kapilary v pifipadé MEKC-ESI-MS. Kritickym parem pfi separaci
smési KAT byla dvojice polohovych izomert 3-FMC a 4-FMC, které se lisi
pouze polohou atomu fluoru na aromatickém jadre. V pouZzitém separacnim
elektrolytu (100 mM PFOA ve smési s200 mM NHsOH ve vodé) byla
diference jejich efektivnich mobilit nulova.

Nejlepsiho rozliSeni a tedy i separace bylo dosaZeno pfidavkem 2-propanolu
do pracovniho elektrolytu. Pro naslednou optimalizaci ESI-MS/MS detekce byl
tedy pouzit separacni elektrolyt na bazi 100 mM PFOA, 200 mM NH:OH
s piidavkem 25% (v/v) propan-2-olu. Chromatogram separace

smési studovanych KAT v uvedeném elektrolytu je na Obr. 1.3.
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Obr. 1.3 Rekonstruovany SRM chromatogram separace studovanych KAT.
100 mM PFOA, 200 mM NHsOH s pfidavkem 2,5 % (v/v) propan-2-olu, U = +22 kV,
davkovani 100 mbar/8s, pomocna kapalina MeOH/HO/HCOOH (50:49.5:0.5, v/v),
pritok pomocné kapaliny 4 pl/min, Uesi =+ 3,5kV, T =200 °C, 5 psi, 10 1/min.

Ostatni parametry MS detekce byly optimalizovany postupné a jsou shrnuty
v Tabulce 1.1.

Tabulka 1.1 — Parametry MS detekce

Sprejovaci napéti +3,5kV

Tlak nebuliza¢niho plynu 5 psi (1 psi =6894.76 Pa)
Pratok nebuliza¢niho plynu 10 I/min

Teplota plynu 185 °C

Pratok pomocné kapaliny 4 ul/min

MeOH/voda/kyselina mravenci

Slozeni pomocné kapaliny (50:49,5:0,5; v/v/)

Detekéni mod SRM

Fragmentacni spektra byla ziskana méfenim produktovych iontit pfimym

nastiikem standardu dané latky o koncentraci 10 mg/l ve vodé. Pfi méfeni



byla pouzita kolizni energie 2, 5, 10 a 15 eV a ze ziskanych spekter
produktovych iontt byly vybrany nejintenzivnéjsi fragmentacni prechody,
jejichz kolizni energie byla dale optimalizovana pro tucely kvantitativni
i kvalitativni analyzy. Fragmentacni piechody spolu s nejvhodnéjsi kolizni

energii jsou uvedeny v Tabulce 1.2.

Tabulka 1.2 — Fragmentacni pfechody studovanych KAT

Kolizni
Nazev M: Pirzlljl;;/z[ig]‘j},, Prodl(xZ;(z);}'r on e:ergie
[eV]
Kathinon 149,20 150,20 117,133 15
3-FMC 181,21 182,21 164, 149 15
Efedron 164,21 164,21 146, 131 15
Flefedron 181,21 182,21 164, 149 5
Methylon 207,22 208,22 160, 190 15
Bufedron 177,24 178,24 160, 131, 145, 91 5
Ethylon 221,25 222,25 174,72, 204 15
Methedron 193,24 194,24 176, 145, 161 5
Mefedron 177,24 178,24 145, 119, 160 15
4-MMethylethkathinon 192,27 192,27 174,119, 146 15
MDPV 275,35 276,35 205, 126, 175 15
Nafyron 281,39 282,39 141, 126, 211 15

aPodtrzené produktové ionty s nejvyssi intenzitou byly pouzity pro ucely
kvantitativni analyzy.
Ostatni produktové ionty slouZily k identifikaci analytt.

Vyvinuta MEKC-ESI-MS/MS metoda byla ¢astecné validovana pro potteby
potencidlni aplikace ve forenzni ¢i klinické toxikologii pro analyzu moci.
Vzhledem ktomu, Ze ocekavané koncentra¢ni hladiny studovanych KAT

v moci jsou velice nizké (fadové desitky az stovky ng/ml) je nutné pied vlastni



MEKC-ESI-MS/MS analyzu zafadit prekoncentracni krok — v tomto pfipadé
extrakci pevnou fazi (SPE).

Hodnocené validaéni parametry zahrnovaly linearitu metody, spravnost,
presnost vyjadfenou jako opakovatelnost retencnich casti a ploch piki
jednotlivych analytti, limity detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ), vytéznost
SPE extrakce a matri¢ni efekt. Linedrni dynamicky rozsah a kalibracni
zavislosti byly testovany na koncentracnich hladinach 10 — 5000 ng/ml
(6 koncentracnich hladin), pficemz kazdy kalibracni bod byl méfen pétkrat.
Prislusné rovnice kalibracnich kfivek a jejich korelacni koeficienty byly
vypocitany pomoci metody nejmensich ¢tvercti. LOD a LOQ byly vypocitany
zrovnic kalibracnich kfivek pomoci statistického softwaru QC.Expert 3.3
(TriloByte, Pardubice) s pouzitim metodologie dle ISO (ISO 11843-2:2000) [8].
Obvykla metoda vypoctu LOD a LOQ zaloZena na poméru signalu k Sumu
zakladni linie nebyla pro pfipad detekce pomoci SRM moédu vhodna, nebot ze
samotné podstaty selektivniho méfeni byl Sum zakladni linie zanedbatelny [9].
Rovnice kalibracnich zavislosti, korelacni koeficienty a hodnoty LOD
a LOQ po SPE extrakci pro jednotlivé studované KAT jsou uvedeny v Tabulce
1.3. Presnost vyvinuté metody byla vyjadfena jako procentualni vytéznost
mezi méfenou a teoretickou hodnotou koncentrace jednotlivych KAT (1 = 5).
Spravnost (intra-day a inter-day) byla vyjadiena jako hodnota opakovatelnosti
vytéZnosti pro pét opakovanych méfeni vjednom dni pro vybranou
koncentracni hladinu (intra-day) a pro jednotliva opakovana méfeni v péti po

sobé jdoucich dnech (intra-day).



Tabulka 1.3 — Validacni parametry vyvinuté metody (¢ast 1).

Regresni kiivka Korelaéni LOD LOQ

Analyt (y=ax+Db) koeficient [ng/ml] [ng/mL]
Smérnice Posunuti

Kathinon 145,52 18,42 0,9753 67 99
Efedron 492,05 109,44 0,9922 37 55
Bufedron 942,26 278,08 0,9859 49 73
Mefedron 1502,90 475,18 0,9867 19 26
3-FMC 831,46 159,06 0,9932 10 13
Flefedron 1155,20 226,02 0,9933 30 43
4-methylethkathinon 776,25 241,25 0,9897 43 63
Methedron 624,12 173,28 0,9815 16 23
Methylon 2082,20 229,68 0,9920 64 86
Ethylon 1981,20 369,94 0,9880 78 106
MDPV 1348,60 331,50 0,9875 12 26
Nafyron 2529,30 316,55 0,9956 47 64

Pro zjisténi matri¢niho efektu byla provedena SPE extrakce vzork(i moci bez
obsahu studovanych latek a poté byly tyto extrakty fortifikovany vsemi
studovanymi KAT na koncentracni hladiny 120, 250 a 500 ng/ml. Takto
pripravené vzorky byly analyzovany vyvinutou metodou a vysledné plochy
piki byly porovnany s plochami pikt ziskanych pfi analyze Cistych standardi
o stejnych koncentracich. Relativni matricni efekt byl pro vSechny studované
KAT mensi nez 12 %.

Vytéznost SPE extrakce byla pocitdna z porovnani ploch pro jednotlivé
studované KAT po SPE extrakci a ploch pro jednotlivé studované KAT pred
SPE extrakci na stejné koncentra¢ni hladiné (300 ng/ml). Hodnoty vytéznosti
jsou spolu sdals$im validacnimi parametry, jako je spravnost, presnost

a opakovatelnosti retencnich ¢asti studovanych KAT uvedeny v Tabulce 1.4.

10



Tabulka 1.4 - Valida¢ni parametry vyvinuté metody (¢ast 2.)

Analyt tr Vytéznost  Vytéz- Sprav- Intra  Inter-day
RSD [%] nost nost -day RSD
[%] [%]° [%]e RSD [%]¢
[%]4
Kathinon 1,71 77,5+5,3 84,4 + 92 2,3 47
19
3-FMC 1,68 34,0+11,0 56,3 + 95 2,2 4,7
57
Efedron 1,79 85,5+13,9 97,6 + 101 1,6 6,1
12,8
Flefedron 1,73 63,2+11,0 83,9 + 92 3,1 6,8
10,5
Methylon 1,80 87,0+6,8 99,7 + 100 31 53
10,2
Bufedron 1,67 65,0+7,8 77,4 + 93 31 58
11,7
Ethylon 1,63 84,3+9,5 92,3 + 99 2,7 6,1
6,0
Methedron 1,70 137,0 £ 153,3 + 94 3,3 4,1
11,0 8,2
Mefedron 1,55 84,4+1,9 110,6 = 92 3,1 53
7,8
4-Methyleth- 1,42 126,4 + 144,6 = 99 3,0 3,8
kathinon 13,0 4,8
MDPV 1,00 39,5+2,00 37,6 + 96 3,2 52
1,0
Nafyron 0,91 25,5+ 6,40 28,7 + 97 2,8 4,6
0,8

2Hodnoty vytéznosti byly stanoveny na koncentra¢ni hladiné 300 ng/ml
primym srovnanim ploch

pikit po extrakci moci a ploch pikii standardti.

®Hodnoty vytéznosti byly stanoveny na koncentra¢ni hladiné 300 ng/ml
primym srovnanim ploch

pikii po extrakci z vody a ploch pikii standardii.

cn=>5

dn=25

Vyvinuta MEKC-ESI-MS/MS metoda extrakce, separace, identifikace
a kvantifikace studovanych KAT byl aplikovana na analyzu modelového
spikovaného vzorku modi. Skutecny redlny vzorek nebyl v dobé publikace

vyvinuté metody dostupny. S vyuzitim popsaného SPE extrakéniho postupu

11



byla provedena analyza

slepého vzorku moéi a spikované modi.

Chromatogramy slepého i spikovaného vzorku moci jsou zobrazeny na Obr.

1.4.
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Obr. 1.4 Rekonstruované MRM chromatogramy MEKC-ESI-MS/MS analyzy slepého
vzorku moci (A.) a spikovaného vzorku mo¢i (B.) na koncentra¢ni tirovni 300 ng/ml

po SPE extrakci.

Prezentovand metoda MEKC-ESI-MS/MS separace dvanacti KAT, latek

spadajicich do oblasti NSD, byla aplikovana na analyzu spikovaného vzorku

mo¢i pro demonstraci potencidlni vyuZitelnosti metody pro forenzni

a klinicko-toxikologické tcely. PFOA byla vyuzita jako micelarni slozka

pracovniho elektrolytu, takZe separace studovanych KAT probihala s pomoci

mechanismu MEKC. Vyuzitim PFOA pro separace KAT byla vyfesena
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nedostatecna selektivita CZE separace KAT s pouzitim tékavych elektrolyti
na bazi mravencanu ¢i octanu amonného. PFOA tvofi pfi pouzité koncentraci
(100 mM) negativné nabité micely, které svymi vlastnostmi nahrazuji netékavé
tenzidy (zejména SDS), které pro spojeni MEKC-ESI-MS/MS bez vyuZziti
metody PFT nejsou vhodné. Kontinudlni elektrolytovy systém, kdy je slozeni
pracovniho elektrolytu stejné ve vstupni (inlet) vialce i vcelé separa¢ni
kapilafe je experimentalné nendro¢ny a vhodny pro screeningové analyzy.
PFOA jakozto tékavy tenzid nezpiisobuje vyznamné potlaceni odezvy
detekovanych KAT ani kontaminaci iontového zdroje. Vyuziti MS/MS pak
umoziiuje spolehlivou identifikaci jednotlivych KAT v biologickém materidlu.
Dosazené hodnoty LOD po SPE extrakci KAT zmoci jsou srovnatelné
s publikovanyma metoddm GC-MS analyzy KAT, kdy je ovSem nutna
derivatizace.

Metodu lze samoziejmé vyuzit i pro separaci a identifikaci KAT
v zachycenych vzorcich (tablety, prasky, psanicka, apod.) distribuovanych
drog na drogové scéng, a stejné tak i v jinych typech biologického materialu.
Vysledky obsazeny v této praci byly publikovany v ¢asopise Journal of
Chromatography A [10].
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2. Objektivni diagnostika intoxikace vybranymi SC pomoci

MEKC-ESI-MS/MS

Syntetické kanabinoidy (SC) jsou dalsi z rozsifujicich se skupin syntetickych
halucinogend, které ackoli maji podobné fyziologické ti¢inky na organismus,
jsou strukturné zcela odliSné od pfirodnich kanabinoidt [11]. Znac¢né
mnozstvi dodnes popsanych SC, z nichz fada je strukturné podobnych, stézuje
jejich identifikaci pfi toxikologické a forenzni analyze. Do jisté miry
neprostudovany metabolismus a farmakokinetika nékterych SC navic
komplikuji interpretaci ziskanych dat.

SC jsou metabolizovany ve zna¢né mife a rovnéz fada jejich metabolitt
vykazuje sekundérni fyziologickou aktivitu. Rada metabolickych procestt
a odpovidajici metabolity nejsou u velké casti SC stale popsany. Existuje
nékolik praci, které se zabyvaly studiem vybranych SC v lidském organismu
[12-14]. Objektivni diagnostika intoxikaci vyvolanymi zneuzivanim SC je
v béznych toxikologickych a klinickych laboratofich téméf nemozna, protoze
dosud neexistuji rutinni metody pro screening SC a jejich metaboliti
v biologickém materidlu. Jeden zmoznych piistupti pro screening SC
v biologickém materidlu je vyuziti vysoce ucinnych separa¢nich metod
spojenych s hmotnostni spektrometrii. Kromé t¢inné a selektivni separace SC
je totiz nutno také Kklast dfiraz na jejich spolehlivou identifikaci
a citlivou detekci.

Cilem této prace bylo vyvinout jednoduchou metodu pro separaci, identifikaci
a kvantifikaci vybranych SC a jejich metabolitti pomoci MEKC-ESI-MS/MS bez
experimentalnich omezeni (zejména bez nutnosti vyuzit PFT) ve vzorcich
krevniho séra a modi.

Studované SC a jejich metabolity, které byly predmétem této ¢asti dizertacni

préce, jsou schematicky zobrazeny na Obr. 2.1.
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JWH-018, 019, 073 a jejich metabelity

Nazev Ry, R: Ry R: R:
JWH-018 H H E H H
JWH-018 2-hydroxyindol metabolit OH H E H H
JWH-018 6-hydroxyindol metabolit H OH Et H H
— JWH-018 N-(4-hydroxypentyl) metabolit H HogowouH H
JWH-018 N-pemtanovi kyselina metabolit  H Hoicoodn H H
JWH 019 S-hydroxyindol metabolit H H Pr H OH
o R NWRB JWH 018 N-{B-hydrosyhesyl metabolit =~ H H PIOH H H
JWH-073 H H Me H H
JWH-0T3 5-hydroxyindol metabalit H H Me H
Ry JWH-073 6-hydroxyindol metabaolit H OH Me H H

Zkratky: OH - hydroxyl: Me - methy); Et - ethyt; Pr - propyl;
PriH - hydroxypropyl: COOH - karboxyl

JWH-250 and jeho metabolity

Nazev Ry, Ry
JWH-250 H Me
JWH-250 N-(S-karboxypentyl) metabolit H COOH
JWH-250 N-{5-hydroxypentyl) mataboit  OH Me
Zhratky: OH - hydroxyl; Me - mathyl: GOOH - karbaxyl

JWH-210 a jeho metabelit
Nazev

Ry
JWH-200 H
JWH-200 4 i metabolit OH

Zuratica: OH - Rydroxy!

Obr. 2.1 Schéma chemickych struktur studovanych SC a jejich metabolit.
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Metabolity jednotlivych SC se casto lisi pouze pouze polohou substituentti na
indolovém skeletu, popiipadé na alifatické ¢asti vazané na dusik indolu. Diky
tomu je obtizné jednotlivé metabolity identifikovat, nebot jejich pomér m/z je
izobaricky. Pfi studiu fragmentace byly odeditany intenzity jednotlivych
produktovych ionth v zavislosti na pouzité kolizni energii (0, 2, 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35 a 40 eV). Nejvyssich intenzit signalti produktovych iontii ve spektru
bylo dosazeno pfi hodnotach kolizni energie 20 — 30 eV. Jednotlivé produktové

ionty vcetné pfislusné kolizni energie jsou shrnuty v Tabulce 2.1.

Tabulka 2.1 - Fragmentacni pfechody studovanych SC a jejich metaboliti

Nazev M: Precursorovy Produktové ionty KE*
ion (m/z) (m/z)" [eV]
[M+H]*
JWH-250 N-(5-karboxypentyl) 365,42 366,5 121, 91, 55 25
JWH-073 2-hydroxyindol 343,42 344,44 270, 155, 127 30
JWH-018 N-pentanova kyselina 371,43 372,5 155, 127 25
JWH-250 N-(5-hydroxypentyl) 351,44 352,5 121, 216, 91,65 25
JWH-200 384,47 385,5 155,127,114, 84 20
JWH-200 4-hydroxyindol 400,47 401,5 155,127,114, 70 25
JWH-018 N-(4-hydroxypentyl) 357,44 358,4 155, 340, 270, 252 25
JWH-019 N-(6-hydroxyhexyl) 371,47 372,5 155, 127 25
JWH-073 6-hydroxyindol 343,42 344,4 155, 230, 127 25
JWH-073 5-hydroxyindol 343,42 344,4 155, 216, 127 25
JWH-018 6-hydroxyindol 357,44 358,4 155, 230, 127, 77 25
JWH-073 327,42 328,4 155, 200, 127 25
JWH-250 335,44 336,4 121, 200, 144, 91 25
JWH-018 341,45 3425 155, 214, 127 25
JWH-019 5-hydroxyindol 371,47 372,5 155, 244, 127 25

2 Podtrzené produktové ionty s nejvyssi intenzitou byly pouzity pro tcely
kvantitativni analyzy. Ostatni produktové ionty slouzily k identifikaci
jednotlivych analytt.

b Kolizni energie.

16



Na zadkladé pfedchozi experimentadlni zkuSenosti s miceldarni fazi na bazi
PFOA byl nejdfive studovan separacni elektrolyt obsahujici PFOA a NH4«OH
v riznych koncentracich. Rozmezi koncentraci v piipadé PFOA bylo 50, 75,
100 a 150 mM, koncentrace NHsOH pak byly 100, 150, 200 a 300 mM (vzdy
v koncentraénim poméru 1:2). Diky tomuto slozeni mély elektrolyty
dostatecné vysoké pH (v rozmezi 9,0 — 9,5), coz vedlo ke generaci dostatecné
rychlého EOF nutného pro MEKC separaci s vyuzitim normalni polarity
separacniho napéti. AvSak ani pfi pouziti MEKC sPFOA jako tékavého
tenzidu nebylo dosaZeno dostatecného rozliseni studovanych molekul.

Interakce mezi SC a micelami PFOA byly pravdépodobné prili$ silné, coz
vedlo k velmi dlouhym reten¢nim castim (az 50 minut), nizké ucinnosti piki
a nedostate¢nému rozliSeni. I kdyZz byla PFOA v praci jinych autori pouZzita
k separaci SC a jejich metabolit [15], v tomto prfipadé jeji vyuziti nevedlo
k uspokojivym vysledkiim ani s pfidavkem organickych rozpoustédel (ACN,
MeOH, propan-1-ol, propan-2-ol). Pfedpoklad silné interakce SC s micelarni
fazi na bazi PFOA vedl k hypotéze vyuzit perfluorovanou kyselinu s kratsim
uhlovodikovym retézcem (PFHA), kterd je také schopna tvofit ve vodném
prostiedi micely. Vzhledem ke kratsimu uhlovodikovému fetézci byla
ocekavana slabsi interakce se separovanymi analyty. Na rozdil od PFOA ma
PFHA vyssi hodnotu CMC, ktera je v rozmezi 25,0 — 32,8 mmol/l (v zavislosti
na pouzité metodé stanoveni). Studované koncentrace PFHA byly zvoleny
v podobném rozmezi jako v pfipadé PFOA, tedy 50, 75, 100 a 150 mM pfi
zachovani stejného poméru koncentrace NH4OH (1:2). Separace smési SC
v separacnich elektrolytech obsahujicich rtzné koncentrace PFHA je

zobrazena na Obr. 2.2.
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Obr. 2.2 Rekonstruované SRM chromatogramy MEKC-ESI-MS/MS separace 15 SC a jejich
metaboliti v separacnim elektrolytu s riznou koncentraci PFHA. Separac¢ni napéti
+15 kV, davkovani 50 mbar/8s.

Nejvhodnéjsi separacni elektrolyt byl tedy tvofen smési 75 mM PFHA
a 150 mM NH4OH. Dalsi optimalizace s cilem dosahnout separace vsech SC
zahrnovala studium vlivu organického modifikitoru. V tomto pfipadé byly
jako organické modifikatory studovany ACN, MeOH a propan-2-ol v rozmezi
1 - 15 % (v/v). Pfidavky ACN ani MeOH nevedly ke zlepSeni selektivity
separace, dochazelo pouze k prodluzovani celkové doby analyzy, pficemz
rozliseni i retencni poradi ztistalo zachovano.

Pridavek propan-2-olu nevedl kvyrazné zméné priibéhu separace az do
hodnoty 8 % (v/v). Poté byly piidavky peclivé optimalizovany vzdy zvySenim
0 0,5 % (v/v) propan-2-olu v elektrolytu. Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno
pii pouziti 10 % (v/v). Dals$im studovanym parametrem separace bylo
separacni napéti, které bylo testovano v rozsahu +15 az +25 kV (v fadé 15, 18,
20, 22 a 25 kV). Zhlediska separace a predevsim jeji tcinnosti bylo jako
optimdlni napéti zvoleno +22 kV. Optimalizovany separacni elektrolyt

o slozeni 75 mM PFHA, 150 mM NH4OH a 10 % (v/v) propan-2-olu byl pouzit
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pro MEKC-ESI-MS/MS  analyzu patnacti SC a jejich metaboliti.
Rekonstruovany SRM chromatogram separace vsech patnacti SC a jejich
metabolitli je zobrazen na Obr. 2.3. Z chromatogramu je ziejmé, Ze miceldrni
separacni systém ve spojeni s ESI-MS/MS detekci umoznuje separovat vsechny

studované latky.

x10 ?

38

36 g
&
34 ]
3z 3
=
3 g _ -
28 H O
g g ¢
4 -
o 24 e 3
3 z
£ 22 2 .
5 . ., & g
= 3t - =
& § = = g
18 i3 iz
£3 . @
14 H ¥ Eg,.
12 H gz &
Z ie |2
i =1 ||z
SlE
08 S
06
04
0z J

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Retenéni ¢as [min]
Obr. 2.3 Rekonstruovany SRM chromatogram separace studovanych SC a jejich
metabolitt. Podminky: separacni elektrolyt 75 mM PFHA, 150 mM NH+OH a 10 % (v/v)
propan-2-olu, U = +22 kV, injekce vzorku 50 mbar/8s, Uesi = +3,5 kV, T = 200 °C, priitok
nebuliza¢niho plynu 10 I/min, tlak nebuliza¢niho plynu 5 psi, pomocna sprejovaci
kapalina MeOH/voda/HCOOH (50:49,5:0,5, v/v/v), priitok sprejovaci kapaliny 8 pl/min.

V ramci vyvoje metody byly testovany dva typy extrakcnich postupti, jejichz
cilem bylo precisténi vzorku od matrice a zakoncentrovani studovanych SC
a jejich metabolitt. Vzhledem k relativné malo polarnimu charakteru SC byla

jako prvni testovana SPE extrakce (kolonky se sorbentem C8 a C18)
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s pfedpokladanou retenci SC a jejich metaboliti na nepolarnim sorbentu po
tupravé pH. Vytéznosti jednotlivych SC byly pro obé pouzité kolonky velmi
variabilni, v pfipadé kolonky C8 bylo extrahované mnoZstvi analyt pod
limitem detekce. Kolonka C18 sice umozniovala extrakci vSech SC, nicméné
jednotlivé vytéznosti byly v mnoha pfipadech pfili§ nizké pro praktickou
aplikaci metody. Vzhledem k neuspokojivym vysledkiim tedy dale nebyla SPE
metoda studovana ani pro vzorky séra.

Jako dalsi extrakéni postup byla zvolena LLE, vyuzivajici rozdilné distribuce
analyti mezi vodnou a organickou fazi. V tomto prfipadé byl jako organicka
faze zvolen terc-buthyl(methyl)ether. Pro tento pfipad byly vzorky rozdéleny
do dvou skupin podle matrice. Mo¢ byla spikovana pouze metabolity SC
a sérum bylo naopak spikovano pouze pivodnimi nemetabolizovanymi SC.
Vyhoda pouzité organické faze zaroven spocivala v tom, Ze zaroven plnila
ulohu deproteina¢niho cinidla. Navic vzhledem k vétsSimu objemu vzorku
pouzitého k extrakci (5 ml) je mozné provést prekoncentraci analyti i pfi
podstatné nizsich koncentrac¢nich hladinach. Objem vzorku uréeného
k extrakci navic neni teoreticky v pfipadé moci omezen a je-li dostupné vétsi
mnozstvi mocdi, lze prekoncentra¢ni faktor dale navysit. Z tohoto dtivodu byla
LLE metoda testovdna na dvou koncentrac¢nich hladinach a to 15 ng/ml
a 150 ng/ml. Vytéznost LLE se pak pohybovala v rozmezi od 78,1 do 103,6 %
pro vzorky modi a od 71,9 do 100,2 % pro sérum (na koncentra¢ni hladiné
analytd 15 ng/ml). LLE extrakce pak byla dale pouzita pii parcialni validaci
vyvinuté MEKC-ESI-MS/MS metody. Hodnoty vytéznosti jednotlivych SC pro

obé koncentracni hladiny jsou uvedeny v Tabulce 2.2.
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Tabulka 2.2 - Vytéznosti LLE extrakei (1 = 5); (m) = mog, (s) = krevni sérum

Vytéznost [%]
Analyt 15 ng/ml 150 ng/ml
JWH-250 N-(5-karboxypentyl) (m) 103,6 95,6
JWH-073 2-hydroxyindol (m) 86,8 83,25
JWH-018 N-pentanova kyselina (m) 80,1 77,2
JWH-250 N-(5-hydroxypentyl) (m) 97,1 88,9
JWH-200 (s) 83,0 78,5
JWH-200 4-hydroxyindol (m) 97,7 92,1
JWH-018 N-(4-hydroxypentyl) (m) 98,5 90,8
JWH-019 N-(6-hydroxyhexyl) (m) 78,1 75,6
JWH-073 6-hydroxyindol (m) 101,3 99,2
JWH-073 5-hydroxyindol (m) 91,0 94,3
JWH-018 6-hydroxyindole(m) 101,5 97,5
JWH-073 (s) 76,4 78,5
JWH-250 (s) 71,9 81,5
JWH-018 (s) 100,2 95,4
JWH-019 5-hydroxyindol (m) 84,1 89,5

Po nalezeni vhodnych podminek pro extrakci a MEKC-ESI-MS/MS analyzu
studovanych SC a jejich metaboliti byla provedena parcialni validace
vyvinuté metody sohledem na =zdkladni validacni parametry, které
zahrnovaly selektivitu metody, linearni kalibracni rozsah jednotlivych SC,
limity LOD a LOQ, pfesnost a spravnost, matricni efekt a v neposledni radé
také evaluaci extrakéni vytéznosti. Selektivita byla hodnocena na zikladé
analyzy péti slepych vzorki krevniho séra a péti slepych vzorki moci.
VSechny vzorky byly analyzovany vyvinutou MEKC-MS/MS metodou
snegativnim vysledkem z hlediska pifitomnosti moznych endogennich
interferujicich latek. Linearita kalibracniho rozsahu byla stanovena pomoci
spikovanych vzorki séra a moci po provedeni extrakéniho kroku a to
v rozsahu Sestibodové kalibra¢ni metody od 10 ng/ml po 200 ng/ml. Kazdy

z kalibrac¢nich bodti byl méfen vzdy pétkrat. Jako kriticka hodnota pro validitu
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kalibra¢ni zavislosti byl zvolen korela¢ni koeficient pro vSechny studované SC
vétsi nebo roven 0,990.

Hodnoty LOD a LOQ byly stanoveny jako trojnasobek, respektive
desetindsobek poméru signalu k Sumu. Pfislusné rovnice kalibracnich kfivek,
korelacnich koeficientt, limitti detekce a kvantifikace jsou shrnuty v Tabulce
2.3. Vpfipadé spravnosti metody bylo pouzito vyjadieni procentudlni
vytéznosti mezi hodnotou naméfenou a teoretickou hodnotu koncentrace
v8ech SC (n = 5). Pfesnost metody byla vyjadiena pomoci RSD retencnich cast
a ploch pikii pro pét opakovanych méfeni na kazdé koncentracni hladiné (15,
50 a 150 ng/ml) v ramci jednoho dne (intra-day) a pro pét po sobé jdoucich dni
(n = 25, inter-day). Hodnoty intra-day opakovatelnosté pro vSechny studované
konctrace byly nizsi nez 5 % a hodnoty intra-day opakovatelnosti byly nizsi

nez 10 %.
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Tabulka 2.3 — Valida¢ni parametry metody pro vzorky krevniho séra (s) a moci (m)

Regresni kiivka

(y=ax+b) Koeficient LOD LOQ

Analyt — - determinace

Smérnice Posunuti R? [ng/ml] [ng/ml]
JWH-250 N-(5- 50,63 135,58 0,9989 18 6,0
karboxypentyl) (m)
JWH-073 2-hydroxyindol 3,51 12,10 0,9872 2,9 9,7
(m)
JWH-018 N-pentanova 67,23 -134,93 0,9999 1,3 4,3
kyselina (m)
JWH-250 N-(5- 102,29 341,39 0,9987 11 3,7
hydroxypentyl) (m)
JWH-200 (s) 29,15 214,73 0,9937 3,0 10,0
JWH-200 4-hydroxyindol 36,22 152,17 0,9973 2,5 8,3
(m)
JWH-018 N-(4- 121,78 610,79 0,9920 0,9 3,0
hydroxypentyl) (m)
JWH-019 N-(6- 94,01 -60,92 0,9920 1,0 3,3
hydroxyhexyl) (m)
JWH-073 6-hydroxyindol 61,66 267,57 0,9964 15 50
(m)
JWH-073 5-hydroxyindol 100,25 283,43 0,9975 12 4,0
(m)
JWH-018 6-hydroxyindol 60,67 -26,91 0,9992 1,7 57
(m)
JWH-073 (s) 137,18 -760,50 0,9962 0,9 3,0
JWH-250 (s) 59,06 -206,51 0,9998 1,8 6,0
JWH-018 (s) 59,63 -142,08 0,9994 1,1 3,7
JWH-019 5-hydroxyindol 54,76 -355,21 0,9975 2,0 6,7
(m)

Matricni efekt moci a krevniho séra byl hodnocen z hlediska plochy pik, kdy
byly analyzovany spikované vzorky v obou matricich, z nichz prvni fada byla
extrahovana pomoci LLE, a druha fada byla analyzovana bez extrakcniho
kroku. Kontrolni fada byla ziskdna analyzou SC v desetkrat fedéném
separacnim elektrolytu, kde byla koncentrace SC na stejné koncentracni
hladiné jako obou studovanych matric. Ziskané vysledky prokazaly pouze

zanedbatelny vliv extrakéniho postupu na piipadné ztraty analytu. Znatelnéjsi
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rozdily pak byly mezi plochami piki SC  extrahovanych
z analyzovanych matric a SC rozpusténych v desetkrat fedéném elektrolytu.
Tento fakt zle pravdépodobné pfisoudit komplexnosti obou matric, jejichz
slozeni miiZe negativné ovliviiovat ionizaci v SC iontovém zdroji. Potlaceni
ionizace bylo pozorovano pro vSechny studované SC a jejich metabolity.
Matricni efekty vyjadfené jako procentudlni hodnoty potlac¢eného signalu byl
v rozmezi do -80,7 do 9,1 % (pro koncentra¢ni hladinu 15 ng/ml) a 0d-71,9 do
1,2 (pro koncentra¢ni hladinu 150 ng/ml).

Vyvinutd extrakéni metoda byla aplikovana na spikované vzorky moci
(analyza metabolitti SC) a séra (analyza ptivodnich forem SC) na koncentracni
hladiné 50 ng/ml. Rekonstruované SRM chromatogramy vzorku moci a séra
po LLE extrakci jsou zobrazeny na Obr. 2.4A a B. Ziskané vysledky prokazuji

pouzitelnost vyvinuté metody pro pouZiti ve forenzni ¢i toxikologické praxi.
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Obr. 2.4 Rekonstruované SRM chromatogramy MEKC-MS/MS po extrakci metodou LLE
pro moc (A) a krevni sérum (B). Koncentrace jednotlivych analytti 50 ng/ml.

Byla vyvinuta metoda MEKC separace standemovou hmotnostni
sepktrometrii patnacti syntetickych kanabinoidti a jejich metabolitt s vyuzitim
perfluoroheptanové kyseliny jako micelarni slozky pufru. Perluoroheptanova

kyselina predstavuje vhodnou tékavou slozku separacniho elektrolytu, ktera
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umoznuje uskutecnit separaci studovanych syntetickych kanabinoidii
a metabolitti bez experimentalnich omezeni a kontaminace iontového zdroje
hmotnostniho spektrometru netékavym tenzidem. Zaroven se jedna o prvni
publikovanou praci, kde byla perflouoroheptanova kyselina vyuzita jako
tékavy tenzid pro uskutecnéni MEKC separace.

Vyvinutd metoda byla validovana a poté tspésné aplikovana pro analyzu
modelovych vzorkti moci a séra pro toxikologické a forenzni ticely. Vzhledem
k relativné jednoduché piipravé vzorkii je tuto metodu mozné povazovat za
vhodnou alternativu k zavedenym chromatografickym metodam pro
screening intoxikace syntetickymi kanabinoidy. Dosazené hodnoty limit
kvantifikaci studovanych drog jsou srovnatelné s koncentracemi nalezenymi
v télnich tekutindch po intoxikaci syntetickymi kanabinoidy. Tato prace byla

publikovéana v casopise Talanta [16].
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3. Diagnostika hydroxyglutarovych acidurii s vyuzitim EKC-ESI-
MS/MS - enantioseparace D,L-2-hydroxyglutarové kyseliny

Nizkomolekuldrni alifatické karboxylové kyseliny (AKK) jsou castymi
produkty mnoha metabolickych procest v lidském organismu. Mezi
nejvyznamnéjsi metabolické pochody kde AKK hraji vyzmanou roli patfi
metabolismus sacharidii, aminokyselin, lipida ¢i biogennich aminti. Nékteré
AKK jsou chiralni, identifikace a stanoveni jednotlivych enantiomerti muize
vést k presnéjsi diagnostice poruch metabolismu.

D,L-2-Hydroxyglutarova kyselina (HG) je produkt metabolickych drah a pfi
normalni funkci metabolismu je dale konvertovana na oa-ketoglutarovou
kyselinu (Obr. 3.1). U nékterych vrozenych metabolickych poruch je tato
enzymaticka pfeména blokovana, coz se projevi zvySenim hladiny HG
kyseliny v mo¢i (hydroxyglutarova acidurie, HGA). HG ma jedno chiralni
centrum, kdy kazdy enantiomer zpiisobuje jiny typ metabolické poruchy

vcetné odlisnych klinickych projevi.

OH 0 FAD  FADH, OH 9
— )\/\)J\
o OH (o] | | OF
3 D/L-2-hydroxyglutarat o
H dehydrogenasa

Obr. 3.1 Schéma metabolické pfemény 2-hydroxyglutarové kyseliny na
a-ketoglutarovou kyselinu (chirdlni centrum je oznaceno hvézdickou).
Typické symptomy v pfipadé D-2-hydroxyglutarové acidurie (D-HGA)
zahrnuji epilepsii, sniZeni svalového napéti (hypotonie) a psychomotorickou
retardaci. V pfipadé L-2-hydroxyglutarové acidurie (L-HGA) jsou symptomy

odlisné a zahrnuji kromé epilepsie také opozdény vyvoj a ataxii. Kromé



uvedenych forem HGA existuje i kombinovana acidurie (D,L-HGA), ktera se
projevuje neonatalni epileptickou encefalopatii a respiracni insuficienci [17,18].
Biochemické a klinické projevy vSech tii skupin HGA shrnul ve svém ¢lanku
Kranendijk a kol. [19].

V souvislosti s metodou enantioseparace D,L-mlécné kyseliny, ktera byla na
naSem pracovisti vyvinuta a publikovana [20], lze predpokladat, ze
enantioseparaci D,L-HG (podobné jako jiné a-hydroxykyseliny) bude mozné
uskutecnit pomoci vankomycin chloridu (VC) jako CS. Tento selektor je
pouzitelny v kyselém az téméf neutralnim pH (v rozmezi pH 3,0 - 6,0) [21].
Separacni elektrolyt na bazi 50 mM octanu amonného o pH 4,5 byl pouzit jako
zakladni elektrolyt pro enantioseparaci HG, pfi¢emz koncentrace VC byla
25 mM. Z dtivodu zabranéni kontaminace iontového zdroje netékavym CS byl
studovan vliv délky zény separacniho elektrolytu s obsahem VC na rozliseni
(technika PFT). Zavislost délky zény se separac¢nim elektrolytem obsahujicim
VC na rozliSeni jednotlivych enantiomertti HG je zobrazen na Obr. 3.2.
Z obrazku je zfejmé, Ze nejvyssiho rozliseni bylo dosazeno v pfipadé, kdy cela
kapilara byla vyplnéna elektrolytem obsahujicim VC. Technika vyuZzivajici
naplnéni celé kapilary elektrolytem s chiralnim selektorem je oznacovana jako

technika kompletniho plnéni (CFT).

Rozlideni [-]

o s0 D EL T 0 100

Délka zény separacniho elektrolytu s VC [%)]

Obr. 3.2 Zavislost rozliseni enantiomertt HG na délce zény elektrolytu obsahujici VC
(25 mM). Podminky analyzy jsou uvedeny v tabulce 3.1.
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Zaroven je nutno poznamenat, Ze jak enantiomery tak VAN* migruji s vlastni
elektroforetickou mobilitou v separacnim systému a separace tak probiha
mechanismem EKC.

Dale byly studovany vliv pH 50 mM acetatu amonného s pfidavkem 25 mM
VC na rozliSeni a vliv koncentrace VC na rozlieni s pouzitim CFT. Zavislost

rozliSeni na pH a koncentraci VC je na Obr. 3.3.

Rozligeni [-1
Rozligeni [-1

(] 0 o 30 an

pH Koncentrace VC [mM]

Obr. 3.3 Zavislost rozliSeni HG na pH a koncentraci VC v separacnim elektrolytu na bazi
50 mM octanu amonného pH 4,5.

Konecéné podminky enantioseparace HG jsou pro ptehlednost shrnuty
v Tabulce 3.1 a separace modelové racemické smési HG za pouziti
optimalizovanych podminek a SIM detekéniho médu MS je zobrazena na Obr.

3.4.

Intenzita [CPS]

66 70 74 78 82 86 90
Time [min]

Obr. 3.4 Elektroferogram SIM zédznamu enantioseparace racemické smési HG (50 pmol/l).
Podminky separace jsou shrnuty v Tabulce 3.1.
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Tabulka 3.1 — Shrnuti optimalizovanych parametriit CE-ESI-MS/MS enantioseparace HG

Sprejovaci napéti

Tlak nebuliza¢niho plynu
Pratok nebuliza¢niho plynu
Teplota plynu

Pratok pomocné kapaliny

Slozeni pomocné kapaliny

Separacni elektrolyt

Separacni elektrolyt pouzity pfi metodé
CFT

Separacni kapilara

Dévkovani

Separacni napéti

Kolizni energie pti MRM modu
SRM pro kvantifikaci b,L.-HG

SRM pro identifikaci D,L-HG

-25kV

10 psi (1 psi = 6894,76 Pa)
10 1/min

200 °C

6 ul/min

MeOH/voda/hydroxid amonny
(50:49,5:0,5; v/v/v)

50 mM octan amonny pH 4,5

50 mM octan amonny pH 4,5 s pfidavkem
25mM VC

Kovalentné pokryta polyakrylamidem, vnitiniho
priaméru 50 um a celkové délky 60 cm

100 mbar/15s

-25kV

10 eV

m/z 147 [M-H] -> m/z 129 [M-H-H:0]

m/z 147 [M-H] -> m/z 101 [M-H-H20] -> m/z 85

Validace metody byla provedena podle pozadavkii ICH [22]. Sest kalibraénich

standardti o koncentracnich hladinach od 0,130 do 400 pmol/l jednotlivych

enantiomertt HG byly pouzity pro méfeni kalibracnich zavilosti (Sestibodova

kalibracni kfivka, kazdy z bodi méfen pétkrat). K vyhodnoceni kalibra¢nich

kfivek bylo pouzito linearni regrese a metody nejmensich ctvercti. Jako

prijatelné kritérium byla zvolena hodnota korelacniho koeficientu kalibra¢nich

kfivek vétsi nez 0,9990. Limity detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) byly

vypocitany pomoci poméru signalu k sumu (S/N), kdy pro LOD byla hodnota

S/N =3 a pro LOQ pak S/N = 10. Opakovatelnosti vyjadfené jako RSD ploch
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pikii a migracnich cast (intra-day a inter-day) byly vypocteny zjednotlivych

méfeni (koncentrace kazdého enantiomeru byla 0,200 pmol/l), pficemz intra-

day opakovatelnost zahrnovala deset méfeni a inter-day opakovatelnost

zahrnovala Sest méfeni v péti po sobé jdoucich dnech. Zakladni valida¢ni

parametry jsou shrnuty v Tabulce 3.2.

Tabulka 3.2 — Zakladni validacni parametry metody

Parametr

L-HG

D-HG

Kalibra¢ni kiivka

Koeficient determinace R?
LOD [nmol/1]*
LOQ [nmol/1]*

RSD opakovatelnosti tm
(intra-day) [%]°

RSD opakovatelnosti ploch piki
(intra-day) [%]°

RSD opakovatelnosti tm
(inter-day) [%]¢

RSD opakovatelnosti ploch piki
(inter-day) [%]¢

y = (163,91 + 0,90)x + (1,534 =
0,09)

0,99994
31,0
103,0

4,24

571

7,34

10,23

y = (199,99 + 0,73)x + (10,48 +
0,01)

0,99993
38,0
127,0

4,78

6,03

7,65

11,10

2 Vyjadfeno jako S/N =3
b Vyjadfeno jako S/N = 10
an=10

an=30

Pro hodnoceni vlivu matrice mo¢i byly stanoveny vytéznosti obou

enantiomertt HG (koncentra¢ni hladiny 10 pmol/l a 300 umol/l pro kazdy

enantiomer) v Sesti vzorcich modi. Ziskané hodnoty vytéznosti se pohybovaly

mezi 90 az 110 % pro oba enantiomery HG. Z uvedenych vysledk plyne, ze
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stanoveni hladiny obou enantiomerd HG, neni potencidlnimi rozdily
jednotlivych vzorki moci vyznamné ovlivnéno.

Vyvinutd metoda EKC-ESI-MS/MS enantioseparace HG byla aplikovana na
dva redlné vzorky moci ziskané od détskych pacientl trpicich abnormalni
exkreci HG do modi. Stejné tak byla metoda aplikovana na vzorky moci
zdravych jedincti s béznymi fyziologickymi hladinami HG v mo¢i. Ve vSech
vzorcich modi pacientli byly pomoci vyvinuté metody identifikovany
a stanoveny hladiny jednotlivych enantiomerti HG. Ziskané vysledky jsou
shrnuty v Tabulce 3.3. Vysledky byly vztazeny na hodnotu zméfené

koncentrace kreatininu.

Tabulka 3.3 Vysledky stanoveni D,L-HG v realnych vzorcich moci

Pacient L-HG (mmol/ D-HG (mmol/
mol kreatininu) mol kreatininu)

Zdravy jedinec 1,30 - 15,78 (8,13) 2,21 -10,52 (6,34)

(pramér)?

Détsky pacient (1) 1,13+0,42 104,5+2,1

Détsky pacient (2)° 2,01 £0,38 2200,0 £12,6

2 Koncentrace L-HG a D-HG ve vzorcich modi vyjadiené jako nalezené
koncentra¢ni rozmezi s priimérnou hodnotou uvedenou v zavorce (1 = 10).
by =

n=>5.

Vysledky stanoveni enantiomert HG vredlnych vzorcich moc¢i dobfe
koresponduji s dosud publikovanymi hodnotami a to jak zhlediska
koncentraci enantiomert HG v pfipadé zdravych jedincii, tak vrovnéz
v pripadé pacientii se zvysSenou exkreci nékterého z enantiomerti L-HG a b-HG.
Publikovana koncentraéni rozmezi enantiomertt HG vmoc¢i u zdravych
jedinct jsou 1,3 - 19,0 mmol/mol kreatininu pro L-HG a 2,8 - 17,0 mmol/mol
kreatininu pro D-HG [23]. Uvedené vysledky u obou détskych pacientti

indikuji D-HGA, diky vysokym nalezenym koncentracim D-HG ve vzorcich
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modi. Zjistény typ hydroxyglutarové acidurie byl dale potvrzen dalSimi
diagnostickymi nastroji ve Fakultni nemocnici Olomouc.
Piiklad SRM elektroferogramu separace moci zdravého jedince a pacienta,

trpiciho D-HGA je uveden na Obr. 3.5A a B.

x103
x10' 6.0
A _ 9 B
— 6.4 £
7 s 7 5.0
H D-HG
9 6.0] $ 9 40
pe \ s
£ 56 / N
g s 30
£ I
5.2 - 2.0
4.8 1.0 L-HG
4.4 o
66 70 74 78 B2 86 90 66 70 74 78 82 86 9.0
Migraéni as [min] Migraéni éas [min]

Obr. 3.5 Rekonstruovany SRM elektroferogram analyzy moci zdravého jedince (A)
a pacienta s abnormalni exkreci L-HG (B). Podminky méfeni jsou uvedeny v Tabulce 3.1.

Vyvinutd metoda enantioseparace D,L-2-hydroxyglutarové kyseliny pomoci
EKC-ESI-MS/MS je prvni publikovanou metodou pfimé enantioseparace
D,L-2-hydroxyglutarové kyseliny bez nutnosti derivatiza¢niho kroku.
Vankomycin chlorid v mirné kyselém separacnim elektrolytu poskytuje
dostatecné rozliSeni enantiomerti 2-hydroxyglutarové kyseliny pro jejich
spolehlivou identifikaci a kvantifikaci s pomoci ESI-MS/MS. Technika
kompletniho plnéni kapilary elektrolytem svankomycinem je vhodnym
experimentalnim pfistupem pro dosaZeni potiebného rozliSeni. Pfi enantio-
separaci bylo s vyhodou vyuZzito Sirokého spektra stereoselektivnich interakci,
ktery nabizi kladné nabity vankomycin (zejména tvorby vodikovych vazeb,
interakce dipol-dipdl, van der Waalsovy sily a Coulombické interakce).
Zejména Coulombické interakce hraji stéZzejni roli pii dosaZeni vysokého

rozliSeni enantiomerti D,L-2-hydroxyglutarové kyseliny (Rs = 2,5) prostfed-
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nictvim protismérmé migrace navzdjem opacné nabitého selektoru
a separovanych enantiomerti. Enantioseparace D,L-2-hydroxyglutarové
kyseliny tak probiha mechanismem elektrokinetické chromatografie.

Vyvinuta metoda byla validovana a nasledné byla aplikovana na analyzu
dvou redlnych vzorkii moci détskych pacientii trpcich abnormalni exkreci
2-hydroxyglutarové kyseliny. U obou vzorkii mo¢i byla s pomoci vyvinuté
metody diagnostikovana D-hydroxyglutarova acidurie. Zjisténa diagnéza byla
nasledné potvrzena dal$imi diagnostickymi nastroji ve Fakultni nemocnici
Olomouc. Navic klinické projevy u obou pacientti odpovidaji popsanym
projeviim pro D-2-hydroxyglutarovou acidurii. Vysledky prezentované v této

casti prace byly publikovany v casopise Journal of Chromatography A [24].
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