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UVOD

Syntetické opioidy fadime mezi nové psychoaktivni latky, jejichz zakladem je struktura
fentanylu. Existuje mnoho analogu fentanylu (norfentanyl, furanylfentanyl, thiofentanyl,
sufentanyl, carfentanyl, ocfentanyl atd.). Opioidy byvaji pouzivany k utiSeni velmi silnych
bolesti, k analgezii a v neposledni fadé jsou zneuzivany jako drogy. Jsou velmi navykové
a velmi rychle na nich vznikd zavislost. Problémem je nizky terapeuticky index, a tak
velmi casto dochazi k predavkovani, pro jehoz lé¢bu se vyuziva naloxon. Jednim k vyznam-
nych zastupcu této skupiny je fentanyl, ktery patii mezi agonisty p-opioidnich receptoru
a odhaduje se, ze je az 100x Uc¢innéjsi nez morfin.

K detekci takovychto latek se vyuziva nespocet analytickych metod, mezi nez muzeme
zafadit vysokoucinnou kapalinou chromatografii s ruznymi typy detekce, nejcastéji vSak
hmotnostni spektrometrii, ¢i plynovou chromatografii ve spojeni rovnéz s hmotnostni spe-
ktrometrii. Problémem je neustaly vyvoj novych analogti, a proto musi laboratoie upravovat
své metody, aby zachytily co nejvétsi mnozstvi analogt fentanyla a jejich metabolitu.

Cilem této prace je vyvinuti chromatografické separacni metody pro vysokotc¢innou
kapalinovou chromatografii s dudlni UV a elektrochemickou detekci ke stanoveni fentanylu
a jeho analogii pri izokratické eluci. Metod nabizejicich gradientovou eluci je nespocet,
izokratickych metod nikoliv. Béhem experimentu bude vyzkouseno nékolik kolon pro zjis-
téni, kterd z nich bude nabizet nejlepsi separaci fentanylu, jeho metabolitu norfentanylu

a jeho dalsich 4 analog (thiofentanylu, furanylfentanylu, carfentanylu a sufentanylu).

10



TEORETICKA CAST

2.1 SYNTETICKE OPIOIDY

Syntetické opioidy jsou tfidou novych psychoaktivnich latek (NPS) k nimz patii také
fentanyl a jeho analogy. Od roku 2012 zpusobily alarmujici pocet imrti. Samotny fentanyl
je silnym agonistou p-opiodniho receptoru a odhaduje se, ze je 50-100x WUc¢innéjsi nez
morfin. V 60. letech byl predepisovan jako analgetikum, byl zneuzivan pro své euforické
ucinky. V poslednich desetiletich byla vyvinuta spousta analogu fentanylu. Analogy, které se
nedavno objevily jako NPS, se obvykle vyrabéji modifikaci nebo nahrazenim fentanylového
propionylového fetézce (acetylfentanyl, butyrylfentanyl,...) nebo nahrazenim ethylfenylové
skupiny (isofentanyl). Existuji i varianty, které jsou substituovany fluorovymi, chlorovymi
¢i methoxyskupinami na N-fenylovém kruhu. Analogy fentanylu jsou vysoce ic¢inné, ale jejich
velkym problémem je maly terapeuticky index, coz je pomér mezi davkou dcinnou a smr-
telnou. Cim vyssf je tento pomér, tim vétsl je relativni “bezpecnost® 1é6¢iva.

Opioidy mohou byt pouzity jako léky na predpis, které se casto podavaji k tleve
od bolesti, véetné anestezie, nebo mohou byt zneuzivany jako nelegalni drogy, napt. heroin.
V soucasné dobé se nové opioidy, zejména derivaty fentanylu, staly vyznamnym problémem
jak pro orgdny ¢inné v trestnim rizeni, tak i pro odborniky v oblasti vefejného zdravi. Mezi
léty 2009-2018 bylo do EWS Evropské unie nahlaseno 49 novych syntetickych opioidi,
véetné 11 hldsenych poprvé v roce 2018. [1]

Opioidy jsou velice navykové a jejich chronické uzivani vede k rychlému rozvoji tolerance
k jejich t¢inktim. Uzivatelé tedy vyzaduji stdle vyssi davky, které zplisobuji riziko respirac¢ni
deprese, zastavy dechu a smrtelného predévkovani. [1]

Pro 1é¢bu predavkovani opioidy se standardné pouziva naloxon. Tato latka je kratkodobé
pusobici polosynteticky kompetitivni antagonista opioidnich receptorii s nejvyssi afinitou
k p-receptoru, ale blokuje také - a k-receptory. Jedné se o standardni 1é¢ivo pro 1é¢bu pre-
dévkovani opioidy. Rychle zvrati klinické priznaky predavkovani opioidy, zejména respiracni
depresi. Véasné podani je zasadni pro snizeni imrtnosti. Kromé zastaveni ucinkt opioidu
miize naloxon u zavislého pacienta, ktery je pod jejich vlivem, vyvolat abstinenc¢ni priznaky.

Lék lze podéavat intravenézné, intramuskuldrné, subkutanné a intranasalné. [2]
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Uzivani i zneuzivani fentanylu a jeho analog se kontroluje obvykle pomoci pokrocilych
analytickych technik, zejména HPLC-MS, v riznych télnich tekutindch. Vhodnym vzorkem
pro testovani pritomnosti a mnozstvi drogy je moc, jejiz odbér je neinvazivni. Priblizné
85 % fentanylu se vylucéuje béhem 72 hodin moéi a stolici, vetSinou jako metabolity (nor-
fentanyl generovany N-dealkylaci piperidinového kruhu), méné nez 8 % se vylucuje beze

zmény. [3]

2.1.1 Fentanyl a norfentanyl

Fentanyl', (Obrdzek 2.1), je synteticky opioid, ktery byl vyvinut pro farmaceutické po-
uziti v roce 1960 Paulem Janssenem v Belgii. Je i¢inny agonista p-opioidniho receptoru
s terapeutickymi aplikacemi pri zvladani bolesti a sedaci. Fentanyl rychle prochazi hema-
toencefalickou bariérou diky své vysoké rozpustnosti v tucich; ma rychly nastup a kratké
trvani i¢inku. Do 1ékariské praxe byl zaveden jako intravenézni anestetikum pod obchodnim

nazvem Sublimaze v 60. letech 20. stoleti. [2]
: @) CHj

Obrazek 2.1: Strukturni vzorec fentanylu

Koncem 80. let firma Janssen Pharmaceutica predstavila transdermalni fentanylovou na-
plast navrzenou k podavani kontinualnich dévek lipofilntho narkotika pres kuzi. Od svého
zavedeni ve Spojenych statech v roce 1970 se fentanyl rychle stal pfednim analgetikem
a anestetikem s 50-100x vyssi tc¢innosti, kratsim nastupem a rychlejsi absorpci lidskym
télem nez morfin. S postupnym rozsitovanim dochézelo ke zneuzivani nelegalné vyrabénych
analogt fentanylu, které se ukédzaly jako vyznamnd hrozba pro zdravi. Mnohem castéji do-
chazi k syntetizovani v asijskych zemich, které distribuuji analogy fentanylu na trh do Spo-
jenych stata i Evropy. Napriklad carfentanyl (elephant tranquilizer) vstoupil na americky
trh v roce 2016 a je zndmo, ze je az 100x 1¢innéjsi nez fentanyl. [4] Bézné priznaky vzniklé
predavkovanim fentanylem zahrnuji apnoe a respirac¢ni selhani, které mohou mit za nasledek

smrt. [5]

'Fentanyl — N-fenyl- N-[1-(2-fenylethyl)piperidin-4-yl]propanamid
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Prvni zprava o analogu fentanylu, ktery je k dispozici na drogovém trhu ve Spojenych
statech, se datuje do roku 1979. V té dobé zpusobila droga s ndzvem “China White“ a pro-
dévand jako heroin ¢etna preddavkovani. Po dalsi analyze byla tato droga identifikovana jako
a-methylfentanyl.
2.1.1.1 Vlastnosti, farmaceutické vyuziti fentanylu a jeho zneuzivani jako drogy

Zakladni fyzikalné-chemické vlastnosti tykajici se fentanylu lze nalézt v Tabulce 2.1.

Tabulka 2.1: Pfehled zdkladnich fyzikdlné-chemickych vlastnosti fentanylu

Molarni hmotnost 336,47 g/mol | [6]
Teplota varu (predikovana) 466,2 + 38,0 °C | [6]
Teplota téni 83-84 °C | [6]
Hustota (predikovana) 1,087 + 0,06 g/cm? | [6]
pK, (predikovana) 8,92 £+ 0,20 | [6]
LogP (predikovand) 3,686 + 0,357 | [6]
Rozpustnost ve vodé pii pH = 7,04 0,74 mg/ml | [7]

Farmaceutické pripravky obsahujici fentanyl jsou dostupné ve formach oralnich trans-
mukéznich pastilek, bukalnich tablet, sublingvalnich tablet, sublingvalnich spreji, nosnich
spreju, vyse zminénych transdermalnich naplasti a v injekéni formé. Kromé analgezie snizuje
fentanyl (i jeho analogy) schopnost dychaciho tustroji, zizuje zornice a vyvolava ospalost
a euforii. Mezi nejcastéjsi nezaddouci tc¢inky patri nevolnost, zavraté, zvraceni, inava, bolest
hlavy a zdcpa. Mezi charakteristické abstinen¢ni priznaky fadime poceni, tizkost, prujem,
bolest kosti, kiece v brise a tfes ¢i husi kizi. Vzhledem k tzkému terapeutickému indexu
je pouziti fentanyld na drogovém poli mimoradné nebezpecné. Vysoké davky mohou mit
za nasledek smrt v dusledku zastavy dychani a plicniho edému. Dilezitou poznamkou je,
ze k vaznym interakcim muze dojit pravé tehdy, kdyz jsou fentanyly smichany s heroi-
nem, kokainem, alkoholem a dal$imi latkami tlumicimi CNS (zejména benzodiazepiny).
Terapie pacientt, ktefi jsou intoxikovani fentanyly, spociva v podavani naloxonu, kysliku,

intravenéznich tekutin a v intubaci. [2]
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Mezi riznymi pripravky obsahujicimi fentanyl, které jsou k dispozici na 1ékarsky predpis,
se v poslednich letech vénuje stdle vétsi pozornost zneuzivani transdermélnich néaplasti

fentanylu. Ty mohou byt zneuzity hned nékolika zptisoby:

1. mohou byt umistény do sklenénych nadob, zahrivany a koureny,

2. obsah gelu odstranény z naplasti maze byt vstiiknut do zily nebo pozit,

3. gel muze byt seskrabnut a vykouren,

4. naplasti mohou byt spafeny v malém objemu vody a roztok aplikovan intravenézné,

5. zmrazené naplasti mohou byt rozrezany na kousky a poté rozzvykany, vlozeny pod ja-

zyk (pro absorpci ustni sliznici) nebo vlozeny do konec¢niku. [2]

Norfentanyl?, (Obrdzek 2.2), je hlavnim metabolitem fentanylu a jeho zakladn{ fyzikalné-
chemické vlastnosti shrnuje Tabulka 2.2. M4 roli jako opioidni analgetikum a metabolit

drogy. [8]

Q CH,

bt

Obrazek 2.2: Strukturni vzorec norfentanylu

Tabulka 2.2: Prehled zakladnich fyzikalné-chemickych vlastnosti norfentanylu

Molarni hmotnost 232,32 g/mol | [6]
Teplota varu (predikovand) 359,8 + 35,0 °C | [6]
Teplota tani 83-85 °C | [6]
Hustota (predikovand) 1,075 + 0,06 g/cm? | [6]
pK, (predikovana) 9,81 £+ 0,10 | [6]
LogP (predikovand) 1,667 + 0,361 | [6]

?Norfentanyl — N-fenyl- N-(piperidin-4-yl)propionamid
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2.1.2 Furanylfentanyl

Furanylfentanyl®, (Obrdzek 2.3), je analogem fentanylu, v jehoz struktuie je ethylova sku-
pina fentanylu nahrazena heterocyklickym furanovym kruhem. Byl pivodné
syntetizovan a patentovan v roce 1986, viz Obrdzek 2.4. Syntéza zacind reakci
1-(2-fenylethyl)-4-piperidonu s anilinem; vysledna Schiffova baze je redukovana tetrahyd-
ridoboritanem sodnym na odpovidajici diamin, ktery nasledné reaguje s 2-furoylchloridem
(acylacni ¢inidlo) za vzniku furanylfentanylu. Jeho zékladni vlastnosti shrnuje Tabulka 2.3.
Ma jeden polohovy izomer — 3-furanylfentanyl. Nikdy nebyl testovan na lidech a testy na

zvitatech naznacuji, Ze jeho u¢inky jsou srovnatelné s fentanylem. [9, 10]

0 @)

AN Y
O~ )
Obréazek 2.3: Strukturni vzorec furanylfentanylu

Tabulka 2.3: Prehled zakladnich fyzikalné-chemickych vlastnosti furanylfentanylu

Molarni hmotnost 374,48 g/mol | [6]
Teplota varu (predikovana) 517,2 £ 50,0 °C | [6]
Teplota tani (hydrochlorid) 232,7°C | [11]
Hustota (predikovand) 1,164 + 0,06 g/cm?® | [6]
pK, (predikovand) 8,71 + 0,10 | [6]
LogP (predikovand) 5,277 £ 0,0431 | [6]

3Furanylfentanyl — N-fenyl- N-[1-(2-fenylethyl)piperidin-4-yl]furan-2-karboxamid
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Obrazek 2.4: Syntéza furanylfentanylu; prevzato a upraveno [12]

Metabolismus tohoto analogu fentanylu nebyl az doneddvna studovan. Jeho zapojeni
do fentanylové krize zmobilizovalo védce k dalsimu zkouméni metabolickych drah této drogy
s cilem objasnit jeho farmakokineticky profil. Metabolické studie furanylfentanylu provedli
Goggin a kol. se vzorky mo¢i. Mo¢ byla nejprve analyzovana pomoci LC-MS/MS na pri-
tomnnost N-dealkylovaného normetabolitu furanylnorfentanylu, poté analyzovana pomoci
metody UPLC-TOF-MS, ktera poslouzila pro identifikaci dalsich metaboliti. Toto byla za-
tim prvni studie odkazujici na mozné metabolické drahy. Watanabe a kol. provedli in vivo

a in vitro metabolické profilovani furanylfentanylu a tfech dalSich analog fentanylu. [12]

2.1.2.1 Farmakologie a toxikologie

Studie publikovand v roce 1988 poukézala na to, Zze molekularni modifikace muze ovlivnit
trvani 1¢inkd u 4-anilinopiperidinovych analgetik. Zda se, Ze pritomnost 2-furylové sku-
piny v molekule furanylfentanylu je zodpovédnd za zvriceni respira¢ni deprese zpusobené
morfinem. [12]

Furanylfentanyl je povazovan za velmi nebezpecnou drogu, protoze jeho letalni davka
se pohybuje v f4dech mikrogrami. U¢inky na centralni nervovy systém jsou podobné téin-
ktum fentanylu. Problémem je, Ze jeho Ucinky se neprojevuji okamzité, a proto dochazi
v mnoha pripadech ke zvySovani davky, aby se dosdhlo maximalnich farmakologickych
ucinkt; tato skutecnost casto vede k predavkovani. Pokud uzivatel nezemie na predav-
kovani, mohou nizsi davky zpusobit rovnéz smrt v dusledku zastavy srdce, kterd nasleduje
po respiracnich problémech. Nastup uc¢inku nastava po 1-10 min, analgezie trva 1-3 hod
a nasledné uc¢inky lze pozorovat rovnéz 1-3 hod. [12] Porovnéni nastupu, doby pusobeni
a doznivani uc¢inku fentanylu a furanylfentanylu pfi raznych déavkach a zpusobech podéani

drogy je uvedeno v Tabulce 2.4.
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Tabulka 2.4: Dévka a doba pusobeni syntetickych opioidu [2]
FENTANYL
Davka Pisobeni
Lehka Bézna Silna Pocatek | Doba pisobeni | Doznivani
Nosni podani 10-25 ng 25-50 pg 50-75 pg — — —
Kozni podéni | 12,5 ng/h | 25-50 png/h | 50-100 pg/h 2-4 h 48-72 h —
Bukalni podéani — — — 15-30 min 14 h —
Insuflace — — — 15-30 min 14h —
FURANYLFENTANYL
Podani tusty 0,3-0,5 mg | 0,5-0,9 mg | 0,9-1,6 mg — — —
Insuflace 0,204 mg | 0,4-0,8 mg | 0,8-1,6 mg 1-10 min 1-3 hod 1-3 hod

V poslednich mésicich roku 2017 vedlo siroké rozsifeni furanylfentanylu ke zvysenému
poctu zachyti drogy ve Spojenych statech, Kanadé, Australii i v Evropé. Podle idaju DEA
uvedenych ve zpravé o rozvijejicich se hrozbach za posledni ¢tvrtleti roku 2016 je furanyl-
fentanyl po fentanylu v zabavenych a analyzovanych materidlech druhou prevladajici latkou
mezi opioidy/analgetiky. V letech 2016 a 2017 v USA a Kanadé bylo zadrzeno pres 35 kg
této latky, dale i lahvicky s oénimi kapkami obsahujici furanylfentanyl. V Australii a Evropé

bylo zadrzeno mnozstvi v fadech gramu. [12]

2.1.3 Carfentanyl

Carfentanyl®, (Obrdzek 2.5), byl poprvé syntetizovdn chemiky v Janssen Pharmaceutical
v roce 1974 a oznacen jako Wildnil. Fyzikalné-chemické vlastnosti toho analogu znézornuje
Tabulka 2.5. Od doby, kdy byl syntetizovan, byl rozsahle studovan na zviratech, ale bylo
popséano i nékolik studii na lidech. Droga je velmi silnym agonistou opioidnich receptoru
s poradim podle téinnosti p >>> § > k. Vazebné studie zjistily, Ze vypo¢tené hodnoty Ki’
pro lidské opioidni receptory jsou 0,024 nmol/l (u1), 3,3 nmol/1 (4) a 43 nmol/l (). Pro
srovnani hodnoty Ki pro fentanyl jsou 1,9 nmol/l (x1), 153 nmol/l (§) a 197 nmol/l (k).
Odhaduje se, ze klinickd ucinnost carfentanylu je 10 000x vyssi nez u morfinu, 4 000x
vyssi nez u heroinu a 100x vyssi nez u fentanylu, coz z néj ¢ini jeden z nejsilnéjsich, neji-
¢innéjsich a komercné znamych opioidt. Pouzivat jej smi pouze veterinari jako uklidnujici
prostiedek pro velké volné zijici zvitata (sloni, medvédi, gazely, prasata, vlci,...), pro vySet-
feni a procedury. Byl také pouzivan jako chemickd zbran, coz z néj ¢ini velmi vazné riziko

pro verejnost. [2]

4Carfentanyl — methyl-1-(2-fenylethyl)-4-( N-propanoylanilino) piperidin-4-karboxylat; 4-karbomethoxy-
fentanyl

5Ki - inhibi¢éni konstanta, kterd charakterizuje vztah mezi enzymem a inhibitorem, neboli disociaéni
konstanta komplexu enzym-inhibitor (EI)
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Carfentanyl je bily prasek, ale byl identifikovan i jako rtzovy, ¢i hnédy prasek spolu
s dalsimi latkami. Carfentanyl citrat je bez zapachu a je vysoce rozpustny ve vodé. Lze jej
strukturné potvrdit pomoci infracervené spektroskopie, nuklearni magnetické rezonance,
plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii ¢i hmotnostni spektrometrii

s pomérem izotopu. [13]

Obréazek 2.5: Strukturni vzorec carfentanylu

Tabulka 2.5: Prehled zékladnich fyzikalné-chemickych vlastnosti carfentanylu

Molérni hmotnost 394,51 g/mol | [6]
Teplota varu (predikovana) 508,1 £+ 50,0 °C | [6]
Hustota 1,142 + 0,06 g/cm?® | [6]
pK, (predikovand) 7,76 £ 0,20 | [6]
logP (predikovana) 3,684 + 0,611 | [6]
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2.1.4 Sufentanyl a thiofentanyl

Sufentanyl®, (Obrdzek 2.6), je synteticky silny opioid s vysoce selektivni vazbou na
p-opioidni receptory. Tyto receptory jsou siroce distribuovany v lidském mozku, mise a dal-
sich tkanich lidského téla.

Obrazek 2.6: Strukturni vzorec sufentanylu

Jeho zakladni charakteristika je shrnuta v Tabulce 2.6. Pouziva se jako doplnék pri aneste-
zii a jako primarni anestetikum. Podava se intravenézné, epidurdlné a sublingvalné. Sub-
lingvalni forma, vyrobena spolecnosti AcelRX Phamaceuticals, byla schvalena 2. listopadu
2018; tento zplisob podani ma byt jednoduchou, efektivni, neinvazivni analgetickou moz-
nosti, kterd ma zdravotnikiim umoznit rychleji zvladnout akutni bolest bez intravenézniho
¢i epidurdlniho podani. M4a nékteré uzitecné farmakologické zvlastnosti - je 5-10x tc¢innéjsi

nez fentanyl, ale mé kratsi dobu tcinku. [14]

Tabulka 2.6: Prehled zékladnich fyzikalné-chemickych vlastnosti sufentanylu

Molarni hmotnost 386,55 g/mol | [6]

Teplota tani 96,6 °C | [6]

Teplota varu (predikovana) | 493,1 + 40,0 °C | [6]

Hustota 120 g/cm3 | [6]
pK, (predikovand) 7,89 + 0,20 | [6]
logP (predikovand) 3,950 + 0,462 | [0]

fSufentanyl — N-fenyl- N-4-(methoxymethyl)-1-[2-(thiofen-2-yl)ethyl]piperidin-4-ylpropanamid
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Thiofentanyl”, (Obrdzek 2.7), je silné analgetikum a anestetikum, které se prodévalo
na ¢erném trhu v 80. letech pred zavedenim federdlniho zakona o analozich[15]. Ma podob-
nou cestu syntézy jako fentanyl, ale pri syntéze se fenethylbromid nahradi

2-(2-bromethyl)thiofenem. Vice vlastnosti shrnuje Tabulka 2.7. [16]

0 CH,

O

Obrazek 2.7: Strukturni vzorec thiofentanylu

Tabulka 2.7: Prehled zakladnich fyzikalné-chemickych vlastnosti thiofentanylu

Molarni hmotnost 342,50 g/mol | [6]
Teplota varu (predikovana) 467,7 + 40,0 °C | [6]
Hustota (predikovand) 1,145 + 0,06 g/cm? | [6]
pK, (predikovana) 8,29 £+ 0,20 | [6]
log P 3,550 + 0,402 | [6]

"Thiofentanyl (thienylfentanyl) — N-fenyl- N-[1-[2-(2-thienyl)ethyl]-4-piperidinyl]propanamid
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2.2 METABOLISMUS FENTANYLU A JEHO ANALOGU

Zmnalost metabolismu fentanylu a jeho analogt je nezbytna mimo jiné pro identifikaci podé-
vané/ych latky/latek, viz Obrdzek 2.8. Studium téchto procesu je kritické vzhledem k jejich
kratkému biologickému poloc¢asu (jednotky hodin) a nasledné kratké detekéni moznosti
puvodniho/puvodnich fentanylu/a v krvi. Identifikace charakteristickych metaboliti, pre-
devsim v mo¢i, muze prispét k presné identifikaci materské latky/latek. [17]

Metabolismus xenobiotik se ¢asto sklada z téchto dvou fazi:

Prvni faze zahrnuje modifikaci materské molekuly redukci, oxidaci, dekarboxylaci,
deaminaci, dehalogenaci nebo hydroxylaci, aby se ve vétsiné pripadi stala droga méné
biologicky aktivni a aby se pfipravila na fazi (2); z téchto reakei je zvlasté dilezita

hydroxylace, ktera je katalyzovanad enzymy cytochromu P450.

Druhé faze zahrnuje konjugaci drogy, ¢asto po modifikaci ve fazi (1), bud s hyd-
rofilnimi nebo hydrofébnimi skupinami, aby byla rozpustnd v moci pro vylucovani

ledvinami nebo rozpustnd ve zlu¢i pro vyluc¢ovani stolici. [18]
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Obrazek 2.8: Schématicky znazornéné metabolické drahy fentanylu u lidi. Hlavni metabo-
lické drahy jsou vyznaceny tuénymi Sipkami. [19]
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Zatimco metabolity morfinu jsou farmakologicky aktivni, metabolity fentanylu a lékarsky
schvédlenych derivatti fentanylu jsou vétsinou neaktivni. Fentanyl je metabolizovan hlavné
v jatrech na hlavni metabolit norfentanyl (26-55 % dévky fentanylu). Tato metabolickd
cesta je zpusobena cytochromem CYP3A4 spolu s izoenzymy CYP3A5 a CYP3AT prostied-
nictvim oxidativni N-dealkylace piperidinového kruhu. Muze byt také amidové hydrolyzovan
na despropionylfentanyl, nebo hydroxylovan na ethylovém fetézci na hydroxyfentanyl, ktery
je N-dealkylovan na hydroxynorfentanyl [20]. Prochazi rychlou a rozsidhlou biotransformaci
a ma kratky biologicky polocas, 98,6 % dévky je eliminovano z plazmy béhem jedné hodiny.
Méné nez 8 % se vylucuje v nezménéné podobé [18]. Byl navrzen tak, aby byl vysoce lipo-
filni, aby mohl pronikat pfes membrany a fyziologické brany (hematoencefalicka bariéra).
Vylucovani xenobiotik moci vyzaduje, aby drogy, resp. jejich metabolity byly hydrofilni,
proto eliminace fentanylu ledvinami zahrnuje jeho biotransformaci na polarnéjsi metabo-
lity. [18] Metabolity jsou pfitomny predevsim ve slindch, modi, stolici a plazmé. Asi 70 %
podané davky se vylou¢i mo¢i za 72 hodin (vétsinou ve formé metaboliti) a asi 10-20 %
se vyloudi v nezménéné podobé za 48 hodin, pouze 8-10 % nezménéného fentanylu se z téla
uvolnuje ledvinami nebo stolici. [17]

Furanylfentanyl a jeho 4 metabolity byly nalezeny ve vzorcich odebranych intoxikova-
nym pacientim. Témér ve vsSech pripadech byl nalezen produkt hydrolyzy
4-anilino- N-fenethylpiperidin (4-ANPP) a jeho sulfatovy konjugat. Unikatni metabolit, vy-
tvoreny tvorbou dihydrodiolu heterocyklické furanylové skupiny, byl pozorovan v 86 %
pripad. Na druhou stranu, N-dealkylovany metabolit furanylfentanylu byl detekovan jen
ziidka. [17]

Pro carfentanyl nebyla doposud publikovana studie o metabolickych drahéach této drogy
in vivo u lidi. Identifikace metabolitti carfentanylu byla provedena pomoci lidskych jaternich
mikrozomu a lidskych hepatocytu. Carfentanyl a jeho metabolit, norfentanyl, se mohou
hromadit v lidském téle, coz muze zpusobit rezistenci na antidotum. [17]

Sufentanyl je metabolizovin podobné jako fentanyl (jaterni cesta na identické
N-dealkylované produkty), a proto ho nelze odlisit od fentanylu metodami, které detekuji

pouze produkty metabolické transformace. [17]

2.3 METODY ANALYZY FENTANYLU A JEHO
ANALOGU

Podle doporuceni SWGDRUG je treba pro stanoveni pouzit minimalné dvé analytické
techniky. Pouzité analytické techniky mohou zahrnovat imunotesty, GC-MS, LC-HRMS
¢i LC-MS/MS. Kvuli neustalému objevovani novych a novych analogti musi forenzni la-
boratore prizptusobovat své analytické metody tak, aby drzely krok s trendy a zaroven
zachovaly status quo v identifikaci analogt fentanylu a jejich metabolitti v biologickych

vzorcich. [18]
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Sirok4 8kala moznych matric vzork vyzaduje flexibilni, pienosné a levné analytické
techniky schopné rychle indikovat pritomnost a relativni hrozbu fentanylu a jeho analog.
U biologickych kapalnych vzorki je kvantifikace fentanylu nebo analogt fentanylu v realném
case nezbytna pro odhad efektivni terapeutické davky. Diive byly pouziviny metody jako
Ramanova spektroskopie (SERS) ¢i chromatografické metody s ruznymi detektory. Zatimco
chromatografické metody jsou povazovany za ,zlaty standard“ pro kvantitativni analyzu,
jejich provoz je obecné drahy, jsou omezeny na centralizovanou laborator a vyzaduji tech-
nicky vyskolené odborniky. Nicméné kvili obrovskému poctu analogu fentanylu, které lze
snadno oddélit a identifikovat pomoci chromatografie, mohou byt tyto metody nejvhodnéjsi
pro analytickou kvantifikaci téchto latek. Pro detekci fentanylu byly pouzity i jiné metody
pouzitelné v terénu, jako je nanokapalinova chromatografie s vyuzitim elektronové ionizace
a detekce pomoci hmotnostni spektrometrie (NLC-EI-MS), ruéni SERS a iontova mobilitni

spektrometrie (IMS), bohuzel mohou byt nakladné. [5]

2.3.1 Imunotesty

Imunotesty jsou predbéznou screeningovou technikou bézné pouzivanou k predpoklddané
identifikaci v ptipadé pritomnosti drog v biologickych vzorcich. Vyuzivaji protilatky, které
jsou specifické pro proteinovy ligand, a které se navazi na cilovou molekulu analytu (an-
tigen). Vytvoreny imuno-komplex se oddéli od nenavazanych ¢éstic a nasledné se sleduje
signal volné nebo vazané frakce. I kdyz lze imunotesty s vysokou propustnosti automatizo-
vat a mohou poskytovat rychlé, citlivé a nakladové efektivni vysledky, v dusledku malych
strukturalnich rozdili mezi morfinem a syntetickymi opioidy imunotesty pouzivané v rutin-
nich klinickych testech ¢asto nereaguji pravé na syntetické analogy. Proto je tfeba potvr-
dit pritomnost ¢i identifikovat prislusny analog pomoci hmotnostni spektrometrie. AvSak
v pripadech, kdy potfebujeme identifikovat samotny fentanyl, se vyuzit daji — napf. pri
analyze fentanylu ve vlasech [21]. KifZova reaktivita fentanylu a analogu fentanylu v moci
byla popsdna pomoci enzymové imunoanalyzy (ELISA) vyvinuté spolecnosti Janssen Life
Sciences. [18]

Farmakokinetické vlastnosti fentanylu ¢ini navrh spolehlivého screeningového imuno-
testu fentanylu naroénym. Fentanyl mé kratky plazmaticky polocas® a rychle se biotrans-
formuje na nékolik metabolitl, véetné norfentanylu, despropionylfentanylu, hydroxyfen-
tanylu a hydroxynorfentanylu, které se vsechny objevuji v moci. Odhaduje se, Ze pouze
6 % fentanylu se objevuje v moc¢i v nezménéné podobé, takze imunotesty zaméfené na
materskou slouc¢eninu musi byt schopny detekovat relativné nizké koncentrace fentanylu

v fadu ng/ml (3 nmol/l). Snyder a kol. [22] testovali technickou vykonnost, diagnostickou

8Plazmaticky polo&as — ¢as, za ktery koncentrace latky v krevni plazmé klesne na polovinu ustaleného
stavu
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presnost a klinickou vyuzitelnost nového automatizovaného fentanylového homogenniho en-
zymového imunotestu (HEIA) v moci pacienti 1é¢enych pro chronickou bolest. Stanoveni
v mo¢i pomoci HEIA pouzili i autofi ¢lanku [23], kde limit detekce pro fentanyl byl 1 ng/ml.

Angelini a kol. [24] detekuji fentanyl a jeho analogy pomoci laterdlniho pritokového imu-
notestu (LFI) pomoci testovacich prouzku. Oba testy byly navrzeny jako kompetitivni LFT;
jeden pruh v testovaci oblasti indikuje pozitivni vysledek, dva pruhy znamenaji vysledek
negativni. Hodnotili i¢innost LFI pii detekci fentanylu ve smésich, protoze fentanyl se ¢asto
pfi pouli¢nim prodeji misi s jinymi nelegalnimi drogami (nejc¢astéji heroinem). Autofi méli
obavy, ze heroin by mohl maskovat pfitomnost fentanylu v nezndmém vzorku, a proto byly
vytvoreny smési fentanylu a heroinu v poméru 1 : 10. VSechny testy obsahujici fentanyl
prinesly pozitivni vysledky a pritomnost heroinu v tomto poméru nemeéla zadny vliv na vy-
konnost LFI. LFI se da vyuzit k detekci fentanylu, heroinu, carfentanylu a dalsich v moci
a ve slindch [25], k detekci fentanylu a jeho analogt v zadrZenych vzorcich a posmrtné
mo¢i [26]. V publikaci [27] bylo srovnano 19 komer¢né dostupnych imunotesti na tficeti
analozich fentanylu. Fentanyl a nékteré blizce piibuzné analogy byly detekovany bez pro-
3-methylfentanyl) nebyly detekovany spravné. Carfentanyl byl detekovan pouze soupravami
specidlné navrzenymi pro jeho detekci.

Vyuziti imunotestii neslouzi jen k detekci fentanylu a jeho metaboliti v lidskych vzor-
cich. Castym vyuzitim je detekce ve vzorcich od zvifat, konkrétné u dostihovych konf pomoci
ELISA nebo RIA; kde jsou nejéastéjsimi vzorky krev a moc. [28], [29]

Imunotesty ELISA vyuzili autofi publikace [30], ktef{ vyvinuli vysoce citlivé homogenni
imunotesty pro detekci fentanylu v moc¢i pi minimalni koncentraci 2 ng/ml. Detekei v moci
nejen pomoci ELISA, ale i pomoci zkfizené reaktivity vyuzili autori [31], kde byla lidska
mo¢ obohacena o fentanyl nebo jeho analogy; vysledky ukazuji, ze test ELISA byl schopen
detekovat fentanyl v modi s limitem detekce 0,25 ng/ml. Vyuzit se d4 rovnéz pro stanoveni
fentanylu, opidtu a benzodiazepini ve vlasech, pricemz pozitivni vysledky ELISA byly po-
tvrzovany pomoci GC nebo LC-MS [32]. Pro stanoveni fentanylu v konské plazmé a moci
vyuzili autori [33] komercni testovaci soupravy ELISA; méfeni fentanylu po intravendznim
a intramuskularnim podani v nefedéné plazmé ale nebylo reprodukovatelné, zatimco kvanti-
fikace fentanylu v mo¢i byla zavisld na slozeni. Komeréné dostupné testy ELISA s vyuzitim
zktizené reaktivity ke zjisténi vhodnosti pro ucely toxikologického screeningu vyuzili autori
[34].
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2.3.2 GC-MS

Hmotnostné spektrometricka detekce v GC vyuziva obvykle elektronovou ionizaci, pfi niz
jsou vzniklé ionty charakteristicky fragmentovany. K identifikaci latek vyuziva porovnani
ziskanych hmotnostnich spekter se spektry v knihovnach. P¥imé stanoveni drog, které nejsou
tékavé, jsou polarni a tepelné nestabilni, obvykle neni mozné. Proto se pouzivaji postupy
upravy vzorku, napf. derivatizace, které jsou nejen ¢asové, ale i finan¢éné narocné. [18]

GC-MS nebo GC-MS/MS slouzi ke stanoveni fentanylu a jeho analogi v moc¢i [35], [36],
[37], [38], v plné krvi[39], ve vlasech [40], [41], z materidlu nalezeného na misté ¢inu [42],
plazmé nejen pomoci GC-MS, ale i GC-AFID [43].

2.3.3 LC-MS a LC-MS/MS

Vzhledem k pokroku v kapalinové chromatografii a hmotnostni spektrometrii je kombinace
téchto metod stéle vice vyuzivana diky snadnéji aplikovatelnému pristupu na Sirokou skalu
analyti. LC-MS se stale vice pouziva jako metoda pro detekci a kvantifikaci drog a jejich
metaboliti. Mizeme obejit uskali, které skryva GC-MS (derivatizace, tepelna nestabilita).
Zajimavé pouziti nabizi LC-TOF-MS, které poskytuje vysokou presnost zmérené hmotnosti
jako pomicku pfi identifikaci klicovych metaboliti. [18]

7 duvodu syntetizovani neustale novych analogii s mnohem silnéjsim ucinkem je tireba
vytvorit metody, které budou schopny detekovat takové latky. Jednou z tspésné pouzi-
vanych metod je UHPLC-Ton-Trap-MS™ pomoci niz autofi stanovili 13 analog fentanylu
(acetylfentanyl, alfentanyl, 3 - hydroxythiofentanyl, butyrylfentanyl, carfentanyl, despropio-
nylfentanyl, fentanyl, furanylfentanyl, norfentanyl, 4-fluorisobutyrylfentanyl, 4-fluorbutyryl-
fentanyl, sufentanyl a valerylfentanyl (U-47700)). [44]

Tandemova hmotnostni spektrometrie se ¢asto pouziva k charakterizaci fragmentacnich
drah a ke stanoveni elementarniho slozeni pri kompenzaci Spatné chromatografické kapacity
LC. To se provadi pomoci dvou sekvencnich kvadrupoélovych hmotnostnich filtra. Pro identi-
fikaci a kvantifikaci fentanylovych sloucenin slouzi monitorovani vicenasobnych reakci. Mez
detekce v krvi a mo¢i pfi pouziti této metody se pohybuji v rozmezi 0,01-0,5 ng/ml pro
nové opioidni slouceniny, véetné acetylfentanylu ¢i hlavniho metabolitu norfentanylu. [18]

LC-TOF-MS se vyuziva velmi ziidka, ale v tomto spojeni miizeme provést screening
67 drog a metabolitu v séru nebo plazmé [45]. Mnohem vice vyuzivané je spojeni kapalinové
chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii, kdy je mozno stanovit fentanyl
a jeho 18 analogu [46], pomoci multiplexni detekce lze stanovit fentanyl a jeho analogy
v plné krvi [44], v krvi, séru, plazmé a moci [47], [1], v plazmé a slindch [48] nebo ze susenych

krevnich skvrn [49].
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2.3.4 Elektrochemické techniky

Elektrochemické techniky byly siroce demonstrovany pro terénni screening pro ruzné ana-
lyty a nabizeji kombinace rychlé doby odezvy a vysoké citlivosti spolu s prenosnym lev-
nym pristrojovym vybavenim. Elektrochemicka zafizeni jsou proto mimoradné atraktivni
pro decentralizovanou detekci jako nastroje poskytujici rychlé chemické informace na pomoc
pti zvladani problému. [50]

Elektrochemické detekce je relativné levna, prenosnd a rychla, ale soucasné metody po-
stradaji dostatecnou selektivitu nezbytnou pro pozitivni identifikaci a kvantifikaci riznych
analogt fentanylu. Elektroanalyticka zarizeni se tedy mohou nejlépe hodit jako vychozi indi-
katory fentanylu nebo jeho analogii bud v prascich nebo primo v biologickych tekutinach pro
analyzu na misté — nabizeji prilezitost rychle identifikovat druhy opioidu pritomné v krvi
¢i moci pacienta tak, aby mohla byt poddna Uc¢inna davka. Vyhody elektroanalyzy tedy
spocivaji v poskytovani rychlych, kvalitativnich informaci na pomoc pri zvladani epidemie
fentanylu v prvni linii. Tento pfistup zdlraznuje nejnovéjsi vyvoj v oblasti elektrochemické
detekce fentanylu prostfednictvim voltametrickych metod. [5]

Prvni metoda pro detekci fentanylu byla vyvinuta na zakladé techniky adsorpéni roz-
poustéci voltametrie (AdSV) v roce 1994 [51]. Dalsi metoda byla popsdna pro sniméni
fentanylu v rozsahu koncentraci 10 pmol/1-10 mmol/l v roce 2002 [52]. Sitotiskova uhlikova
elektroda (SPCE — Screen-Printed Carbon Electrode) modifikovana iontovou kapalinou byla
pouzita pro stanoveni fentanylu metodou cyklické voltametrie [53]. Neddvno byla popséna
SPCE modifikovana uhlikovymi nanotrubickami a iontovou kapalinou pro méfeni fentanylu
[54]. Navzdory presnosti a spolehlivosti téchto metod vétsina z nich trpi uréitymi omeze-
nimi, jimiz jsou omezeny linearni rozsah, neptriznivé limity detekce ¢i slozity proces pripravy
vzorku. [55] Souhrn literatury pro elektrochemické stanoveni fentanylu ukazuje Tabulka 2.8.

Elektroda ze skelného uhliku (GCE - Glassy Carbon Electrode) se bézné pouziva
jako vhodné platforma v elektrochemickych aplikacich diky fantastickym vlastnostem, jako
je nizky proud pozadi a Siroky rozsah potencialu. Tato uzivatelsky privétiva platforma ma
na svém povrchu pomaly prenos elektronti. Tento problém lze vyrtesit ipravou povrchu elek-
trody ruznymi technikami. Mezi rizné pouzivané materidly radime i uhlikové “nanocibule*
(CNOs — Carbon Nano-Onions), které jsou jednim z nejnovéjsich uhlikovych alotropu a jsou
povazovany za uhlikovou nanostrukturu s nulovym rozmeérem. Studie uvadéji, ze vodivost
CNOs s takovymi specifickymi strukturami je blizka chovani kovii a jejich katalyticka akti-
vita zavisi na jejich velkém povrchu. Dalsi vyhody zahrnuji vysokou odolnost proti korozi,
vysoky pomér povrchu k objemu, dobrou tepelnou stabilitu a vynikajici fizenou distribuci

velikosti ¢astic. [55]
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Vétsina dosud uvadénych elektrochemickych fentanylovych senzorti vyuziva voltamet-
rii k fizeni nevratné oxida¢ni N-dealkylace piperidinového terciarniho aminu pfi cca 0,8 V
vs Ag/AgCl. Jak je patrné z obrazku, Obrdzek 2.9, tuto reakci poskytuji vsechny analogy
fentanylu. Ve stejné potencialové oblasti poskytuji proudovou odezvu i dalsi drogy, jako
napf. heroin a kokain, a proto je obtizné voltametricky tyto drogy odlisit od fentanylu
a jeho derivata. Platinové a zlaté elektrody nebyly pouzity k voltametrickému zkoumani
fentanyld, pravdépodobné kvuli potencidlovému omezeni pri relativné vysokych potencia-
lech. Po prenosu dvou elektronii a dvou protont v elektrochemické reakci nasleduje krok
hydrolyzy, jehoz vysledkem jsou dva produkty. Obrdzek 2.10. znazornuje mechanismus elek-

trochemické oxidace fentanylu. [5]

— Fentanyl

— Acetylfentanyl

— Butyrylfentanyl
— Methoxyacetylfentanyl
— Cyclopropylfentanyl
—— Valerylfentanyl

— Isobutyrylfentanyl
—— Cyclopentylfentanyl
— Cyclobutylfentanyl
—— Benzoylfentanyl
—— Isovalerylfantanyl

— Heroin

— Cocaine

b |
T 1 L |

0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 L1 12 13

E (Vvs Ag/AgCl)

Obrézek 2.9: Prekryti cyklickych voltamogramii pro 50 pg/ml heroinu, kokainu, fentanylu
a 10 analogu fentanylu pti pH 7,0 [5]
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SENCINCIG
5 4 & 6

N
H
norfentanyl fenylacetaldehyd

Obrazek 2.10: Mechanismus elektrochemické oxidace fentanylu [5]
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Tabulka 2.8: Souhrn soucasné literatury pro elektrochemickou detekci fentanylu

Elektroanalyticka Modifikace
Analyt Elektroda Ref.
metoda elektrody
Adsorpéni rozpoustéci
PO TOIPOIRES L pRPPRY He — [56]
voltametrie
Adsorp¢ni rozpoustéci B
Fentanyl Hg — [57]
voltametrie
Potenciometrie Fentanyl | PVC membrana FT(4-CP)B-IPC'" [58]
Potenciometrie Fentanyl | PVC membrdna | FT[(bTFM)P]B-IPC!! | [59]
Fentanyl-fosfo-
Potenciometrie Fentanyl | PVC membrana wolframovy [60]
ion-parovy komplex
Elektricky Skelné uhlikové
generovana Fentany]l Skelny uhlik mikrokulicky [61]
chemiluminiscence a iontova kapalina
Vicesténné uhlikové
Diferenc¢né pulzni L
Sufentanyl Uhlikova SPE nanotrubicky [62]
voltametrie
(MWCNTSs)
Square wave o MWCNTs i
Fentanyl Uhlikova SPE [63]
voltametrie a iontova kapalina
Cyklické square Fentanyl,
Y 4 Y» | Uhlikova SPE Tontové kapalina | [64]
wave voltametrie norfentanyl
Jednosténné uhlikové
Diferenc¢né pulzni o
Fentanyl Uhlikova nanotrubicky [65]
voltametrie
(SWCNTs)
Duta mikrojehla
Cyklickd square i
Fentanyl naplnénd — [66]
wave voltametrie
uhlikovou pastou
Diferencné pulzni o Zinkova kovovo-
Fentanyl Uhlikova SPE [67]
voltametrie organické struktura
Diferenc¢né pulzni , i o . B
Fentanyl Skelny uhlik Uhlikové “nanocibule® | [55]

voltametrie

DBPPE - N,N’-difenyl-N,N’-bis(1-fenylmethyl-4-piperidinyl)-ethandiamid
"FT(4-CP)B-IPC - Fentanyl-tetrakis(4-chlorfenyl)boritanovy ion-parovy komplex
HET[(bTFM)P]B-IPC - Fentanyl-tetrakis[3,5-bis(trifluormethyl)fenyl]boritanovy ion-parovy komplex
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2.3.5 Vysokotucinna kapalinova chromatografie

Vysokoui¢inna kapalinova chromatografie se fadi mezi nejcastéji pouzivané separacni me-
tody. Vynika vysokou ti¢innosti, dobrou opakovatelnosti a robustnosti. Tato metoda je vhod-
né pro déleni méné tékavych organickych latek.

HPLC je zalozena na separaci analyti na zakladé jejich distribuce mezi stacionarni
a mobilni fazi. Béhem separace dochazi ke mnoha interakcim - interakce analytt s mobilni
fazi, interakce mobilni a stacionarni faze a sorpce analytii na stacionarni fazi. HPLC chro-
matograf se sklada ze zadsobniku mobilni faze, vysokotlakého cerpadla, ddvkovaciho zafizend,
kolony a detektoru.

UV detektory se pouzivaji v HPLC pro detekci analytu, které obsahuji ve své strukture
chromofor. Mérenim absorpce zareni o riznych vlnovych délkach lze analyt identifikovat.
Mezi vyhody tohoto detektoru patri jeho spolehlivost, snadné pouziti, vysoka linearita
a presnost; omezenim je, ze latka musi mit chromoforickou aktivitu. [68]

HPLC-UV metoda pro stanoveni fentanylu, alfentanylu a sufentanylu se d& vyuzit pti je-
jich stanoveni ve vzorcich stéru pri 205, 208, resp. pii 230 nm [69] nebo ve vzorcich lidské
krve a plazmy pfi 200 nm [70], v plazmé pfi 195 nm, remifentanylu v lidské i psi krvi
pfi 210 nm [71], v krysi plazmé k objasnéni farmakokinetického chovani pri 201 nm [72]
¢i ke stanoveni rezidui fentanylu po aplikovani transdermélnich néplasti pri 254 nm [73].
Rovnéz lze HPLC-UV vyuzit k nucené degradaci fentanylu a nasledné identifikaci a analyze
necistot a degradacnich produktu pfi 215 nm [74].

Elektrochemickd detekce (ECD) pro HPLC je selektivni a extrémné citliva detekéni tech-
nika, kterd se pouziva v fadé analyz (neurotransmitery, katecholaminy, sacharidy ¢i analyza
drog). Pro detekci se pouzivaji prutokové cely a elektrody, které lze miniaturizovat. Cou-
lometrickd detekce je technika, pri které je témér 100 % analytu v proudu MF oxidovdno
nebo redukovano na povrchu elektrody pri konstantnim potencialu.

Stanoveni fentanylu pomoci HPLC-UV-ECD uvédi literatura [75]. Stanoveni heroinu,
fentanylu a jeho analogti pomoci HPLC s UV detekei pfi 205 nm a amperometrickou detekei
s potencidlem E = 41,0 V vs. Ag/AgCl a proudovym rozsahem 100 nA—1 mA je popséno

v literature [76].

2.3.6 Potenciometrické stanoveni fentanyli

Potenciometrické metody s iontové selektivnimi membranovymi elektrodami (ISME) mo-
hou poskytnout cenné a primocaré prostredky pro testovani fentanylu ve farmaceutickych
pripravcich diky moznosti stanoveni piimo a bez jakékoliv dalsi separace. Nizka cena,
snadné pouziti, idrzba, jednoduchost a rychlost testovaciho postupu a spolehlivost zis-

kanych informaci je ¢ini velmi ldkavymi pro testovani farmaceutickych produktu. [77]
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2.3.7 Testovani a analyza biologického materialu

Tato kapitola je zde zarazena, protoze v experimentalni ¢asti bude po vyvinuti metody
testovan i biologicky material. Pravé v praxi se vyuziva biologicky materidl pro kvalitativni

i kvantitativni analyzu nejcastéji. Nize zminéné se vyuzivaji nejvice.

2.3.7.1 Krev/sérum/plazma

Vs

mnozstvi drogy v dobé odbéru. Vzorky plné krve by mély byt odebirany do zkumavky,
ktera obsahuje konzervac¢ni i antikoagulacni ¢inidlo. Pomér koncentrace fentanylu v krvi
a plazmé se uvadi 0,8-1,0 a pro norfentanyl 1,0-1,3; jako dalsi byl popsin pomér pro su-
fentanyl 0,6-0,7. V idedlnim piipadé je pro ucely forenzni toxikologie nejlepsi odebirat

a analyzovat femordlni'? nebo periferni krev'®. [36, 78]

2.3.7.2 Mo¢

Mo¢ jako biologicky vzorek lze pouzit k prokazani expozice drogami. Po absorpci jsou drogy
nebo metabolity drog obvykle pritomny v moci ve vyssich koncentracich nez v krvi. V moci
jsou cilovymi analyty casto metabolity ptivodnich drog, které jsou casto neaktivni. Vyssi
koncentrace drog v moc¢i maji tu vyhodu, ze prodluzuji dobu, po kterou lze zjistit predchozi

uziti drog.

2.3.7.3 Vzorky od zemtrelych jedinct

Tkané
Vzorky tkani,mozek, jatra, ledviny nebo svalova tkan v blizkosti mista vpichu, lze testovat
pri postmortalnich vysetfenich. Jatra jsou optiméalnim vzorkem v nepiitomnosti krve nebo

moci. Koncentrace drog stanovené pri tkanové analyze je velmi obtizné interpretovat.

Sklivec

Sklivec, prihledné, ¢iré, bezbarvé, rosolovité téleso nachazejici se za cockou a pred sitnici
oka, je dals{ alternativni vzorek doporuceny pro posmrtnou analyzu. Sklivec je anatomicky
izolované misto, takze je méné nachylné k hnilobnym zménam. Pro analyzu lze casto ode-
brat pouhé 2-3 ml. Koncentrace drog ve sklivci jsou casto podobné jako v krvi; vyklad

by vsak mél byt provadén opatrné.

2%rev ze stehenni tepny
1 , nos , .
3krev, kters obih4 v cévich
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2.3.7.4 Stabilita a skladovani

Bylo prokazano, ze fentanyl je stabilni v plazmé pii pokojové teploté po dobu 6 hodin
a po dobu 6 mésich pri -20 °C. V krvi s pfidavkem fluoridu sodného byl fentanyl stabilni
po dobu 1 tydne pti pokojové teploté. V moci byl fentanyl a norfentanyl stabilni po dobu
24 hodin pri pokojové teploté nebo pii 4 °C. Carfentanyl a furanylfentanyl byly stabilni
v lidské krvi konzervované fluoridem sodnym po dobu miniméalné 30 dnd pii pokojové tep-
loté, chlazené nebo mrazené. Testy stability udavaji ztraty fentanylu a jeho analogii mensi
nez 20 % za specifikované obdobi. Osvédcéené postupy pro detekci fentanylu v toxikolo-
gickych vzorcich vyzaduji, aby byly skladovany v chladni¢ce nebo zmrazené az do doby

analyzy. [30]
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EXPERIMENTALNI CAST

3.1 MATERIAL A PRISTROJE

3.1.1 Chemikalie
e Octan amonnny p.a. (Lachema, Brno, Ceské republika)
e Mravenc¢an amonny 99% p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
o Methanol pro HPLC (VWR International, Fontenay-sous-Bois, Francie)
o Acetonitril pro HPLC (VWR International, Fontenay-sous-Bois, Francie)
« Kyselina borité p.a. (Lachema, Brno, Ceska republika)
o Kyselina octova 99% p.a. (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
« Uhli¢itan sodny p.a. (Lachema, Brno, Cesks republika)
o Chloristan sodny monohydrét (Fluka, Neu-Ulm, Némecko)
« Chlorid draselny p.a. (Lachema, Brno, Ceska republika)
« Amoniak p.a. (Lach-Ner, Ceské republika)
« Fentanyl (Lipomed, Svycarsko)
« Norfentanyl (Lipomed, Svycarsko)
o Furanylfentanyl (Lipomed, Svycarsko)
o Carfentanyl (Chiron, Norsko)
« Sufentanyl (Lipomed, Svycarsko)
o Thiofentanyl (Chiron, Norsko)
o Dimethylanilin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

o Deionizovana voda (Millipore, 18,2 M)
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3.1.2 Pomicky a pristroje

Béhem experimentu bylo pouzivdno bézné laboratorni sklo (kddinky, odmérné vélce) a po-
mucky (Spachtle, 1zicka, vazenky). Pevné chemikélie byly odvazovdny na analytickych va-
hach ABS 220-4 (KERN, Balingen, Némecko) a objemy kapalin byly odebirdny pomoci
automatickych pipet. Pro odplynéni mobilni fize byl pouzit ultrazvuk POLSONIC Sonic
6 (Varsava, Polsko). Pro dpravu pH roztoku byl pouzit pH metr inoLab 720 s elektrodou
SenTix 41 (WTW, Weilheim, Némecko). Chromatografické analyzy byly providény po-
moci kapalinového chromatografu Ultimate 3000 (Thermo Scientific Dionex, Massachusetts,
USA) s UV (DioNex 3000 variable Wavelength detector) a elektrochemickou detekei (ECD-
3000RS vybavenym coulometrickou celou 6011 RS s pracovni elektrodou z mikroporézniho
grafitu a referentni hydrogen-palladiovou elektrodou).

Chromatografické separace fentanylu a jeho analogi byla testovana na ¢tyrech typech kolon:

Kolona C18 (Hypersil GOLD; 4,6 mm x 100 mm; 5 pm)
o Kolona C18 (Phenomenex Gemini-NX 5u C18 110A; 2,0 mm x 150 mm, 5 pm)
o Kolona C8 (ZORBAX Eclipse XDB - C8; 4,6 mm x 150 mm, 5 um)

o Kolona CN~ (ZORBAX 300SB-CN; 4,6 mm x 150 mm, 5 pm)

3.2 PRIPRAVA ROZTOKU

Zasobni roztoky octanu amonného a mravenc¢anu amonného o koncentraci 0,05 mol/1 byly
pripraveny navazenim pevné latky a rozpusténim v definovaném objemu deionizované vody.

Mobilni faze byly dle daného poméru pripravovany pomoci odmérného vélce, pozdéji
pomoci pipet (kvili malym rozdilim v pomérech). Acidita vodné slozky MFE byla upra-
vovana amoniakem na pH = 9, pfipadné pH = 10. Po smichani vodné a organické slozky
MF byl tento roztok prefiltrovan pres filtr, aby doslo k odstranéni pripadnych nerozpusté-
nych ¢astic. Takto pfecisténa MF byla sonifikovana po dobu minimélné 5 minut, aby doslo
k odstranéni prebytecnych bublinek vzduchu, které by mohly zavzdusnit systém HPLC.

Zasobni roztoky fentanylu, furanylfentanylu, sufentanylu, carfentanylu, thiofentanylu
a norfentanylu byly p¥ipraveny v koncentraci 1- 1073 mol/l v acetonitrilu nebo methanolu
a uchovavany v mrazaku pii -18 °C; nasledné byly fedény dle potieby.

Byla vytvofena smés vech Sesti fentanylt o koncentraci kazdé slozky ¢ = 1-107% mol/1
bud v ACN nebo v MeOH. Takto pripravené smési byly poté fedény prislusnou mobilni
fazi, ve které probihalo méfeni, na koncentraci ¢ = 5 - 1075 mol/l.

Byly pripraveny i roztoky dvou internich standardi, dimethylanilinu a N-cyklopentyl-

anilinu, o koncentraci ¢ = 5 - 1075 mol/1.
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3.3 EXPERIMENTALNI POSTUPY

3.3.1 Analyza fentanylia

Chromatografickd separace byla provadéna v systému s izokratickou eluci. Pratok mobilni
faze systémem byl zprvu nastaven na 0,5 ml/min, pozdéji byl ale navysovan na 1,2 ml/min.
Vinova délka UV detektoru byla zpocatku na 205 nm, ale nebyla dostate¢né selektivni,
a proto po zbytek experimentu byla nastavena na 255 nm. Potencialy na elektrochemickém
detektoru byly nastaveny na 0,9 a 1,1 V, po proméreni hydrodynamickych voltamogrami

byly ménény v zavislosti na pouzité mobilni fazi.

3.3.2 Priprava realného vzorku — moci

K 10 ml vzorku moci byly pfidany analyty a vnitini standardy o vysledné koncentraci
0,2 pmol/l. Moé¢ byla upravena na pH = 11 pomoci 50% NaOH a poté rozdélena na 2 dily
po 5 ml do plastovych centrifugacnich zkumavek. Poté byly vzorky extrahovany 2 ml chlo-
roformu na tfepacce (1 350 rpm) po dobu 10 minut, nasledné byly odstfedény (4 000
rpm., 10 min), 2 ml chloroformové spodni fiaze byly nadvakrat odebrany do 1,2ml sklené-
nych vilek a rozpoustédlo bylo odpareno do sucha. Odparek byl rekonstituovan v 100 pl
MF: (0,06M HCOONH, + 0,01M KCI, pH = 9) : ACN (57 : 43); prutok 1,2 ml/min. Analyza

kazdého duplikatu byla opakovana dvakrat. Objem nasttikovaného vzorku ¢inil 20 pl.
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VYSLEDKY A DISKUZE

Studium dostupné literatury ukézalo, ze praci popisujicich izokratickou HPLC separaci
syntetickych opioidl je pomérné malo. Prvotni podminky pro separaci fentanylu, jeho ¢tyr
analogt (thiofentanylu, furanylfentanylu, carfentanylu a sufentanylu) a metabolitu norfen-
tanylu byly inspirovany praci autori Zuway a kol. [79]. Tito autofi pouzili ve svém ¢lanku
MF se sloZzenim methanol : 0,01 mol/l octan amonny (obohacen o 0,1 mol/l chlorid dra-
selny) v poméru 30 : 70 pii pouziti kolony C18 ACE 3 (150 mm x 4,6 mm; 3 pm). Analyza
probihala pii prutoku 0,8 ml/min a vlnové délce UV detektoru 264 nm. Jejich cilem bylo
detekovat kathinony, nikoli fentanyl a jeho analogy.

Autori ¢lanku Elbardisy a kol. [76] pouzili velmi podobnou mobilni f4zi, jejiz slozeni bylo
0,02 mol/l mravencan amonny : acetonitril v poméru 70 : 30 s pridavkem 0,1 mol/l KCl
do vodné slozky elektrolytu pri pouziti kolony Eclipse XDB-C8 (150 mm x 4,6 mm; 5 pm).
Analyza probihala pfi prutoku mobilni fize 1,5 ml/min a vlnovou délku UV detektoru

nastavili na 205 nm.

4.1 Hledani vhodnych separacnich podminek

4.1.1 Kolona s oktadecylsilikagelovou SF, délka 10 a 15 cm

Pro prvni experimenty byla vybrana kolona C18, jako nejcastéji pouzivand kolona v kapa-
linové chromatografii. I kdyz se jedna o kolonu s reverzni fazi, dokdze separovat i bazické
latky, jako je to v tomto pripadé.

Prvni pouzitd MF se sklddala z vodného roztoku octanu amonného (pH = 7) a acetoni-
trilu v objemovém poméru 40 : 60. Za téchto podminek se separovaly ¢tyfi z péti analyti,
pricemz dva z nich se separovaly pouze ¢astecné, Obrdzek 4.1a a 4.1b. Norfentanyl, ktery
je nejpolarnéjsi z analyzovanych fentanyli, se na koloné nezadrzoval viibec. UV detekce pro-
bihala pti vlnové délce 205 nm, coz je pomérné neselektivni. Pro dalsi experimenty proto
byla zvySena na 255 nm. Postupné zvySovani obsahu vodné slozky mobilni faze ze 40 % az
na 55 % (v/v) vedlo k prodlouzeni retence analyti (s vyjimkou norfentanylu, ktery se ve

vSech testovanych MF na koloné nezadrzoval), avsak separace byla horsi, Priloha A.
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(a) UV detekce, A = 205 nm
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(b) Elektrochemickd detekce, E = +0,95 V

Obrazek 4.1: Chromatogram smeési norfentanylu, fentanylu, thiofentanylu, furanylfentanylu,
carfentanylu a sufentanylu (koncentrace kazdého 5 - 107> mol/1). Kolona: C18, mobiln{ faze:
0,06M CH3COONH,4, pH = 7 : ACN (40 : 60), prutok: 0,5 ml/min.
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Autori Zuway a kol. pouzili jako vodnou fazi octan amonny s pridavkem chloridu dra-
selného a autofi Elbardisy a kol. pouzili mravenéan amonny obohaceny rovnéz o chlorid
draselny. Aby bylo zjiSténo, zda pridavek chloristanovych, piip. chloridovych iont a tiprava
pH ma vliv na ucinek separace, byly pripraveny nasledujici modifikace, Tabulka 4.1.
Tabulka 4.1: Ruzné modifikace MF s pouzitim octanu amonného (s pridavkem chloristanu

sodného) s acetonitrilem a mraven¢anu amonného (s pridavkem chloridu draselného) s ace-
tonitrilem v poméru slozek 52 : 48

Modifikace MF Priloha
0,05M CH3COONH, + 0,05M ClO4~, pH = 9 : ACN B
0,06M CH3COONH, + 0,06M ClO4~ : ACN
(celkovd smés upravena na pH = 9)
0,05M CH3COONH,, pH = 9 : ACN D
0,06M CH3COONH, : ACN

(celkova smés upravena na pH = 9)

0,06M HCOONHy4 + 0,05M KCIL, pH =9 : ACN F
0,06M HCOONH4 + 0,056M KCI : ACN
(celkova smés upravena na pH = 9)

0,05M HCOONH,, pH = 9 : ACN 0
0,05M HCOONH, : ACN

(celkova smés upravena na pH = 9)

C

P

T

Z méteni a nasledného porovnani vychazi, ze nejlepsi separaci poskytuji mobilni faze s pri-
davkem chloristanovych ¢i chloridovych iontt a tpravou pH vodné faze. Ve srovnani mra-
vencan vs. octan je o malinko lepsi separace u mravencanu, avsSak rozdil neni nikterak
markantni.

Protoze bylo zjisténo, ze chloridy maji pozitivni vliv na G¢innost separace, byly prida-
vany i nadale do vodné slozky mobilni faze. MF se slozenim 0,05M HCOONH,4 + 0,05M
KCl1, pH = 9 : ACN byla pouzita v jinych pomérech — 54 : 46, Priloha I, a 56 : 44, Obrazek
4.2a a 4.2b. Zvysovani obsahu vodné faze vedlo k mirnému zlepseni separace. Je zretelnych
5 piktl, které nejsou oddéleny na zakladni linii a vykazuji velmi malé rozliSeni. Pro zjisténi
poradi, ve kterém se fentanyl a jeho analogy eluuji byly jednotlivé standardy analyzovany
samostatné v mobilni fazi 0,06M HCOONH4 + 0,056M KCI1, pH =9 : ACN v pomeéru 56 : 44.
Prvni se eluuje fentanyl, nasledovan thiofentanylem, furanylfentanylem, carfentanylem a su-

fentanylem.
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(a) UV detekce, A = 255 nm

17 27-10-2021 Test mobilnich fazi #6 [manually integrated] Smés fentanylt 255 nm ECDRS_1
nA

3000

3-19.741
2750
12 - 1.302

2500

2250 A4 17.691,4 - 20.508

2000

|5 - 29.866
1750

1500

1250

Current [nA]

1000

750

500

250

-250

-500

0.0 5.0 10.0 15.0 20’5 25.0 30.0 35.0 40.0
Time [min]

(b) Elektrochemicka detekce, E = 40,95 V

Obrézek 4.2: Chromatogram smési norfentanylu, fentanylu (1), thiofentanylu (2), furanyl-
fentanylu (3), carfentanylu (4) a sufentanylu (5) (koncentrace kazdého 5 - 1075 mol/l).
Kolona: C18, mobilni faze: 0,06M HCOONH4 + 0,05M KCI, pH = 9 : ACN (56 : 44),
prutok: 0,5 ml/min.
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Byla vyzkousena i 15cm kolona. Prodlouzeni délky kolony vedlo ke zhorseni separace
dvojic fentanyl — thiofentanyl a furanylfentanyl — carfentanyl, a také ke zvyseni retencnich
cast analytl az o 7 minut u posledniho eluovaného sufentanylu, a proto byla tato kolona

vyloucena z dalsich experimenti, Priloha J.

4.1.2 Kolona s oktylsilikagelovou SF

Kolona C18 neposkytovala separaci, kdy by byl zfetelné a na zakladni linii oddélen fentanyl
a jeho analogy, proto byla pro chromatografickou separaci pouzita kolona C8, ktera ma
kratsi uhlovodikovy retézec a mohlo by dochazet k rychlejsimu ustaveni rovnovahy a zlepseni
separace.

Slozeni mobilni faze zustalo stejné — 0,06M HCOONH,4 + 0,06M KCI, pH = 9 : ACN.
Bylo zapocato s pomérem 52 : 48, kdy byl navysSovin obsah vodné slozky po 2 % az na 58 : 42.
Zvysovani obsahu vodné faze vedlo k lepsi separaci, vyjma posledniho poméru. Pfi prvnich
tfech postupnych pomérech koeluovaly 2. a 3. pik, Priloha K, L. a M, u posledniho poméru
koueluovaly prvni dva piky, Priloha N. Pomér 56 : 44 byl vyhodnocen jako nejprijatelnéjsi,

a proto v ném byla proméfena sada standardi (jako u 10cm kolony C18).

e Poradi fentanylu a jeho analogti bylo totozné jako u 10cm kolony C18, tedy fentanyl,
nasledovan thiofentanylem, furanylfentanylem, carfentanylem a sufentanylem; norfen-

tanyl se eluuje v mrtvém case.

e Rovnéz byl proméren i hydrodynamicky voltamogram, viz kapitola 4.2.

Kromé vyse uvedenych poméru vodné a organické slozky MF byl jesté testovan pomér
57 : 43 s riznou koncentraci KC1 — 0,05 mol/1 a 0,10 mol/1. Jak je patrné z chromatogramu

s ECD detekci, Obrdzek 4.3a a 4.3b, pii vyssi koncentraci KCI bylo dosazeno lepsi separace.
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(a) Elektrochemické detekce, F = 41,0 V; ¢ (KCl) = 0,05 mol/1
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(b) Elektrochemickd detekce, F = +1,0 V; ¢ (KCI) = 0,10 mol/1

Obrazek 4.3: Chromatogram smési norfentanylu, fentanylu (1), thiofentanylu (2), furanyl-
fentanylu (3), carfentanylu (4) a sufentanylu (5) (koncentrace kazdého 5 - 10~> mol/1).
Kolona: C8, mobilni faze: 0,06M HCOONH4 + 0,056M KCI (a), resp. 0,10M KCI (b),

pH =9 : ACN (57 : 43), pratok: 1,2 ml/min.
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Mobilni faze 0,06M HCOONH,4 + 0,10M KCIl, pH = 9 : ACN s pomérem 57 : 43 byla
vybréna jako nejvhodnéjsi. Byl v ni promérovan hydrodynamicky voltamogram (Kapitola
4.2), kalibra¢ni sada (Kapitola 4.3) a posléze i redlné vzorky (Kapitola 4.4).

Posledni vyzkousenou mobilni fazi u této kolony byla kyseld MF se slozenim
MeOH : H50 : 0,06M CH3COOH v poméru 10 : 89 : 1. Chromatogram byl zcela bez pikii,

latky pravdépodobné eluuji v mrtvém case, Priloha O.

4.1.3 CN~ kolona

Posledni testovanou kolonou byla kyanokolona, kterda je vhodna pro separaci bazickych
latek, mezi nez se fentanyly fadi.

Prvni testovand MF meéla slozeni MeOH : H,O : 0,06M CH3COOH v poméru 10 : 89 : 1.
Smés Sesti fentanylt se v tomto systému neseparovala, vsechny analyty byly eluovany v mrt-
vém case, Priloha P.

Mobilni faze se slozenim 0,06M HCOONH4 + 0,05M KCI1, pH = 9 : ACN vykazovala
pozadovanou separaci na koloné C8, a proto byla i u této kolony vyzkouSena. Bylo zapo-
cato s pomérem 58 : 42, pfi némz fentanyly vykazovaly kriatkou zadrz na koloné a silné
koeluovaly, Priloha (). S rostoucim obsahem vodné slozky v MF dochéazelo k prodlouzeni
retencnich ¢asii a zlepseni separace fentanyli. V prilohdch jsou ukazany chromatogramy pro
mobilni faze s poméry vodné a acetonitrilové slozky 64 : 36, Priloha R, a 70 : 30, Priloha S.
Nejlepsi separace bylo dosazeno pii poméru vodné a acetonitrilové slozky 74 : 26, Obrdzek
4.4a a 4.4b. Porovnanim s chromatogramy ziskanymi analyzou jednotlivych fentanyla bylo
zjisténo, ze furanylfentanyl a sufentanyl jsou eluovany spole¢né okolo 18. minuty.

Acetonitril nevykazoval potiebnou separaci, a proto byl vyménén za methanol. Zména
organické slozky nevedla ke zlepsSeni separace. Byly vyzkouseny dva poméry vodné a metha-
nolové slozky — 50 : 50 a 60 : 40. Ani v jednom z obou poméri nebylo dosazeno vyhovujici

separace analytu.
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Obrazek 4.4: Chromatogram smési norfentanylu, fentanylu (1), thiofentanylu (2), carfenta-
nylu (3) a furanylfentanylu a sufentanylu (4) (koncentrace kazdého 5 - 1075 mol/1). Kolona:
CN-, mobiln{ fize: 0,05M HCOONH, + 0,05M KCI, pH = 9 : ACN (57 : 43), pritok:
1,0 ml/min.
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4.2 Hydrodynamické voltamogramy

Pro zjisténi vhodného potencidlu pracovni elektrody k elektrochemické detekci fentanyla
byly proméreny hydrodynamické voltamogramy za tcelem nalezeni nejlepsich separacnich
podminek. Méfeni probihala s kolonou se stacionarni fazi C8 a byly pouzity dvé mobilni

faze,
e 0,00M HCOONH,4 + 0,06M KCI, pH = 9 : ACN s pomérem 56 : 44 a

« 0,06M HCOONHy4 + 0,10M KCI, pH = 9 : ACN s pomérem 57 : 43.

Potencial prvni elektrody v dualni elektrochemické cele se postupné zvysoval az na maxi-
malni hodnotu doporuc¢ovanou vyrobcem, tedy 1,1 V. Potencidl druhé elektrody byl nasta-

ven na konstantni hodnotu 1,05 V.

4.2.1 0,06M HCOONH, + 0,06M KCIl, pH =9 : ACN — 56 : 44

Pro tuto mobilni fazi byl promérovan hydrodynamicky voltamogram v rozsahu potenciala
0,5-1,1 V. Jak ukazuje Obrdzek 4.5, nejvétsi plocha piku pro vSech pét fentanylt byla ziskana

pri potencidlu prvni pracovni elektrody 0,95 V.
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Obréazek 4.5: Hydrodynamicky voltamogram. Kolona: C8, mobilni faze: 0,00M HCOONH,4
+ 0,06M KCI, pH = 9 : ACN (56 : 44), prutok: 1,0 ml/min, detektor ECD — ECD1.
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4.2.2 0,05M HCOONH, + 0,10M KC1, pH = 9 : ACN — 57 : 43

U této mobilni faze byl hydrodynamicky voltamogram promérovan v rozsahu potenciali
0,65-1,1 V. Zavislost plochy piku na potencidlu, Obrdzek 4.6, vykazuje u thiofentanylu
a carfentanylu pozvolny narist az do hodnoty 1,1 V. U dalSich t¥{ derivatid — fentanylu,
furanylfentanylu a sufentanylu je zfetelné maximum pri 1,0 V. Protoze pii potencialech
nad 1,0 V vyrazné roste hladina Sumu a také dochazi k rychlejsSimu starnuti elektrodo-
vého materialu, byl pro dalsi experimenty nastaven na prvni pracovni elektrodu detekéni

potencial 1,0 V.
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Obrazek 4.6: Hydrodynamicky voltamogram. Kolona: C8, mobilni faze: 0,06M HCOONH,4
+ 0,10M KCI, pH = 9 : ACN (57 : 43), prutok: 1,2 ml/min, detektor ECD — ECD1.

4.3 Kalibrac¢ni zavislost

Kalibraéni zavislosti fentanylu, jeho analogi a dimethyanilinu (DMA), ktery byl zamyslen
pro pouziti jako vnitini standard ke kvantifikaci fentanyla ve vzorku moci, byly sestrojeny
v koncentra¢nim rozsahu 1-50 pmol/1 s vyuzitim UV a ECD detektoru. Kalibra¢ni zavislosti
pro vSechny latky z UV detekce, kde kviili velkym rozdilim v plose pikti zanikaji rozdily
mezi fentanylem, thiofentanylem, carfentanylem a sufentanylem v grafu, a z elektrochemické
detekce zobrazuji Obrdzky 4.7a a 4.7b. Grafy zavislosti véetné chybovych usecek pro jed-
notlivé latky — vnitini standard dimethylanilin, fentanyl a jeho analogy ziskané pomoci UV
a ECD detekce (ECD1) jsou k dispozici v prilohach, Priloha T.1, T.2, T.3, T.4, T.5 a T.6
a Priloha U.1, U.2, U.3, U.4, U.5 a U.6. Mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ)
byly vypoéitany pomoci programu QC Expert 3.2. (Trilobyte, Pardubice, Ceské republika)

primou metodou analytu.
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Obréazek 4.7: Graf kalibra¢ni zéavislosti DMA, norfentanylu, fentanylu, thiofentanylu, fura-
nylfentanylu, carfentanylu a sufentanylu. Kolona: C8, mobilni faze: 0,06M HCOONH, +
0,10M KCI, pH =9 : ACN (57 : 43), pratok: 1,2 ml/min.
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Nize uvedené tabulky shrnuji zakladni regresni parametry tykajici se jednotlivych latek

ziskané UV detekci, Tabulka 4.2, a ECD detekci, Tabulka 4.3.

Tabulka 4.2: Regresni parametry kalibra¢ni primky (y = ax + b) z UV detekce pro fentanyl,
jeho analogy a interni standard, korela¢ni koeficient, hodnoty LOD a LOQ pro hladinu
vyznamnosti & = 0,05 pro rozsah koncentraci 1-50 pmol/1

i Smérnice Usek Korela¢ni | LOD | LOQ
Latka AU -minel ; :
(%) (WAU - min) | koeficient (%) (%)
-96,51 + 53,48
DMA 234,60 + 2,66 0,9996 1,4 2,1
(nevyznamny)
-0,75 +£ 2,21
Fentanyl 5,54 4 0,11 0,9986 2.4 35
(nevyznamny)
. -6,56 + 3,36
Thiofentanyl | 19,46 + 0,17 0,9997 1,1 1,6
(nevyznamny)
-110,99 + 91,80
Furanylfentanyl | 339,16 + 4,56 0,9994 1,7 2,4
(nevyznamny)
-3.95 + 4,31
Carfentanyl 8,11 £+ 0,21 0,9976 3,2 4,6
(nevyznamny)
9,45 + 2,28
Sufentanyl 16,04 + 0,11 ) 3 0,9998 0,9 1,3
(VYZNAMNY)

Tabulka 4.3: Regresni parametry kalibra¢ni ptimky (y = ax + b) z ECD detekce pro fenta-
nyl, jeho analogy a interni standard, korela¢ni koeficient, hodnoty LOD a LOQ pro hladinu
vyznamnosti o« = 0,05 pro rozsah koncentraci 1-50 pmol/1

i Smeérnice Usek Korela¢ni | LOD | LOQ
Latka Aemind . .
(7” m?:f;l" ) (nA - min) koeficient (—’mlw ) (—‘mlw )
0,35 + 1,77
DMA 7,86 + 0,10 0,9996 1,4 2,0
(nevyznamny)
-0,61 £+ 1,32
Fentanyl 2,90 4+ 0,10 0,9982 2,7 4,0
(nevyznamny)
, 1,05 + 2,84
Thiofentanyl 4,85 + 0,14 0,9970 3,5 5,1
(nevyznamny)
2,59 + 2,79
Furanylfentanyl | 5,10 £+ 0,14 0,9974 3,3 4,7
(nevyznamny)
1,82 + 2,44
Carfentanyl 4,27 £ 0,12 0,9972 3,4 49
(nevyznamny)
1,14 + 2,41
Sufentanyl 4,10 &£ 0,12 0,9970 3,5 5,1
(nevyznamny)
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V UV detekci ma smérnice kalibrac¢ni pfimky furanylfentanylu o 1-2 fady vyssi hodnotu
oproti ostatnim fentanyltim, coz ukazuje vyssi citlivost stanoveni furanylfentanylu. V ECD
maji smérnice kalibrac¢nich zavislosti vSech fentanyla stejny rad, citlivost elektrochemického
detektoru je tedy pro vsechny fentanyly srovnatelnd. DMA, fentanyl a carfentanyl vykazuji
srovnatelné meze detekce i meze stanovitelnosti u obou pouzitych detektori. V pripadé
thiofentanylu, furanylfentanylu a sufentanylu je vyhodnéjsi pouziti UV detektoru, jehoz

mez detekce je priblizné o 2 jednotky nizsi nez u ECD detektoru.

4.4 Analyza fentanyld ve vzorku moci

Vyvinuta analytickd metoda byla testovdna na vzorku moci obohacené smési Sesti fenta-
nyli. Lze predpokladat, ze koncentrace fentanylt v moci budou v redlnych vzorcich vyssi
nez v krvi, plazmé ¢i séru. Podle literatury [80] jsou jak terapeutické (typicky 0,3-1,2 ng/ml),
tak fatdlni (320 ng/ml) koncentrace fentanylu v krvi velmi nizké. Pouziti vyvinuté metody
pro analyzu krve s takto nizkou koncentraci by vyzadovalo vétsi mnozstvi vzorku a pouziti
uc¢inného prekoncentrac¢niho kroku pro zvyseni koncentrace fentanylu v analytickém vzorku.
Také z divodu dostupnosti byla tedy zvolena moc jako matrice pro pripravu biologického
vzorku na testovani HPLC-UV-ECD metody.

Vzorek mod¢i obohaceny o interni standard (DMA nebo CPA) a analyty byl upraven
na pH = 11 pro prevedeni bazickych analyti (jejich hodnoty pK, jsou v rozmezi 7,7-9,8)
na nenabitou formu, kterd se lépe extrahuje do chloroformu. Po odebrani chloroformové
spodni faze bylo rozpoustédlo odpareno do sucha a odparek byl rekonstituovin v mobilni
fazi.

Obrdzek 4.8a ukazuje chromatogram z UV detektoru, na chromatogramu z ECD detek-
toru je patrno 6 piktu, Obrdzek 4.8b, pricemz pik eluujici se v retenénim c¢ase okolo 8. minuty
patfi vnitinimu standardu DMA, poté je eluovan fentanyl, thiofentanyl, furanylfentanyl,

carfentanyl a nakonec sufentanyl.
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Obrézek 4.8: Chromatogram vzorku moc¢i obohaceny o vnitini standard (dimethylanilin)
(1), norfentanyl, fentanyl (2), thiofentanyl (3), furanylfentanyl (4), carfentanyl (5) a sufen-
tanyl (6) (koncentrace kazdé latky 2 - 10=7 mol/1), Kolona: C8, mobiln{ fize:

0,05M HCOONH4 + 0,10M KCI, pH = 9 : ACN (57 : 43), prutok: 1,2 ml/min.
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4.4.1 Vyhodnoceni z kalibrac¢ni primky

Kalibra¢ni zavislosti fentanylu, jeho analogu a vnitfniho standardu DMA vcéetné smérodat-
nych odchylek se nachazeji v ptiloze, jak je uvedeno v kapitole 4.3. Budou z nich vybrany

rovnice kalibra¢nich piimek, které poslouzi k vypoctu, Tabulka 4.4 a 4.5.

Tabulka 4.4: Rovnice kalibracnich primek z UV detekce pro jednotlivé latky

DMA: y = 234,6x - 96,509 Furanylfentanyl: y = 339,16x - 110,99
Fentanyl: y = 5,542x - 0,7459 Carfentanyl: y = 8,1095x - 3,9458
Thiofentanyl: y = 19,459x - 6,556 Sufentanyl: y = 16,043x - 3,9458

Tabulka 4.5: Rovnice kalibracnich primek z ECD detekce pro jednotlivé latky

DMA: y = 7,8641x + 0,3468 Furanylfentanyl: y = 5,099x + 2,5931
Fentanyl: y = 2,8962x - 0,6145 Carfentanyl: y = 4,2652x + 1,8220
Thiofentanyl: y = 4,849x + 1,0475 Sufentanyl: y = 4,1027x - 1,1378

Tabulka 4.6: Pramérné plochy pikti analytd a vnitfniho standardu ve vzorku moci z UV
a ECD detekce, koncentrace vypoctené z kalibra¢nich primek a vytéznost analytického
postupu. Vzorky byly pripraveny v duplikdtu a kazdy duplikdt byl analyzovan dvakrét.
Teoretickd koncentrace pii 100% vytézku extrakce je 10 pmol/l1, celkovy pocet méreni: 4.

Prameérna plocha

Vypoctena
3 piku analytu Vytéznost
Latka koncentrace
(mAU-min — UV) (%)
(umol/1)
(nA-min — ECD)
Uuv ECD Uuv ECD | UV | ECD
Fentanyl 0,0084 14,6335 0,1361 | 5,2648 | 1,4 | 52,6

Thiofentanyl | 0,0875 | 29,1718 | 0,3414 | 5,8000 | 3,4 | 58,0
Furanylfentanyl | 1,5440 | 27,6460 | 0,3318 | 4,9133 | 3,3 | 49,1
Carfentanyl | 0,1383 | 27,1211 | 0,5036 | 5,9315 | 5,0 | 59,3
Sufentanyl | 0,0661 | 22,0892 | 0,5931 | 5,6614 | 5,9 | 56,6

Vyse uvedena Tabulka 4.6 ukazuje, ze vytéznost pri pouziti UV detekce je zanedbatelnd

oproti elektrochemické detekci, kde je minimélné 50 %.
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4.4.2 Vyhodnoceni metodou vnitfniho standardu DMA

Pri vypoctu pomoci metody vnitiniho standardu byl vyuzit odezvovy faktor s vyuzitim
smérnic kalibrac¢nich pfimek standardu ks a analytu k;, aby byl pokryt cely rozsah koncen-
traci.

Odezvovy faktor F, Rovnice 4.1, a nasledné koncentrace fentanylu a jeho analogi c,
byly vypocitany podle nésledujicich rovnic — Rowvnice 4.2 (pro plochu piku A, fentanylu
a jeho analogil), Rovnice 4.3 (pro plochu piku A vnitiniho standardu DMA) a Rovnice 4.4

(pro vypocet koncentrace ve vzorku). Rovnice 4.5 ukazuje dosazeni do vzorce.

ks
F =2 4.1
5 @)
A, =ky - cy (4.2)
As = ks - cs (4.3)

Ay ks A
C$ZA75'E'CS_A75.F'CS (4.4)
Ay ks 14,6335 17,8641

= T Sats asoge 2107 = 21944 pmol/) (4.5)

Nasledujici schéma znazornuje postup, ktery poslouzil pro vypocet koncentrace analytu
v analyzovaném vzorku extraktu za predpokladu pii 100% vytéznosti extrakce, Tabulka
4.7.

Tabulka 4.7: Schéma zndzornujici postup pii prepoctu koncentrace analytu v moci na teo-
retickou koncentraci v analyzovaném vzorku extraktu

Koncentrace 2 - 1077 mol/1
analytu v mod¢i 2 - 1072 mol/10 ml
Rozdéleni 5 ml 5 ml
na 2 stejné dily | 1 - 107 mol 1-107% mol

1107 mol/100 pl = 1 nmol/100 pl
1-107® mol/1 ml = 10 nmol/1 ml
10 pmol/1

Pri 100%

extrakci
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Tabulka 4.8: Primérné plochy piki analytd ve vzorku moci z UV detekce, koncentrace
stanovené pomoci metody vnitfniho standardu DMA a vytéznost analytického postupu.
Vzorky byly pripraveny v duplikdtu a kazdy duplikat byl analyzovan dvakrat. Teoreticka
koncentrace pii 100% vytézku extrakce je 10 pmol/l1, celkovy pocet méfeni: 4.

Primeérna plocha

Vypoctena
i piku analytu Vytéznost
Latka koncentrace
(mAU-min — UV) (%)
(umol/1)
(nA-min — ECD)
Uuv ECD Uuv ECD | UV | ECD
Fentanyl 0,0084 14,6335 0,0324 | 2,1944 | 0,3 | 21,9

Thiofentanyl | 0,0875 | 29,1718 | 0,2013 | 2,6127 | 2,0 | 26,1
Furanylfentanyl | 1,5440 | 27,6460 | 3,3780 | 2,3547 | 33,8 | 23,5
Carfentanyl | 0,1383 | 27,1211 | 0,3617 | 2,7616 | 3,6 | 27,6
Sufentanyl | 0,0661 | 22,0892 | 0,1796 | 2,3383 | 1,8 | 234

Vyse uvedend Tabulka 4.8 ukazuje, ze vytéznost pri pouziti UV detekce je zanedbatelnd
u vSech fentanyli vyjma furanylfentanylu, kde vytéznost presahuje 35 % a je vySSi nez
pii pouziti ECD detekce. Ostatni fentanyly vykazuji vytéznost pii elektrochemické detekci

v rozmezi 20-28 %.

4.4.3 Vyhodnoceni metodou vnitfniho standardu CPA

N-cyklopentylanilin byl pouzit jako alternativni vnitini standard s vétsi lipofilitou
(logP = 3,16 [6]) nez DMA (logP = 2,13 [6]). Na rozdil od DMA nebyla u CPA méfena
kalibrac¢ni zévislost, ale pouze odezva (plocha piku) pro koncentraci 5-10~° mol/l, proto se
vypocet s vyuzitim odezvového faktoru mirné lisil. Z Rowvnice 4.6 byl vypocitan pramérny
odezvovy faktor F, ktery byl poté dosazen do Rowvnice 4.7 a byla vypocitana koncentrace

fentanylu a jeho analogt ve vzorku moci (dosazeni do vzorce znézornuje Rovnice 4.8).

A, A Az e

T _F.S L= 4.6
Cy Cs = A - cy (4.6)
Ay ey
= 4.
1 A (4.7)
Ay - e 14,6335 - 50
Ca G- = 5,5238 pmol/1 (4.8)

T F-A,  0,7544-175,5712
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Tabulka 4.9: Primérné plochy pikt analytd ve vzorku moci z UV detekce, koncentrace
stanovené pomoci metody vnitiniho standardu CPA a vytéznost analytického postupu.
Vzorky byly pripraveny v duplikdtu a kazdy duplikat byl analyzovan dvakrat. Teoreticka
koncentrace pii 100% vytézku extrakce je 10 pmol/l1, celkovy pocet méfeni: 4.

., | Primérna plocha . .
Prameérny Vypoctena
3 piku analytu Vytéznost
Latka odezvovy koncentrace
(mAU min — UV) (%)
faktor F (nmol/1)
(nA-min — ECD)
uv ECD UV | ECD | UV | ECD
Fentanyl 0,7544 0,0084 14,6335 0,1052 | 5,5238 | 1,1 | 55,2
Thiofentanyl 1,3054 0,0875 29,1718 0,6332 | 6,3642 | 6,3 | 63,6
Furanylfentanyl 1,4739 1,5440 27,6460 9,8960 | 5,3416 | 99,0 | 53,4
Carfentanyl 1,2512 0,1383 27,1211 1,0442 | 6,1728 | 10,4 | 61,7
Sufentanyl 0,9768 0,0661 22,0892 0,6388 | 6,4401 | 6,4 | 64,4

Vyse uvedena Tabulka 4.9 ukazuje, Zze nastala tataz situace jako pri pouziti vnitintho stan-

dardu dimethylanilinu — pii UV detekci je vytéznost velmi mald s vyjimkou furanylfenta-

nylu, kdy dosahuje témér 100 %; ECD detekce nabizi vytéznosti v rozmezi 53-65 %.
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ZAVER

Cilem prace bylo vyvinout HPLC metodu pro izokratickou eluci ke stanoveni fentanylu,
jeho metabolitu norfentanylu a jeho analogii — thiofentanylu, furanylfentanylu, carfenta-
nylu a sufentanylu. Pro detekci byly pouzity dva detektory — UV detektor a coulometricky
detektor. Béhem experimentt byly vyzkousSeny celkem 4 kolony — 10cm C18, 15cm C18,
15cm C8 a 15cm CN™.

Byly testovany mobilni fdze s vodnymi roztoky ruznych elektrolyti (mravencéan amonny
a octan amonny bez pridavku i s pridavkem chloristanu sodného, kyselina borita, kyse-
lina fosforeénd) o rizném pH a methanolem ¢i acetonitrilem jako organickymi slozkami.
Nejlepsich separacnich podminek bylo dosazeno s mobilni fazi se slozenim 0,05M HCOONH,4
+ 0,10M KCI, pH = 9 : ACN v poméru 57 : 43 pro kolonu s oktylsilikagelovou SF. Pritok
byl nastaven na 1,2 ml/min, vlnova délka UV detektoru byla 255 nm a potencial na obou
elektrodéch byl po proméreni hydrodynamického voltamogramu nastaven na 1,0 V. Analyza
trvala pfi vySe uvedeném nastaveni necelych 25 minut. Analyzou jednotlivych standardu
bylo zjisténo elucni poradi: fentanyl nasledovan thiofentanylem, furanylfentanylem, car-
fentanylem a sufentanylem. V zadném z testovanych separacnich systémii nebylo mozné
analyzovat norfentanyl, nebot se nezadrzoval na koloné.

Po vyvinuti metody byl proméren i vzorek biologického materialu, konkrétné moc¢. Moc¢
byla vhodné upravena a byla naspikovand sadou fentanyla a vnitfnimi standardy, které poté
poslouzily ke kvantifikaci. Vysledna koncentrace analytii a vnitiniho standardu byla 0,2
nmol/l. Po vyhodnoceni 3 dostupnymi metodami je zfejmé, Ze metoda vnitiniho standardu
dimethylanilinu vykazuje 20-30% vytéznost oproti metodé kalibraéni piimky a metodé
vnitiniho standardu N-cyklopentylanilinu, kde se vytéZnost pohybuje v rozmezi 50-65 %
za predpokladu pouziti elektrochemické detekce. Anomaélii zpisobil furanylfentanyl, ktery
vykazoval u metody vnitiniho standardu (DMA i CPA) pti pouziti UV detekce vyssi vy-
téznosti, nez u ECD detekce Dalsi kroky, které by mohly vést ke zvyseni vytéznost jsou
vicenasobna extrakce ¢i zména samotného nepolarniho rozpoustédla.

Elektrochemickd detekce se ukazala byt vyhodnéjsi pro analyzu fentanylu v moci nez UV
detekce, nebot je selektivnéjsi, tj. umoznuje detekovat pouze elektroaktivni latky ve vzorku
a poskytuje tak jednodussi a lépe vyhodnotitelny chromatogram v pripadé komplexnich

vzorku.
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(b) Elektrochemickd detekce, E = +0,95 V

Obrazek A.1: Chromatogram smési norfentanylu, fentanylu, thiofentanylu, furanylfenta-
nylu, carfentanylu a sufentanylu (koncentrace kazdého 5 - 10~° mol/1). Kolona: C18, mobilni
faze: 0,06M CH3COONH,, pH =9 : ACN (52 : 48), prutok: 0,5 ml/min.
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Priloha B
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Obrazek B.1: Chromatogram smési norfentanylu, fentanylu, thiofentanylu, furanylfenta-
nylu, carfentanylu a sufentanylu (koncentrace kazdého 5 - 10~° mol/1). Kolona: C18, mobilni
faze: 0,00M CH3COONH, + 0,056M ClO4~, pH = 9 : ACN (52 : 48), prutok: 0,5 ml/min.
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Priloha C
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Obrazek C.1: Chromatogram smési norfentanylu, fentanylu, thiofentanylu, furanylfenta-
nylu, carfentanylu a sufentanylu (koncentrace kazdého 5-10~5 mol/1). Kolona: C18, mobilni
faze: 0,00M CH3COONH, + 0,056M ClO4~, pH = 9 : ACN (52 : 48), prutok: 0,5 ml/min.
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Priloha D
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(b) Elektrochemickd detekce, £ = +0,95 V

Obrazek D.1: Chromatogram smési norfentanylu, fentanylu, thiofentanylu, furanylfenta-
nylu, carfentanylu a sufentanylu (koncentrace kazdého 5 - 107° mol/1). Kolona: C18, mobilni
faze: 0,06M CH3COONHy, pH =9 : ACN (52 : 48), prutok: 0,5 ml/min.
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Priloha E
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(b) Elektrochemickd detekce, E = 40,95 V

Obrazek E.1: Chromatogram smési norfentanylu, fentanylu, thiofentanylu, furanylfentanylu,
carfentanylu a sufentanylu (koncentrace kazdého 5 - 107> mol/1). Kolona: C18, mobiln{ faze:
0,06M CH3COONH, : ACN (celkovéd smés upravena na pH = 9 (52 : 48), prutok: 0,5 ml/min.



Priloha F
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(b) Elektrochemickd detekce, E = +0,95 V

Obrazek F.1: Chromatogram smési norfentanylu, fentanylu, thiofentanylu, furanylfentanylu,
carfentanylu a sufentanylu (koncentrace kazdého 5 - 107> mol/1). Kolona: C18, mobiln{ faze:
0,05M HCOONH4 + 0,05M KCI, pH = 9 : ACN (52 : 48), prutok: 0,5 ml/min.
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Priloha G
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(b) Elektrochemickd detekce, E = +0,95 V

Obrazek G.1: Chromatogram smési norfentanylu, fentanylu, thiofentanylu, furanylfenta-
nylu, carfentanylu a sufentanylu (koncentrace kazdého 5 - 10~° mol/1). Kolona: C18, mo-
bilni faze: 0,00M HCOONH, + 0,05M KCI : ACN (celkovd smés upravena na pH = 9)
(52 : 48), prutok: 0,5 ml/min.
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(b) Elektrochemickd detekce, E = 40,95 V

Obrazek H.1: Chromatogram smési norfentanylu, fentanylu, thiofentanylu, furanylfenta-
nylu, carfentanylu a sufentanylu (koncentrace kazdého 5 - 10~° mol/1). Kolona: C18, mo-
bilni fdze: 0,06M HCOONH, : ACN (celkova smés upravena na pH = 9) (52 : 48), prutok:
0,5 ml/min.

72



Priloha 1
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Obrazek I.1: Chromatogram smési norfentanylu, fentanylu, thiofentanylu, furanylfentanylu,
carfentanylu a sufentanylu (koncentrace kazdého 5 - 107> mol/1). Kolona: C18, mobiln{ faze:
0,060M HCOONH,4 + 0,056M KCI, pH =9 : ACN (54 : 46), prutok: 0,5 ml/min.
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(b) Elektrochemickd detekce, E = 40,95 V

Obréazek J.1: Chromatogram smési norfentanylu, fentanylu, thiofentanylu, furanylfentanylu,
carfentanylu a sufentanylu (koncentrace kazdého 5 - 107> mol/1). Kolona: C18, mobiln{ faze:
0,05M HCOONH,4 + 0,05M KCI, pH = 9 : ACN (56 : 44), prutok: 0,4 ml/min.
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Priloha K
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(a) UV detekce, A = 255 nm
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-1 000+
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(b) Elektrochemickd detekce, E = 40,95 V

Obrazek K.1: Chromatogram smési norfentanylu, fentanylu, thiofentanylu, furanylfenta-
nylu, carfentanylu a sufentanylu (koncentrace kazdého 5 - 1075 mol/1). Kolona: C8, mobilni
faze: 0,00M HCOONH, + 0,056M KCI1, pH = 9 : ACN (52 : 48), prutok: 1,2 ml/min.
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Priloha L

7 01-12-2021 Test mobilnich fazi #8 [manually integrated] Smés fentanylt 255 nm UV_VIS_1 WVL:255 nm
mAU
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(a) UV detekce, A = 255 nm
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(b) Elektrochemickd detekce, E = +0,95 V

Obrazek L.1: Chromatogram smeési norfentanylu, fentanylu, thiofentanylu, furanylfentanylu,
carfentanylu a sufentanylu (koncentrace kazdého 5 - 107> mol/1). Kolona: C8, mobilni faze:
0,06M HCOONH,4 + 0,056M KCI, pH =9 : ACN (54 : 46), prutok: 0,7 ml/min.
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Priloha M

7 21-02-2022 Test mobilnich fazi #6 [manually integrated] Smeés fentanyl 255 nm UV_VIS_1 WVL:255 nm
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(a) UV detekce, A = 255 nm

¥ 21-02-2022 Test mobilnich fazi #6 [manually integrated)] Smeés fentanylt 255 nm ECDRS_1
nA

3004

2754

2501 3-13.008

(4 -14.693
225 ]
200 |5 - 21.447

1754

1504

Current [nA]

1254

1004

754

50+

254

0.0 25 50 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 255
Time [min]

(b) Elektrochemickd detekce, E = 40,95 V

Obrazek M.1: Chromatogram smési norfentanylu, fentanylu, thiofentanylu, furanylfenta-
nylu, carfentanylu a sufentanylu (koncentrace kazdého 5 - 1075 mol/1). Kolona: C8, mobilni
faze: 0,06M HCOONH, + 0,05M KCI1, pH = 9 : ACN (56 : 44), prutok: 1,2 ml/min.
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Priloha N
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(a) UV detekce, A = 255 nm
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(b) Elektrochemickd detekce, E = +0,95 V

Obrazek N.1: Chromatogram smési norfentanylu, fentanylu, thiofentanylu, furanylfenta-
nylu, carfentanylu a sufentanylu (koncentrace kazdého 5 - 10~° mol/1). Kolona: C8, mobilni
faze: 0,00M HCOONH, + 0,056M KCI, pH = 9 : ACN (58 : 42), prutok: 1,2 ml/min.

78



Priloha O
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(a) UV detekce, A = 255 nm

2500 17 09-03-2022 Kysela mobilni faze #1 [manually integrated] Smés 5E-5M ECDRS_1
nA

2250

2000

1750

1500

1250

1000

Current [nA]

750

500
250
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(b) Elektrochemickd detekce, £ = +0,95 V

Obrazek O.1: Chromatogram smeési norfentanylu, fentanylu, thiofentanylu, furanylfenta-
nylu, carfentanylu a sufentanylu (koncentrace kazdého 5 - 1075 mol/1). Kolona: C8, mobilni
faze: MeOH : HoO : CH3COOH; 10 : 89 : 1, prutok: 0,5 ml/min.
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Priloha P
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(a) UV detekce, A = 255 nm
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(b) Elektrochemickd detekce, E = +0,95 V

Obrazek P.1: Chromatogram smési norfentanylu, fentanylu, thiofentanylu, furanylfentanylu,
carfentanylu a sufentanylu (koncentrace kazdého 5 - 10~° mol/1). Kolona: CN~, mobilni
faze: MeOH : HoO : CH3COOH; 10 : 89 : 1, prutok: 0,5 ml/min.
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Priloha Q
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(a) UV detekce, A = 255 nm
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(b) Elektrochemickd detekce, £ = +0,95 V

Obrazek Q.1: Chromatogram smeési norfentanylu, fentanylu, thiofentanylu, furanylfenta-
nylu, carfentanylu a sufentanylu (koncentrace kazdého 5 - 10~® mol/1). Kolona: CN~, mo-
bilni faze: 0,05M HCOONH, + 0,05M KCI, pH = 9 : ACN (58 : 42), pratok: 0,5 ml/min.
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Priloha R
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16 000 - 7 16-03-2022 Test mobilnich fazi #1 [manually integrated] Smés 5E-5M ECDRS_1
nA

4-11.851
14 000

12 000

10 000 - 1- %58 kha

8000+

Current [nA]
5
o
S

6000+

4000

20004

min
-2 000-

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.3
Time [min]
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Obrazek R.1: Chromatogram smési norfentanylu, fentanylu, thiofentanylu, furanylfenta-
nylu, carfentanylu a sufentanylu (koncentrace kazdého 5 - 10~° mol/l). Kolona: CN~, mo-
bilni fdze: 0,06M HCOONH, + 0,06M KCI, pH = 9 : ACN (64 : 36), prutok: 1,2 ml/min.

82



Priloha S
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(a) Elektrochemicka detekce, F = 40,95 V

Obrazek S.1: Chromatogram smési norfentanylu, fentanylu, thiofentanylu, furanylfentanylu,
carfentanylu a sufentanylu (koncentrace kazdého 5 - 10~° mol/1). Kolona: CN~, mobilni
faze: 0,060M HCOONH, + 0,056M KCI1, pH =9 : ACN (70 : 30), prutok: 1,0 ml/min.
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Priloha T

Dimethylanilin
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Obrazek T.1: Zavislost plochy piku na koncentraci pro DMA pii UV detekci. Kolona: C8,
mobilni faze: 0,00M HCOONH4 + 0,05M KCI, pH =9 : ACN (57 : 43), prutok: 1,2 ml/min.
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Obréazek T.2: Zavislost plochy piku na koncentraci pro fentanyl pti UV detekci. Kolona: C8,
mobilni faze: 0,00M HCOONH4 + 0,05M KCI, pH =9 : ACN (57 : 43), prutok: 1,2 ml/min.
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Thiofentanyl
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Obrazek T.3: Zavislost plochy piku na koncentraci pro thiofentanyl pii UV detekci. Kolona:
C8, mobilni faze: 0,00M HCOONH, + 0,06M KCIl, pH = 9 : ACN (57 : 43), prutok:
1,2 ml/min.
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Obrazek T.4: Zavislost plochy piku na koncentraci pro furanylfentanyl pii UV detekci.
Kolona: C8, mobilni faze: 0,00M HCOONH4 + 0,06M KCl, pH = 9 : ACN (57 : 43),

prutok: 1,2 ml/min.
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Carfentanyl
500
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350
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Obréazek T.5: Zavislost plochy piku na koncentraci pro carfentanyl pri UV detekci. Kolona:
C8, mobilni fize: 0,00M HCOONH, + 0,05M KCIl, pH = 9 : ACN (57 : 43), prutok:
1,2 ml/min.

Sufentanyl

2]
o
o

~
o
o

(o2}
o
o

y = 16,043x - 9,4495
R?=0,9997

[
o
o

Plocha (AU min)
w by
o o
o o

N
(=]
o

[
o
o

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52

Koncentrace (umol/I1)

Obrazek T.6: Zavislost plochy piku na koncentraci pro sufentanyl pii UV detekci. Kolona:
C8, mobilni faze: 0,060M HCOONH, + 0,06M KCIl, pH = 9 : ACN (57 : 43), prutok:
1,2 ml/min.
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Priloha U

Dimethylanilin

y =7,8641x + 0,3468
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Obrazek U.1: Zavislost plochy piku na koncentraci pro DMA pii ECD detekci. Kolona: C8,
mobilni faze: 0,00M HCOONH4 + 0,05M KCI, pH =9 : ACN (57 : 43), prutok: 1,2 ml/min.
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Obrazek U.2: Zavislost plochy piku na koncentraci pro fentanyl pri ECD detekci. Kolona: C8,
mobilni faze: 0,00M HCOONH4 + 0,05M KCI, pH =9 : ACN (57 : 43), prutok: 1,2 ml/min.
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Thiofentanyl
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Obrazek U.3: Zavislost plochy piku na koncentraci pro thiofentanyl pti ECD detekci. Kolona:
C8, mobilni faze: 0,060M HCOONH, + 0,06M KCIl, pH = 9 : ACN (57 : 43), prutok:
1,2 ml/min.
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Obrazek U.4: Zavislost plochy piku na koncentraci pro furanylfentanyl pii ECD detekci.
Kolona: C8, mobilni faze: 0,06M HCOONH4 + 0,056M KCIl, pH = 9 : ACN (57 : 43),
prutok: 1,2 ml/min.
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Carfentanyl
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Obréazek U.5: Zavislost plochy piku na koncentraci pro carfentanyl pti ECD detekci. Kolona:
C8, mobilni fize: 0,00M HCOONH, + 0,06M KCIl, pH = 9 : ACN (57 : 43), prutok:
1,2 ml/min.
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Obrazek U.6: Zavislost plochy piku na koncentraci pro sufentanyl pti ECD detekci. Kolona:
C8, mobilni faze: 0,060M HCOONH, + 0,06M KCIl, pH = 9 : ACN (57 : 43), prutok:
1,2 ml/min.
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