UNIVERZITA KARLOVA

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kraloveé

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

ELEKTROMEMBRANOVA EXTRAKCE
AMFETAMINU A KATINONU ZE SMOLKY

Diplomova prace

Adéla Dvorakova

Skolitel: Mgr. Hana Bavlovi¢ Piskackova, Ph.D.
Hradec Kralové, 2023






ProhlasSeni

,Prohlasuji, Ze tato prace je mym pavodnim autorskym dilem, které jsem vypracovala
samostatné pod vedenim svého Skolitele. Veskera literatura a dals$i zdroje, z nichZ jsem
pii zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury a v praci fadné citovany.

Tato prace nebyla pouzita k ziskani jiného ¢i stejného titulu®.

Adéla Dvorakova






Podékovani

Timto bych chtéla pod€kovat své Skolitelce PharmDr. Hané Bavlovi¢ Piskackové, Ph.D.
za odborné vedeni, trpélivost a cenné rady pii vypracovavani mé diplomové prace.
Dale bych chtéla podékovat PharmDr. Alzbété Nemeskalové, Ph.D. z VSCHT za poskytnuti
realného vzorku smolky, ktery byl analyzovan v experimentalni ¢asti této prace. Prace vznikla
za podpory SVV 260 547. Na zavér bych chtéla moc podékovat mym nejbliz§im za velkou

podporu béhem celého studia.






Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy
Studentka: Adéla Dvotdkova

Skolitel: PharmDr. Hana Bavlovi¢ Piskackova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Elektromembranova extrakce amfetaminii a katinonti ze smolky

Uzivani drog patii celosvétoveé k dlouhodobym problémim. Mezi nejuZivangjsi tvrdé
drogy v Ceské republice patii amfetaminy (zejména metamfetamin). Amfetaminy a jejich
strukturné podobné latky syntetické katinony patii mezi psychostimulancia a maji stimulacni
ucinek na centralni nervovy systém. Zvysuji hladinu dopaminu, noradrenalinu a serotoninu

na synapsich pomoci jejich snizeného zpétného vychytavani.

Uzivani drog v tehotenstvi poskozuje nejen matku, ale 1 plod a mlZe vést
k abnormalitdm, kdy mohou vznikat malformace organi plodu, opozdény vyvoj plodu, nizka
porodni vaha novorozence, pted¢asny porod nebo riziko hypoxie. Dale hrozi riziko vzniku

abstinen¢niho syndromu novorozence (NAS).

Pii prenatalnim vystaveni plodu drogdm tedy hrozi nejen komplikace pfi t€hotenstvi
a porodu, ale poté i pozd&jsi dusledky. Vé&tsina déti vykazuje vyvojové poruchy, kognitivni
problémy a problémy chovani az do Skolniho véku. Proto ma stanoveni expozice plodu drogam

tak velky vyznam pro budouci vyvoj novorozence.

Analyza smolky patii mezi zlaty standard pro testovani drog a lé¢iv u prenatalni
expozice. Zacina se tvofit na zacatku druhého trimestru t€hotenstvi (mezi 12. a 14. tydnem).
Drogy uzivané matkou béhem téhotenstvi prochdzeji placentou pomoci pasivni difuze
anasledné¢ se kumuluji pomoci depozitu ve smolce. Mezi vyhody smolky patfi snadny

neinvazivni odbér, dlouhé detekéni okno a relativné velké mnozstvi vzorku.

Smolka je komplexni biologicka matrice a vyZaduje Gpravu vzorku pfed samotnou
analyzou. Cilem Upravy vzorku je pfecisténi a odstranéni interferujicich latek ve slozité matrici.

V této praci jsme pouzili elektromembranovou extrakci (EME), coZ je hybridni mikroextrakéni



technika kombinujici extrakci z kapaliny do kapaliny a elektroforézu. Pienos ionizovaného
analytu je zde zprostfedkovan z donorového do akceptorového roztoku pies kapalnou
membranu (SLM) pomoci vlozeného napéti, které v systému vytvoii elektrické pole.

Tato extrakce probihala v miniaturizovaném 96-jamkovém uspotadani.

Optimalizace metody zahrnovala nékolik kroki — vybér organického rozpoustédla
pro SLM, optimalizace slozeni donorového a akceptorového roztoku, mnozstvi smolky, délka

extrakce a mnozstvi vkladaného napéti.

Optimalizované podminky nasi extrakcni metody: sloZzeni donorového a akceptorového
roztoku tvotila 1% kyselina mraven¢i, organické rozpoustédlo pro SLM bylo pouzito ENB
s 1-undekanolem v poméru 1:1 (V/V), mnozstvi smolky 45-50 mg na jamku, intenzita tfepani
1050 ot/min, délka extrakce 20 minut a velikost vkladaného napéti 15 V, po 1 minuté zvyseno

na 30 V.

Vzorky byly analyzovany pomoci UHPLC-MS/MS. Optimalizovand metoda byla

validovana dle smérnice FDA a ovéfena analyzou redlného vzorku smolky, ktery byl pozitivni.
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Drug use is one of the long-term problems worldwide. Amphetamines (especially
methamphetamine) belong among the most used hard drugs in the Czech Republic.
Amphetamines and their structurally similar substances synthetic cathinones
are psychostimulants and have a stimulating effect on the central nervous system. They
increase the level of dopamine, norepinephrine, and serotonin at the synapses through their

reduced reuptake.

Drug use during pregnancy does not harm only the mother, but also the fetus and can
lead to abnormalities that may occur malformations of fetal organs, delayed fetal development,
low birth weight of the newborn, premature birth, or risk of hypoxia. There is also a risk that

a newborn will have neonatal abstinence syndrome (NAS).

Prenatal drug exposure not only risks complications during pregnancy and childbirth,
but also later consequences. Most children have developmental disorders, cognitive problems,
and behavioral problems until school age. Therefore, the determination of fetal exposure

to drugs is very important for the future development of the newborn.

Meconium analysis is the gold standard of alternative biological matrix for testing drugs
and medications in prenatal exposure. It starts to form at the beginning of the second trimester
(between the 12th and 14th week). Drugs used by the mother during pregnancy pass through
the placenta by passive diffusion and are subsequently accumulated through a deposit
in the meconium. The advantages of meconium analysis include easy non-invasive collection,

long detection window and relatively large amount of sample.



Meconium is a complex biological matrix and requires sample preparation
before analysis itself. The goal of sample preparation is to purify the sample and to remove
interfering substances in a complex matrix. In this project we use electromembrane extraction
(EME), which 1is hybrid microextraction laying between liquid-liquid extraction
and electrophoreses. Here, the transfer of the ionized analytes from the donor to the acceptor
solution, through the supported liquid membrane (SLM) is mediated by an applied voltage
which create an electric field in the system. This extraction was performed in a miniaturized

96-well plate.

The optimization of this method included several steps — choice of organic solvent
for SLM, optimization of donor and acceptor solution, amount of meconium for extraction,

length of extraction time, and amount of applied voltage.

The optimized conditions of our extraction method: the donor and acceptor solution
were 1% formic acid, the organic solvent for SLM was ENB with 1-undecanol in a ratio
of 1:1 (V/V), amount of meconium 45-50 mg / well, vortex intensity 1050 rpm, length
of extraction 20 minutes, and the size of the applied voltage 15 V, after 1 minute increased

to 30 V.

The samples were analyzed using UHPLC-MS/MS. The optimized method was
validated using the FDA guideline and verified by analyzing a real sample of meconium

that was positive.
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1. Uvod

Amfetaminy jsou psychostimulacni drogy, které jsou velmi ¢asto zneuzivany
pro svijj euforizujici a stimulaéni uéinek. V Ceské republice patii amfetaminy mezi jedny
znejvice uzivanych drog. Velmi popularni jsou od nich odvozené latky s mirnou

obménou chemickeé struktury — syntetické katinony, které jsou také velmi rozsitené. [1, 2]

Tyto latky maji strukturdlni podobnost s monoaminovymi neurotransmitery
(D, NA, 5-HT) a svym ucinkem patii mezi nepiimé agonisty, protoze zvysuji jejich
hladinu na synapsich pomoci jejich snizeného zpétného vychytdvani. Amfetamin
a metamfetamin maji vétSi podobnost s dopaminem a noradrenalinem, zatimco extaze ma

vEtsi podobnost se serotoninem. [3, 4]

Uzivani drog v téhotenstvi poSkozuje nejen matku, ale i plod a miZe vést
k abnormalitam, kdy mohou vznikat malformace organti plodu, opozdény vyvoj plodu,
nizka porodni védha novorozence, pred¢asny porod nebo riziko hypoxie. Déle hrozi riziko

vzniku abstinen¢niho syndromu novorozence (NAS). [5, 6]

Pii prenatdlnim vystaveni plodu drogdm tedy hrozi nejen komplikace
pfi téhotenstvi a porodu, ale poté i pozdé¢jsi disledky. VéEtsSina déti vykazuje vyvojové
poruchy, kognitivni problémy a problémy chovani az do Skolniho véku. Proto ma
stanoveni expozice plodu drogdm tak velky vyznam pro budouci vyvoj novorozence.

[5,6,7,12]

Analyza smolky patii mezi zlaty standard pro testovani drog a 1é¢iv u prenatalni
expozice (in utero). Zafina se tvofit na zacatku druhého trimestru téhotenstvi
(mezi 12. a 14. tydnem). Drogy uZivané matkou béhem téhotenstvi prochézeji placentou
pomoci pasivni difuze a nasledné se kumuluji pomoci depozitu Zluci a spolknuté plodové
vodé ve smolce. Mezi vyhody analyzy smolky patii snadny neinvazivni odbé&r, dlouhé

detek¢ni okno a relativné velké mnozstvi vzorku. [8, 9, 10, 11]

Smolka je komplexni biologickd pevna matrice a vyzaduje Gpravu pfed samotnou
analyzou. Cilem tupravy vzorku je preciSténi vzorku, odstranéni interferujicich latek

v slozité matrici a ndslednd kompatibilita s analytickym systémem. [14, 15]
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V této praci jsme pouzili elektromembranovou extrakci v miniaturizovaném
96-jamkovém uspotradani. [16] Tato extrakéni metoda zde byla poprvé pouzita

pro extrakci analyt ze smolky.

Cilem prace bylo optimalizovat podminky EME amfetamint a vybranych katinont
ze smolky a poté optimalizovanou extrakéni metodu s naslednou LC-MS analyzou

validovat.
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2.  Teoreticka Cast

2.1. Psychostimulancia

Psychostimulancia neboli stimula¢ni drogy jsou latky, které¢ ovliviiuji bd€lost a stav
védomi, kdy zptsobuji celkové povzbuzeni organismu a zvySuji nejen duSevni,
ale i té€lesnou aktivitu. Tyto latky stimuluji centrdlni nervovy systém, proto po uziti

dochazi k euforii, pocitim vzruSeni, bdélosti a vykonnosti. [17, 18]

Mezi psychostimulancia fadime kofein, kokain, amfetaminy a jejich derivaty. [19]

2.1.1. Amfetaminy a jejich derivaty
Vyvoj amfetaminu a jeho derivati

Kdysi byly amfetaminy pfedepisovany pii 1écbé obezity, astmatu, deprese
nebo pii narkolepsii. V CR ale tyto latky nemaji klinické vyuziti a lidé je zneuzivaji

jako nelegalni drogy. [1, 2, 20]

Nejprve byl syntetizovan amfetamin (AMF), ktery mél terapeutické vyuziti
pfi 1écbé astmatu a narkolepsie. Poté byly provadény vyzkumy, které se soustiedily
na stimulaéni u¢inky, kdy amfetamin navozoval zlepSenou vykonnost. Byl
tedy terapeuticky vyuzivan k 1€¢b¢ obezity, Parkinsonovy choroby a jako dekongestant

nosni sliznice. [20, 21, 22]

o 4

pervitin. Jako prekurzor byl pouZit efedrin, ktery pochdzi z rostliny Ephedra vulgaris
(chvojnik dvouklasy). V dnes$ni dobé¢ je ale pfednostné syntetizovan z pseudoefedrinu,
ktery se nachazi ve volné prodejnych piipravcich na 1é€bu nachlazeni (konkrétné

v ptipravcich Modafen, Nurofen Stopgrip ¢i Paralen Plus). [23, 24, 25, 26, 27]

Nasledné¢ byla objevena extdze (3,4-methylendioxy-N-metamfetamin, MDMA),
ktera byla nejprve pouzivéana jako 1€k na hubnuti, poté se pouzivala v psychoterapii.
Pozd¢&ji vSak zacala patfit mezi zakdzané latky a byla hojné zneuzivana v tanecnich

klubech jako tane¢ni droga nebo droga lasky. [28, 29]
17



Ve 20. stoleti m¢ly tyto latky vyuZziti v terapii deprese, pfi poruchich nalad
nebo poruchach osobnosti, pii obezit¢ ¢i anorexii. Béhem 2. svétové valky byly
amfetaminy pouzivany pro zlepSeni vykonu, zvySeni koncentrace, a hlavné k potlaceni
hladu a unavy. Poté se tyto latky sice prestaly terapeuticky vyuzivat, avSak i nadale byly

zneuzivany jako nelegélni drogy. [22]

Velky rozvoj amfetaminovych drog je také kvili tomu, Ze je zde velkd vyroba
z prekurzort, kdy k vyrobé staci pouze syntetické latky bez potieby piirodnich zdroju
ajejich relativné nizka cena na Cerném trhu. Amfetaminy tedy patfi mezi syntetické
chemické latky, které jsou pro sviij euforizujici G¢inek hojn¢ zneuzivany jako nelegalni
drogy. Amfetaminy patii mezi derivaty fenylisopropylaminu (obrazek €. 1), kam patii

amfetamin, metamfetamin a extaze. [21, 30]

H H
N H2 N\ e N\
crryt v Sy
AMF MAMF MDMA
logP 1,76 logP 2,07 logP 1,86
pKa 9,99 pKa 9,87 pKa 10,14

Obriazek ¢. 1: Chemicka struktura amfetaminu a od né¢j odvozené struktury s vybranymi

fyzikéalné-chemickymi vlastnostmi. Pfevzato z [89].

Charakteristika a ucinky amfetaminii

Amfetaminy jsou syntetické¢ latky, vzhledem jde o jemné krystalické prasky,
zpravidla bez zapachu, maji dobrou rozpustnost ve vod¢ i alkoholu. Nejcastéjsi zptisob

uziti je peroralné, ale lze je uzit i nazaln€, inhalacné ¢i intravendzné. [31]

Pti uziti amfetaminii dochazi ke zvysSeni tepové i dechové frekvence, hypertenzi

a s tim spojenou vazokonstrikei. [32]

Mezi dalsi projevy patii euforie, motoricky neklid, mydriaza, poceni, hypertermie,
urychleni mysleni a kognitivnich funkci (ale na tkor jejich kvality), pfilivu energie,

zméndm psychiky a mysleni jedince, lehce vyprovokovatelnému a nésilnickému chovéni
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a rychlé proméné nalad. Ustupuje tedy unava, hlad, ale i zdbrany. [32]

Extaze se navic fadi mezi empatogeny (kdy se zvySuje empatie) a entaktogeny
(zvysuje se intenzita vnimani dotekd, vjemu a pozitkil), clovék 1épe navazuje kontakty

s okolim a je pohybové neklidny. [33]

Amfetamin, metamfetamin i extdze maji vysoké riziko psychické zavislosti
s nastupem velké tolerance davek. To vede ke zvySovani déavek téchto drog,
¢imz se zvySuje riziko pfedavkovani. U injekéniho podani hrozi vysoké a netimeérné
podani drogy, kdy pii predavkovani mulze dojit k silné bolesti hlavy az nevolnosti
projevené zvracenim, neostrym vidénim, porucham srde¢niho rytmu, kiecim, pfehtatim,
slinénim, komatem, akutnim infarktem myokardu a v nejhor§im ptipadé¢ 1 k smrti.
Pti akutnim predavkovani je hlavni negativni dopad na kardiovaskularni systém,
kdy se projevuji zévazné arytmie, hypertermie, tachykardie, tachypnoe, svalovy ties
a zaSkuby. V zavaznych ptipadech muize dojit az k piehrati, srde¢nimu, rendlnimu,

jaternimu selhéni az kématu. [32, 34, 35]

Pti dlouhodobém uzivani dochazi k vyCerpani katecholamini v synapsich
a nervovych zakoncenich a z toho také plynou nasledky: hrozi riziko toxické psychozy
— ztrata kontroly nad realitou, paranoidni a agresivni chovani, Zivé halucinace, bludy
(chovani podobné paranoidni schizofrenii), destrukce osobnosti, znamky deprese,
nesoustredénost, ztrata vykonnosti, velka inava a vyCerpani, podvyziva, poruchy srdecni
¢innosti, neadekvatni chovani, které mize byt nebezpecné jak jedinci samotnému,
tak 1 jeho okoli, narusend kvalita spanku a vétsi riziko kieci (riziko rozvoje parkinsonismu

v pozdé&j$im veéku). Mnoho uzivatell proto konci na psychiatrii. [32, 34, 36]

JelikoZ jde obvykle o velmi téZkou zavislost, je 1 1é€ba obvykle velmi naro¢na.
Odvykani se vyznacuje hlavné psychickymi projevy. Nejprve nasleduje inava, poté velky
hlad, epizody deprese, uzkosti a nékdy sebevrazedné myslenky. Casté je baZeni po droze,

podrazdeénost a poruchy spanku. [32, 34]
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Struktura a fyzikalné-chemické viastnosti amfetamini

Z chemického hlediska jsou amfetaminy derivaty fenylisopropylaminu
a jejich struktura je velmi podobnd struktufe dopaminu, noradrenalinu a serotoninu
(obrazek €. 2). Diky této strukturni podobnosti s neurotransmitery amfetaminy narusuji
funkci jejich transportéri, tim neptimo ovliviiuji jejich hladiny a fadi se tak mezi nepfima
sympatomimetika. Jde o lipofilni, slabé bazické slouceniny, které maji chiralni charakter,

kdy S-enantiomery maji az 5x vyssi psychostimula¢ni i€inek nez R-enantiomery. [21, 37]

NH;
OH
NH, HO NH HO NH, HO
IO :
HO HO N

amfetamin noradrenalin dopamin serotonin

Obrazek €. 2: Strukturni podobnost amfetaminu s neurotransmitery. Pfevzato z [89].

Farmakokinetické a farmakodynamicke viastnosti

Metamfetamin je uzivan vétSinou peroralng, intravendzng, Stupanim
nebo koufenim. Amfetamin je uZivan peroralné nebo intravendzné. Extaze se nejcastéji
uziva peroraln¢, ale lze 1 Sfupanim. Maximdlni ucinek nastupuje nejrychleji
po intravendznim podani pfiblizné do 15 minut, do 20 minut po koufeni ¢i Stupani

a béhem 180 minut po peroralnim uziti. [38]

Utinky metamfetaminu a amfetaminu jsou velmi podobné a uziti konkrétni latky
se da rozliSit pouze pomoci laboratorni analyzy. [39] Ob¢ latky plsobi jako neptima
sympatomimetika se stimulaénim u¢inkem jak na centrdlni, tak na periferni Grovni.
Utinek je dany strukturni podobnosti neurotransmiterim — dopaminu, noradrenalinu
a serotoninu. Amfetaminy maji inverzni u¢inek na transportéry zpétného vychytavani
neurotransmiterii v synapsich, a tak nepfimo zvysuji jejich hladinu. ProtozZe jsou
si amfetaminy s neurotransmitery  strukturné¢ podobné, snadno se dostavaji
pies tyto pienasece piimo do synapsi a tim zvySuji uvoliiovani neurotransmiteri z vezikul

do synaptickych Stérbin. Amfetamin a metamfetamin maji nejvyss$i afinitu
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k noradrenalinovym a dopaminovym pifenasectm. K serotoninovému pienaseci ma vyssi

afinitu extaze. [17, 18, 21]

2.1.2. Syntetické katinony

Charakteristika syntetickych katinonu

Syntetické katinony se fadi mezi tzv. nové psychoaktivni substance (NPS).
NPS se nové objevuji na ilegalnim trhu s drogami. Dochazi k lehkym obménam
chemické struktury jiz znamych klasickych drog, tim tak latka docasné spada
pod nezakazanou latku a tim ilegalni vyrobci obchazeji legislativni normy. Latka doCasné
neni na seznamu kontrolovanych omamnych a psychotropnich latek a prekurzory
pro jejich vyrobu nepatii mezi monitorované substance, jsou voln¢ dostupné a tim jejich

syntéza neni nijak omezena a teoreticky neni nezdkonna. [40, 41, 42]

Syntetické katinony jsou skupina psychostimula¢nich latek pribuznych katinonu,
coz je hlavni psychoaktivni latka v listech rostliny Catha edulis (kata jedld). Katinon
jesam o sobé chemicky podobny amfetaminu (obrazek ¢. 3) a je mezinarodné

kontrolovan jako ¢asto zneuzivand substance. [40, 43]

Synteticke katinony patii mezi druhou nejrozsifenéjsi kategorii NPS a jsou legalné
prodavany jako nahrady kontrolovanych stimulantii, jako je amfetamin, metamfetamin
a extaze. Aby jejich prodej byl jesté vice ulehcen, mohou se prodavat pod riznymi nazvy
s nejednozna¢nymi informacemi o jejich skutecném obsahu. Nejcastéji se tak prezdivaji

jako bath salts (koupelové soli). [41, 42, 44]

Struktura a viastnosti katinonu

Svym ucinkem se podobaji ucinkim drog fenylisopropylaminovych derivati
(AMF, MAMF, MDMA) a také selektivné uvoliuji serotonin, dopamin a noradrenalin.

Piisobi entaktogenné a stimula¢né. Od amfetamini se li§i tim, ze maji charakteristickou
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keto skupinu na postrannim fetézci na prvnim uhliku vedle aromatického jadra v B-pozici,

proto jsou nékdy oznacovany jako bk-amfetaminy (B-keto-amfetaminy). [45]

@)

amfetamin katinon

Obrazek €. 3: Strukturni podobnost amfetaminu a katinonu. Pfevzato z [89].

Nejcastéji maji katinony bilou barvu, né€kdy jsou lehce zbarveny do Zluta az hnéda

a jsou typicky bez zdpachu v praskové nebo krystalické formé. [46, 48]

Mezi prvni znamé derivaty patiil methylon a butylon, pozdéji také mefedron.
Po jejich zdkazu nasledovala blizka analoga jako 4-MEC, 3-MMC a halogenované
derivaty. V posledni dob¢ jsou hojné rozsifené pyrolidinofenonové katinony zahrnujici
napi. a-PVP €1 MDPV, které navic zplsobuji velky psychicky navyk a zptisobuji slozité
odvykaci stavy. [46, 47, 49] Vybrané syntetické katinonové derivaty jsou zobrazeny

na obrazku ¢. 4.

Ucinky katinonu

Katinony maji velmi podobné Ucinky jako jiZ zminéné amfetaminy, tedy zlepSuji
naladu, dodavaji pocit blizkosti a vétsi divéru k lidem v okoli. Uzivatelé maji vétsi
tendenci se pratelit, byt spolecensti a citlivéjs$i. Mezi dalsi U€inky patii pocit euforie,
zvySena pozornost a hyperaktivita. Rovnéz ovlivituji produkci dopaminu (zptsobuje
euforické pocity) a noradrenalinu (zvySuje krevni tlak a zrychluje srde¢ni tep). Po euforii
se dale dostavuje sexudlni stimulace, zvySena pozornost a celkové vybuzeni organismu.

[46, 50, 51]

Katinony jsou pfi opakovaném uzivani neurotoxické, kdy hlavni dopad maji
na kardiovaskularni systém a hrozi riziko vzniku serotoninového syndromu.

Serotoninovy syndrom je stav, kdy dochazi ke zméné védomi (zmatenost, agitovanost,
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halucinace, koma), neuromuskularni aktivité (projevujici se ttesem, kiecemi a zasSkuby),
a také autonomni nestabilit¢ (s rizikem tachykardie, hypertenze ¢i hypotenze,
hypertermie, zvraceni nebo prijmy). V zdvaznych piipadech nebo pii predavkovani
dochdzi k dehydrataci, generalizovanym kie¢im, rhabdomyolyze, koagulopatii,

renalnimu selhédni ¢i komatu. [50, 52]

Tyto latky mohou byt mnohem nebezpecnéjsi nez znamé drogy diky nedostatku
informaci o rizicich jejich uzivani, nekontrolovatelné dostupnosti, ale také jsou na erném
trhu casto vriznych kombinacich ¢i sriznymi nezndmymi nebo neuvedenymi
pfimésemi, coz muiZze predstavovat dalsi rizika. Lehka obména chemické struktury muize

také vyvolat dalsi nezadouci ucinky, o kterych doposud nebylo znamo. [53]

0 H 0 H 0 H 0 H
o N O N O N. 0 B N
ST QIYTY &Y gji

methylon ethylon butylon pentylon
QH Q y 0y Q H
N. = LN N. x N~
bufedron pentedron mefedron 4-MEC
o o,
/@)\/N\/’ CK@)H/NM
F
flefedron 3-CMC

Y/

3
J
5

W
o o

u-PVP o-PHP MDPV

Obrazek ¢. 4: Chemickeé struktury derivath syntetickych katinonti. Pievzato z [89].
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2.2. PoSkozeni novorozence pii1 uzivani drog

Uzivani drog v tchotenstvi poskozuje nejen matku, ale i plod. Amfetaminy
se béhem t¢hotenstvi dostavaji do organismu novorozence pomoci pasivni difuze

pies placentu. [54]

Uzivéani drog béhem téhotenstvi mtize vést k jeho abnormalitim — mtize dochéazet
k opozdénému ¢i nepfiznivému vyvoji plodu, malformaci orgénd, riziku odlouceni

placenty, hypoxii, nizké porodni vaze, pred¢asnému porodu nebo potratu. [5, 6, 7, 57]

Pii expozici muze dochazet k prenatdlnimu poskozeni, kdy mulze dojit
k neurotoxicité, pred¢asnému uvolnéni placenty, asfyxii, syndromu dechové
nedostate¢nosti, nebezpeci zastavy dychani, dusnosti, vznétlivosti, motorickému neklidu

nebo zvysené nachylnosti ke stresu. [5, 6, 55]

Stanoveni expozice plodu drogam ma proto velky vyznam pro budouci vyvoj

novorozence. [12, 57]

2.2.1. Abstinen¢ni syndrom novorozence

Pii uzivani amfetamini v t&hotenstvi hrozi riziko vzniku novorozeneckého
abstinen¢niho syndromu (NAS). Je to stav, ktery vznika pfi odnéti drogy a jde o diagndézu
nemoci. Tento syndrom ma neurologické projevy (hyperexcitabilita, ospalost, kiece,
drazdivost, ospalost), gastrointestinalni projevy (omezeny piijem tekutin, Spatné piibirani
na vaze, zvraceni, prijem) a projevy autonomniho svalstva (hypotonie, poceni,
tachykardie). Projev a zdvaZnost syndromu je zavisly na Cetnosti a velikosti davky uzité

drogy ¢i formé jejiho podani. [7, 12]

Klinické symptomy se mohou objevit ihned po porodu, ale také pozdéji, vétSinou
behem 36-72 hodin po porodu. Pii zjisténi, Ze novorozenec trpi abstinenénim syndromem,
je zvolen nefarmakologicky postup formou podplrné péce. Pii vaznéj$im abstinencnim
syndromu je novorozenec monitorovdn a je nutnd terapie Vv nemocni¢nim

neonatologickém zatizeni. Pii t€Zkych symptomech stav vyzaduje farmakoterapii. [7, 12]
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2.2.2. Postnatalni nasledky a pozd¢jsi dusledky

Pti vystaveni plodu drogam tedy hrozi nejen komplikace pti t¢hotenstvi a porodu,
ale hrozi 1 pozd¢;si nasledky. VEtSina téchto déti vykazuje vyvojové poruchy ve formé
opozdéného vyvoje fe¢i, opozdény motoricky vyvoj diky zvySenému svalovému napéti
s omezenou pohyblivosti, hyperextenzi kloubli a snizenému ohybu kloubt.
Dale se vyskytuji kognitivni problémy, zejména poruchy pozornosti, pamét'ové poruchy,
poruchy uceni, horS§i zvladani stresu, uzkostlivost, agresivita a deprimovanost

az do Skolniho véku. [56]

2.3. Biologicky material

Amfetaminy a jejich derivaty mizeme detekovat v riiznych biologickych matricich.
Vybér spravné matrice zavisi na ucelu prokazani drogy a ¢asovém oknu, kdy k expozici
drogou doslo. Béhem par minut mizeme najit stopy amfetaminti v krvi nebo slinach,
poté béhem né¢kolika hodin az dni vmoci a béhem nékolik tydnl az mésich

naptiklad ve smolce, vlasech ¢i nehtech. [15, 58]

2.3.1. Smolka

Smolka (latinsky meconium) je prvni novorozenecka stolice. K jejimu vylouceni
dochazi béhem prvnich hodin Zivota novorozence pii jeho prvnim pohybu stiev.
U donoSenych a zdravych déti dochazi k prichodu smolky okolo 12 hodin po narozeni
a vétSinou je vyluCovana aZ po dobu 48 hodin. Pfed¢asné narozené déti nebo novorozenci

s nizkou porodni vdhou maji typicky opozdéné vylu¢ovani smolky. [10, 15]

Smolka byva hustého a lepkavého charakteru, vétSinou zelené, zluté nebo hnédé
barvy a typicky bez zipachu. Jednd se o velmi komplexni biologickou matrici,
kterd obsahuje smés odpadnich latek, materidld a sekretd, které polkne plod
v gastrointestinalnim traktu béhem té€hotenstvi. Obsahuje pozitou plodovou vodu, stievni
sekrety, zlu¢, pankreatické enzymy, plazmatické proteiny, dlazdicové bunky epitelu,

zlucova barviva, steroidy, steroly, slizové glykoproteiny, metabolity hemoglobinu
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(bilirubin, porfyriny), zbytky odloupnutych tkani (z tst, klZze, tréviciho traktu),
rizné ionty a je bohaté na lipidy a bilkoviny. [10, 15]

Smolka se zacina tvofit v tlustém stievé na zacatku druhého trimestru
(mezi 12. a 14. tydnem téhotenstvi), kdy se zacinad vyvijet polykaci reflex u plodu
aumoznuje tak polykani plodové vody. [10, 58] Drogy wuzivané matkou
behem téhotenstvi prochéazeji placentou prevazné pasivni difuzi a nasledné se kumuluji

ve smolce pomoci depozitu ve zluci a spolknuté plodové vodé. [54]

Analyza smolky ma relativné novy védecky vyvoj. Rlizné analytické postupy
a techniky existuji hlavné pro screening drog, jejich metabolith a nckdy i1 1éCiv.
Mezi nejcastéji stanovované latky ve smolce patii kokain, amfetamin (a metabolit
p-hydroxyamfetamin), metamfetamin (a metabolit p-hydroxymetamfetamin), syntetické
katinony, heroin, morfin, kodein, opioidy, barbituraty, benzodiazepiny, konopi, nikotin

a alkohol. [10, 13]

Stanoveni expozice plodu drogam ma velky vyznam hlavné pro budouci vyvoj
novorozence. Smolka proto ptedstavuje vynikajici depozit téchto substanci, kterym byl
plod vystaven. Spravnou diagnostikou expozice drog in utero béhem téhotenstvi
umoznuje pro novorozence ziskat pfipadnou specializovanou lé€bu a péci,
kterd napomiize lepSimu vyvoji a také zamezit abstinencnimu syndromu, ktery by plodu
kvtli expozici mohl hrozit. Smolka tak patii k dikaznimu materidlu, protoze analyza
umoziuje detekci delSiho obdobi pfi expozici drog nez napiiklad mo¢ a také jsou

zde i mnohem vyss$i koncentrace. [11, 12, 15, 57]

K dosazeni prokazatelnym pozitivnim vysledkim je nutnd castd a dlouhodoba
expozice, zejména b&hem tretiho trimestru t€hotenstvi. Analyza drog ve smolce tak vede
velmi malo k falesn¢ pozitivnim vysledkiim. U novorozencti s podobnou expozici
se mohou vyskytovat rtizné koncentrace drog nebo jejich metabolith ve smolce

kvili rozdilnému fetdlnimu metabolismu a rozdily mezi placentami. [9, 15]

Mezi vyhody patii neinvazivni snadny odbér vzorku z plenky, poskytuje velmi

Siroké okno detekce, velké mnozstvi vzorku (okolo 20 az 60g). [10, 59]

Nevyhodou jsou aspekty, kdy je smolka uvolnéna v déloze jiz béhem porodu

a screening tak mize detekovat i 1é¢iva pouzitd pii ném, coz by vedlo ke zkreslenym
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vysledkim. Také dochazi k nepravidelné akumulaci smolky ve stfevé plodu,
kdy se po 38. tydnu hromadi okolo 80 % smolky. Pokud je plod vystaven expozici drog
béhem téhotenstvi, tak s nejvetsi pravdépodobnosti bude mit i nizkou porodni hmotnost,
kterda miaze vést kopozdénému vylouceni smolky. Analyza drog ve smolce

navic neposkytuje informace o expozici plodu béhem prvniho trimestru. [10, 15]

2.4. Uprava biologického vzorku

Smolku, jako ostatni biologické matrice, je potieba pied samotnou analyzou
upravit. Tato Gprava se provadi za ucelem piecisténi a odstranéni interferujicich latek
z komplexni biologické matrice a idealn¢ také zakoncentrovani detekovaného analytu.

[14, 60]

Mezi nejcastéjsi interferujici latky patii fosfolipidy, soli, sacharidy
nebo proteiny, které pak mohou ve vzorku svou pfitomnosti, v ptipadé detekce pomoci
hmotnostni spektrometrie (MS), zplUsobovat matricové efekty. Také mohou byt
ve vzorku v mnohem vétSim mnoZstvi neZz sledovany analyt, coz by také
znemoznovalo analyzu, a navic jsou Casto nekompatibilni s naslednym analytickym

systémem. [60]

Tento krok byva casto velmi pracny a zdlouhavy. Je ale velmi dilezity,
protoze ovliviiuje jak citlivost, tak selektivitu a reprodukovatelnost, a jde tedy

o klicovou ¢ast cel¢ analyzy. [14, 60]

Mezi nejpouzivangj§i metody uUpravy vzorku v bioanalytickych laboratofich
patii proteinova precipitace (PP), extrakce na pevnou fazi (SPE) nebo extrakce

z kapaliny do kapaliny (LLE). [60, 61]

2.4.1. Proteinova precipitace

Tato metoda je ze vSech tfi konvencnich technik nejjednodussi a je vhodna

pro matrice, které jsou bohaté na proteiny (plazma, sérum ¢i plna krev). Spociva v tom,
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ze k analytu ptidame precipitacni Cinidlo, které dané proteiny denaturuje, vytvoii

se precipitat a odebere se pouze supernatant — analyt zbaveny proteint. [60, 61]

Mezi precipitacni Cinidla fadime organicka rozpoustédla — methanol, ethanol,
acetonitril nebo aceton, kterd jsou hojné vyuzivana v bioanalyze. Vyhodou je i to,
ze jsou kompatibilni s chromatografickym systémem. Dale mutzeme pouzit silné
kyseliny — napt. kyselinu trifluoroctovou, trichloroctovou, chloristou, fosforecnou
nebo chlorovodikovou. U pouzivani silnych kyselin musime brat ohled na vysledné
pH vzorku a také na stabilitu analytu pfi nizkém pH. Déle jako precipitacni Cinidla

muzeme pouzit soli t€Zzkych kovii jako siran zineCnaty ¢i siran méd’naty. [60, 61]

Mezi vyhody PP patfi, ze je rychla, levnd a pomérné efektivni (okolo 95-99%).
Mezi nevyhody PP patii, ze dochazi k odstranéni pouze proteint, a ne dalich
endogennich latek, které mohou dale interferovat s analytem. Také miize ¢ast analytu

byt ztracena, pokud se navéaze na precipitat a také dochézi k natfedéni vzorku. [60, 61]

2.4.2. Extrakce na pevnou fazi

Metoda extrakce na pevnou fazi je zalozena na separaci analytu mezi dvé
nemisitelné taze, kdy jedna z nich je pevna. Nejprve se provadi kondicionace, cozZ je
pfiprava sorbentu k pouziti, kdy v suchém stavu jsou funkéni skupiny neaktivni a je
nutnd jejich solvatace napf. poldrnim organickym rozpoustédlem (methanolem
nebo acetonitrilem). Tim se upravi prostiedi, kdy se aktivuji funkéni skupiny sorbentu.
Pot¢ kolonku promyjeme vodnym rozpoustédlem a naneseme vzorek,
ktery se selektivné zadrzi na kolonce pomoci funkénich skupin. Poté dojde k promyti
kolonky vhodnym rozpoustédlem a tim se zbavime balastnich latek. Pokud se elu¢ni
rozpoustédlo vyrazné 1i8i od rozpousteédla, kterym jsme promyvali kolonku, musime
nejprve kolonku vysusit proudem inertniho plynu (vétSinou dusikem). Nakonec dojde
k eluci analytu pomoci promyti elucnim rozpoustédlem, kdy je naruSena interakce
analytu se sorbentem a je uvolnén ze zadrZené kolonky a pfipraven na analyzu.

[60, 61, 62]

Latka se navaze diky fyzikdlné-chemickym vlastnostem analytu,

zejména pomoci hydrofobnich interakci, dipolovych interakci, elektrostatickych
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interakci, tvorbou vodikovych mustkii nebo pomoci m-interakci nasobnych vazeb.

Sorbent se tedy vybirad podle vlastnosti analytu. [60, 61, 62]

Mezi vyhody SPE patii, Ze je velmi efektivni, selektivni, automatizovatelna,
existuje velky vybér ze sorbentli, umoziuje zakoncentrovani vzorku a extrakcni
ucinnost se blizi 100%. Mezi nevyhody SPE patii vyssi cena a ¢asova narocnost.

[60, 61]

2.4.3. Extrakce z kapaliny do kapaliny

U této extrakce je principem separace analytu mezi dvé nemisitelné kapalné faze,
kdy jedna faze je vodna a druhd organickd nemisitelnd s vodou. Dulezité je,
aby extrahovany analyt byl v neionizované formé&, aby mohl pfejit do organické faze.
Poté se k analytu ptida organické rozpoustédlo, které musi spliiovat dané pozadavky:
musi byt nemisitelné s vodou, mélo by mit vhodnou polaritu pro extrahované analyty,
byt t¢kavé a mit odpovidajici Cistotu. Pokud najdeme vhodné rozpoustédlo, musi byt
mezi obéma fazemi dobry kontakt, ktery se zajisti tfepanim. Rozdéleni analytu
mezi extrakéni ¢inidlo probiha na zakladé rozdélovaciho koeficientu logP (pfi poméru
oktanol/voda), kdy plati uméra — ¢im vyssi je koeficient logP, tim je latka lipofilng;si.

[60, 61]

Nékdy ale potiebujeme zlepsit vytéZnost extrakce, kdy pro extrakci pouZijeme
smés organickych rozpoustédel nebo dile mizeme pfidat iontové parové cinidlo
v pfipadé€ ionizovatelnych latek ¢i upravit pH vodné slozky (abychom potladili ionizaci
a elektroneutralni iontovy par byl extrahovany do organické faze), ptidat anorganickou
stul (aby byly solvatovany anorganické ionty piidané do vzorku a analyt bude
mén¢ solvatovan a snizi se tak jeho rozpustnost ve vodné fazi a dojde tim ke zvySeni
rozpustnosti v organické fdzi) nebo muizeme analyt derivatizovat (pro umoZznéni

analyzy nebo zlepSeni detekce latky). [60, 61]

Mezi vyhody LLE patii dobrd vytéZnost a reprodukovatelnost, jednoduchost
na provedeni, nevyzaduje specialni vybaveni, umoziiuje i zakoncentrovani vzorku,
je vhodna pro riizné¢ velkd mnoZstvi analytu a umi redukovat matricové efekty,

protoze obvykle dobie odstrainuje soli 1 fosfolipidy. Mezi nevyhody LLE fadime to,
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Ze je pracnd, hlife automatizovatelna, mohou se tvofit emulze na fazovém rozhrani

a neni vhodna pro extrakci vice polarnich latek. [60, 61]

2.4.4. Dalsi extrakéni techniky

Idealni extrakéni technika by méla byt jednoduchd, rychld, G¢inna, selektivni,
dobie automatizovatelna a v idedlnim ptipadé, aby byla nizkd spotteba rozpoustédel.
Z tohoto divodu se stale vyviji nové extrakcni techniky inovaci konvencnich technik.

[63, 64]

Moderni trendy tedy kladou diraz na miniaturizaci (jak rozpoustédel,
tak analyzovaného vzorku), automatizaci, zvySeni citlivosti a selektivity, sniZeni
nakladl na extrakci, zpracovani co nejvice vzorkil najednou a také on-line spojeni

s extrakéni technikou. [63, 64]

2.4.5. Mikroextrakéni metody odvozené od LLE

Miniaturizované metody odvozené od LLE funguji na stejném principu,
ale s men$im mnoZstvim jednak organického rozpoustédla (nemisitelného s vodou),
tak naSeho sledovaného analytu. To vede k mensi spotfebé danych rozpoustédel,

a tim k Setrn&jSimu pfistupu k zZivotnimu prostiedi. [63, 64]

Mezi tyto miniaturizované metody zahrnujeme mikroextrakci do jediné kapky
rozpoustédla (SDME), mikroextrakci do kapalné faze s vyuzitim dutého vladkna
(HF-LPME), elektromembranovou extrakci (EME), paralelni extrakci pomoci
syntetické kapalné membrany (PALME), disperzni mikroextrakci z kapaliny
do kapaliny (DLLME) nebo extrakci z kapaliny do kapaliny s vyuZitim pevné faze
(sorbentu) (SLE). [62, 64]

Vyhody téchto metod jsou — minimalni spotieba rozpoustédel, pro analyzu staci
malé mnozstvi vzorku, umoznuji zakoncentrovani vzorku a jsou bez rizika tvorby

emulzi. [64]
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Mikroextrakce do jediné kapky rozpoustedla (SDME)

Tato metoda byla popséna v roce 1996 a jde o prvni miniaturizovanou metodu
odvozenou od LLE. Je provadéna pomoci mikrostiikacky, kdy se na jejim konci
vytvoii malé kapka, kterou tvoii organické rozpoustédlo nemisitelné s vodou o objemu
2-3 pl. Analyt je extrahovan z vodného roztoku do kapky pomoci pH gradientu pasivni
difuzi. Extrakce miize probihat dvéma zpusoby. Bud’ jde o imerzni zptisob DI-SDME,
kdy je kapka ponofena do vodného roztoku, kde probiha extrakce
nebo jde o HS-SDME, kdy je vyuzivano tzv. headspace techniky a kapka je vlozena
do prostoru nad hladinou vodného roztoku, kde probiha extrakce. Headspace zptisob
se vyuziva pfedev§im u tékavych latek. Oba tyto zplisoby SDME extrakce mizeme
vidét na obrazku ¢. 5. Po extrakei je kapka vtazena zpatky do jehly mikrostiikacky.
Béhem extrakce je nutné, aby byl roztok michan. Tato metoda je jednoducha
a nevyzaduje specialni vybaveni. Mezi hlavni nevyhodu ale patii nestabilita kapky

a s tim spojena Spatna opakovatelnost metody. [14, 63, 64]

imerzni headspace
SDME SDME

- )
\ ”
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—

IC) Analyt

\ Extrakéni roztok

Obrazek ¢. 5: Extrakce do jediné kapky rozpoustédla (SDME) a jeji dva zplsoby

provedeni — v modu imerznim nebo headspace technikou. Pfevzato a upraveno z [65].

Mikroextrakce s vyuzitim dutého vidkna (HF-LPME)

U této metody, jak uz zndzvu vypovida, probihd extrakce do kapalné faze
pomoci dutého vlékna (tzv. hollow fiber) a byla poprvé popsana v roce 1999. Porézni

vladkno je tvotfeno polypropylenem, kdy vnitini sténa vladkna je potaZzena organickym
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rozpoustédlem nemisitelnym s vodou a vyplituje péry. Kdyz dojde k ponoteni vlakna
do organického rozpoustédla, vlakno se impregnuje a vytvoii se tzv. tekuta membrana
(SLM). Uvnitt dutého vldkna se nachazi akceptorové médium, do kterého jsou analyty
extrahovany. I u této metody Ize pouzit jak imerzni médd (DI-HF-LPME),
tak headspace mod (HS-HF-LPME). Pfechod zkoumaného analytu do akceptorového
roztoku probihd pasivni difuzi pomoci pH gradientu. [14, 62, 63, 65, 66, 67]

U této metody jsou dva zplisoby provedeni (obrazek ¢. 6) — dvojfazovy
nebo trojfazovy systém. U dvojfazového systému mame v poérech (tvorici SLM)
1 vnittku vlakna (tvotfené akceptorovym médiem) obsazené stejné organické
rozpoustédlo (nemisitelné s vodou), které tvoii jednu fazi. Druhou fazi tvoti vodny
roztok s analytem. Tento zplisob Ize vyuzit u hydrofébnich analytt nebo pokud bude

naslednd analyza provadéna pomoci GC instrumentace. [63, 67]

U trojfazového systému je v porech (tvofici SLM) pouZito organické
rozpousStédlo (nemisitelné s vodou), které tvoii jednu fazi. Dals§i fazi tvoii jiné
organické rozpoustédlo (misitelné s vodou), které je pouzito na akceptorovy roztok
ve vlaknu. Tieti fazi tvofi vodny roztok s analytem. Tento systém je vhodny

pro naslednou LC analyzu na reverznich fazich nebo pro CE systémy. [63, 67]

tfifazova HF-LPME

vodna akceptorova faze
SLM

vzorek

duté vldkno

Obrazek ¢. 6: Mikroextrakce pomoci dutého vldkna HF-LPME ve dvou moznych

provedenich — dvojfazovém nebo trojfazovém systému. Pievzato a upraveno z [65].
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Uprava pH je velmi dilezita, protoze pies SLM projde pouze neionizovana
forma analytu. Proto je potieba upravovat pH jak vzorku, tak akceptorového média.
Déle mizeme k usnadnéni extrakce ptidat pomocnou latku, kterd bude tvotit neutralni
komplex nebo hydrofobni iontovy par s analytem, ktery 1épe prostoupi pies membranu

(v ptipad¢ polarnéjsich analyta). [66, 67]

Mezi parametry ovliviiyjici extrakci patii slozeni organického rozpoustédla
nemisitelného s vodou pouzittho na membranu SLM, slozeni donorového
a akceptorového roztoku a jejich pH, rychlost tfepani roztoku ¢i délka extrakéniho

&asu. [63, 66, 67]

SLM membréana je tvofena rozpoustédlem, které je v idedlnim piipad¢ organické
a nemisitelné s vodou, je hydrofobni, dale je pevné vazano v pérech SLM, je malo
tékavé a ma nizkou viskozitu. Nejcastéji se pouziva toluen, 1-oktanol,

dodecylacetat (DDA), isopentylbenzen ¢i dihexylether (DHE). [66, 67]

Vldkno je vétSinou tvofeno polypropylenem, protoze je hydrofobni

a je kompatibilni s organickymi rozpoustédly. [66, 67]

Jako hlavni vyhoda této metody je velké precisténi vzorku, moZnost
zakoncentrovani a malé spotfeba rozpoustédel. Mezi nevyhody patii dlouhy extrakcni

¢as, nizkd moznost automatizace a Spatna komercni dostupnost. [67]

ProtoZe je stalym trendem, aby byly metody vice robustni, modifikaci HF-LPME
byly pfedstaveny nésledujici metody — vroce 2013 metoda PALME

v miniaturizovaném 96-jamkovém provedeni. [65]

Paralelni extrakce pomoci syntetické kapalné membrany (PALME)

Tato metoda tedy vznikla modifikaci HF-LPME a byla pfedstavena v roce 2013.
Extrakce probihd pomoci donorové a akceptorové desticky, které jsou v 96-jamkovém
formatu. Jednotlivé destiCky obsahuji donorovy a akceptorovy roztok, ktery déli
plochd membrana, kterd je na akceptorové desticce a tvoii ji pordzni

polyvinylidenfluoridovy (PVDF) filtr, ktery je tfeba aktivovat. Impregnaci malym
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mnozstvim organického rozpoustédla o objemu 3-5 ul se filtr aktivuje na tekutou

membranu SLM — tzv. supported liquid membrane (obrazek ¢. 7). [62, 66, 67, 68, 69]

Vzorek v donorové destiCce smichdme s donorovym roztokem (uprava pH
extrahovanych latek) a analyty projdou pies SLM do akceptorového roztoku
pomoci pH gradientu pasivni difuzi. Po extrakci sta¢i odebrat akceptorovy vzorek
a dal jej analyzovat. Aby se akceptorovy roztok neodparoval, je akceptorova desticka
prikryta vikem z hlinikové folie. Po celou dobu extrakce jsou desticky pfipevnény

k tfepacce. [68, 69]

Aby extrakce spravné prob¢hla, je nutné dodrzet stanovené objemy, aby doslo
ke kontaktu analytu se SLM a analyt tak mohl ptejit z donorového do akceptorového
roztoku. Objem v donorové jamce by mél byt okolo 200-250 ul a v akceptorové jamce

50-100 pl. SLM by méla byt impregnovana 3-5 pl organického rozpoustédla. [68, 69]
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Obrazek €. 7: Uspotradani extrakce PALME. Pievzato a upraveno z [68, 70].

U této extrakce je také velmi dulezité, aby byl analyt v neionizovné formé
a aby pH akceptorového roztoku bylo nastaveno tak, aby v ném byl analyt ionozovan
a preSel tak zdonorového roztoku ptes SLM do akceptorového roztoku.
Pokud by analyt v akceptorovém roztoku nebyl ionizovan, hrozilo by, Ze by se analyt

zpatky extrahoval do donorového roztoku. [68, 69]

Pokud extrahujeme analyt z biologické matrice, je k donorovému roztoku

pfidavan pufr, ktery zajisti neutralni prostiedi a analyt tak zlistane v neionizované
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formé¢. Pro upravu pH akceptorového roztoku je v piipadé chténého kyselého prostiedi
piidavéna kyselina chlorovodikova nebo kyselina mravenci, v pfipadé bazického

prostiedi roztok hydroxidu sodného. [68, 69]

U kyselych analyti se jako organické rozpoustédlo pro SLM pouziva
dihexylether, isopentylbenzen nebo 2,2-dimethyl-1-propylbenzen. U bazickych
analyti se pouzivaji jako organické rozpoustédlo dodecylacetat, isopentylbenzen,

n-hexadekan nebo dihexylether. [68, 69]

Pokud potiebujeme i zde zvysit extrakéni G¢innost polarnéjsich latek, mizeme
zde také piidat pomocnou latku jak do donorového roztoku, tak do organického
rozpoustédla (které impregnuje SLM), kterd diky vytvoreni vhodného prostiedi
pomuze analytu ptestoupit pfes SLM membranu u polarnéjSich analytti. Proto se nékdy

k rozpoustédlu pro SLM pridava di(ethylhexyl)fostat (DEHP). [68, 69]

Mezi parametry ovliviiujici extrakei patfi sloZzeni organického rozpoustédla
nemisitelného s vodou pouzittho na membranu SLM, sloZzeni donorového
a akceptorového roztoku, jejich pH, rychlost tiepani roztoku ¢i délka extrakéniho Casu.

[68, 69]

Mezi vyhody patii uprava velkého mnoZstvi vzorkl, snadna manipulace,
komer¢ni dostupnost, precisténi vzorku a odstranéni velkych molekul (proteinid

¢i fosfolipidli). Mezi nevyhody ale potad patii dlouhy extrakéni Cas. [68, 69]

Disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny (DLLME)

Tato metoda byla poprvé popsana v roce 2006 a tvoti ji smes extrakéniho €inidla
(organické rozpoustédlo nemisitelné s vodou, napt. chloroform, dichlormethan,
tetrachlormethan) a disperzniho c¢inidla (rozpoustédlo misitelné s vodnym vzorkem
i s extrakénim ¢inidlem, napf. methanol, aceton ¢i acetonitril) ve stiikacce
se zkoumanym vzorkem, kdy vznikne disperzni roztok (obrazek ¢. 8). Objem
disperzniho ¢inidla by mél byt vzdy vyS$i neZ objem extrakéniho Ccinidla,
aby bylo extrakéni €inidlo dostateéné dispergované ve vodném roztoku. V roztoku

se vytvoii emulgovand kapicka (tzv. cloudy solution), kterd ma velky mezifdzovy
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povrch. Nasledné smés vlozime do centrifugy, apoté odebereme roztok
s extrahovanym analytem v podob¢ sedimentovaného extrak¢éniho ¢inidla obsahujici
organickou fazi. Vzorek pak miizeme rovnou analyzovat pomoci GC instrumentace
nebo LC systému na normalnich fazich, anebo jesté¢ dale upravit odpatfenim
¢i rekonstituci v rozpoustédle, ve kterém je nasledné vzorek analyzovan.
Jako extrakéni  Cinidlo se  vétSinou pouziva dichlormethan, chloroform

nebo brombenzen. [14, 62, 64, 65, 66]

Mezi hlavni nevyhodu této metody patfi to, Ze musime peclivé vybrat extrakéni
rozpoustédlo, které je misitelné s disperznim cinidlem, neni misitelné s vodou
a ma schopnost extrahovat analyt. DalSi nevyhodou je fakt, ze i1 kdyz jde
0 miniaturizovanou extrakéni metodu, je zde pomérné velka spotfeba rozpoustédel.

[64, 65]

Aplikace extrakéniho a disperzniho Odebrani sedimentovaného
&inidla stfikackou extrakéniho ¢inidla s analytem

Emulgovana
/6“\ kapitka

cloudy solution
e

=

Fazova

separace
Disperzni roztok

[} Analyt [ ] Extrakéni roztok

Obrazek ¢. 8: Princip disperzni mikroextrakce z kapaliny do kapaliny. Pievzato

a upraveno z [65].

Extrakce z kapaliny do kapaliny s vyuzitim sorbentu (SLE)

Tato metoda je modifikovand LLE, kdy je extrakce podpotfena pevnou fazi,
kterou tvofi sorbent. Sorbent je zpravidla inertni, méa velkou plochu a je nejcastéji
tvofen kiemelinou. Nejdiive aplikujeme analyt do kolonky se sorbentem,

kde obé¢ slozky nechame spolu interagovat. Poté pifidame do kolonky extrakéni Cinidlo
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charakteru organického rozpoustédla nemisitelného s vodou, které¢ oddéli a uvolni
navazany analyt od sorbentu. Analyt je poté eluovan z kolonky (obrazek ¢. 9).
Pro analyzu v GC a LC na normdlnich fazich je mozné vzorek piimo analyzovat.
Pro analyzu v LC systému na reverznich fazich je potfeba extrakt pied analyzou

jeste odpatit a poté rekonstituovat v dale potiebném rozpoustédle. [71, 72]

Mezi vyhody patii mensi spotieba rozpoustédel, malé mnozstvi vzorku, dobré
precisténi vzorku od fosfolipidii, nehrozi zde tvorba emulzi, je zde vysoka ucinnost,

je relativné rychla a také mozné automatizace pomoci 96-jamkového formatu. [71, 72]

Extrakce organickym
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Obrazek ¢. 9: Princip extrakce z kapaliny do kapaliny s vyuzitim sorbentu (extrakce

podpofena tuhou fazi). Pfevzato a upraveno z [72].

2.5. Elektromembranova extrakce

Tato metoda byla predstavena Pedersen-Bjergaardem a Rasmussenem
vroce 2006 a vznikla modifikaci HF-LPME, kdy duté vldkno je ponofeno
do organického rozpoustédla nemisitelného s vodou, které je ukotveno na kapalné
membrané a do systému je vlozena elektrokineticka slozka. Elektrokinetickou slozku
tvoii vkladané napéti, které v systému generuje proud a ten zplsobi elektrokinetickou
migraci analytu. Analyt se pomoci spravné¢ zvoleného pH ionizuje a projde
ptes kapalnou membranu (SLM) z donorového do akceptorového roztoku. Jde tedy

o trojfazovy systém, ktery je tvofen donorovym roztokem obsahujici vzorek,
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organickym rozpoustédlem nemisitelnym s vodou ukotvenym na membrané a vodnym
akceptorovym roztokem. Jde o hybridni techniku, ktera spojuje extrakci z kapaliny

do kapaliny a elektroforézu. [75]

V naSem piipad¢é byla pouzita elektromembranova extrakce v 96-jamkovém
provedeni (obrazek ¢. 10). Toto uspotfaddani bylo pfedstaveno vroce 2016
a tato instrumentace umoziuje extrahovat analyty z vétsiho poctu vzorkl najednou.

[75]

5 donorova desticka

Akceptorova desticka s membranami

Hlinikoveé viko s elektrodami

Obrazek ¢. 10: Elektromembranova extrakce v 96-jamkovém usporadani. Pievzato

z [86].

2.5.1. Princip metody

Zména oproti vySe zminénym metodam je ta, Ze aby analyt proSel pires SLM,
musi byt v ionizované form¢. Migrace ionizovaného analytu ptes kapalnou membranu
SLM jetedy hlavnim principem této metody. Do systému se vlozi napéti
pomoci elektrod, které v systému generuji proud a ten zplsobi migraci ionizovaného

analytu z donorového do akceptorového roztoku (obrazek €. 11). [67, 73, 77]

Do systému jsou zapojeny dvé elektrody, kdy jedna je pfipojena k donorové
desti¢ce a druhd k akceptorové destic¢ce. Elektrody se zapoji v tom potadi, zda se jedna
o kysely ¢1 bazicky analyt. Kyselé analyty jsou extrahovany jako anionty a bazické
analyty extrahovany jako kationty. Dtlezité je tedy nastavit pH tak, aby byl analyt

ionizovan. V piipad¢ kyselého analytu je zaporn€ nabita katoda ptipojena k donorové
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desti¢ce a kladné nabita anoda ptipojena k akceptorové desticce. V piipadé bazickych

latek je to naopak a kladné nabitd anoda je pfipojena k donorové desticce a zaporné

nabitd katoda je ptipojena k akceptorové desticce. [73, 74, 78]

V nasem pfiipad¢ jsme amfetaminy a katinony extrahovali ve form¢ kationtd,

proto jsme museli optimalizovat pH donorového 1 akceptorového roztoku. [74, 76, 80]

vodny akceptorowy roztok
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oy Kladn nabity analyt
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Obrazek €. 11: Zobrazeni principu elektromembranové extrakce. Pfevzato a upraveno

2 [65].

2.5.2. Extrak¢éni parametry

Mezi parametry ovliviiyjici extrakci patii slozeni organického rozpoustédla

nemisitelného s vodou pouzitého na kapalnou membranu, slozeni donorového

a akceptorového roztoku, rychlost tfepani, délka extrakéniho Casu, a hlavné velikost

vkladaného napéti. [75, 76]

Slozeni donorového a akceptorového roztoku

U této metody je dilezité, aby byl analyt pln€ ionizovan a poté v této formé

extrahovan. Toho docilime spravné zvolenym pH donorového a akceptorového

roztoku. [73, 74, 76]
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Dale musime myslet na mnoZzstvi danych roztok, které jsou limitované velikosti
jamky. Donorova jamka by méla obsahovat 200-250 ul roztoku (vzorek+donorovy

roztok) a akceptorovy roztok by mél mit objem okolo 100 ul. [73, 76]

SLM

Membrana je tvofena hydrofobni materidlem, nejcastéji polypropylenem
nebo polyvinylidenfluoridem s velikosti port 0,45 um, a je potieba ji impregnovat
3-5 ul organickym rozpoustédlem. Toto organické rozpoustédlo tvoii kapalnou
membranu, tzv. SLM (supported liquid membrane). Volba organického rozpoustédla
je velmi dualezitd a musi spliiovat tyto pozadavky — aby bylo nemisitelné s vodou,
melo vysoky bod varu, nebylo tékavé, mélo nizkou viskozitu, bylo hydrofobni,
aby bylo ukotveno na por6zni filtr SLM a také aby usnadiiovalo ptestup ionizovaného

analytu z donoru do akceptoru. [73, 74, 76, 79, 85]

Pro kyselé latky se jako organicka rozpoustédla pouZzivaji alifatické alkoholy,

napf. l-oktanol, = l-nonanol. = Pro  bazické latky je  nejpouzivanéjsi
2-nitrofenyloktylether (NPOE), pro polarné;jsi bazické latky

2-nitrofenylpentylether (NPPE), ktery ma nizsi vnitini hydrofobicitu. [73, 74]

Pokud potiebujeme zvysit extrakéni ucinnost u polarngjsich latek, je vhodné

pouzit rozpoustédla vhodné&jsi pro polarngjsi latky nebo je lze ptidat k pouzivanému

rozpoustédlu. [76, 79]

Pro polarné;si kyselé latky se pridava rozpoustédlo
cetyltrimethylammonium bromid. Pro polarnéjsi bazické latky se dava pridavek
bis(2-ethylhexyl)fosfitu (DEHPi), di(ethylhexyl)fosfatu (DEHP),
tris(2-ethylhexyl)fosfatu (TEHP) nebo tributylfostatu (TBP). Tyto rozpoustédla
pomahaji tvofit s analytem komplex pomoci iontovych vazeb — tvofenim vodikovych
vazeb nebo vazby dipol-dipdl. Analyt pak Iépe projde ptes SLM a usnadni
se tak extrakce polarnéjSich latek. [76, 85]
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Mnozstvi vkladaného napéti

Vlozenim stejnosmérného napéti do systému pomoci elektrod se v systému
generuje proud. Pfi zvySeni napéti se zvysi 1 pohyb ionizovaného analytu
pies membranu. Proto se napéti optimalizuje vzdy az na konkrétnim organickém
rozpoustédle, které je ukotveno na kapalné membrané. Pii pouziti vysokého napéti
zauCelem zvysSeni extrakéni ucinnosti vSak mize vzniknout vysoky proud,
ktery zptisobi elektrolyzu. V roztoku se za¢nou tvotit bubliny, kdy dojde k preruseni
kontaktu donorového roztoku (vzorek) s membranou. To zplsobi pieruseni extrakce
analytu z donorového roztoku do akceptorového roztoku, snizi se tak U¢innost
a bude snizena i opakovatelnost. Dale se také mtze zménit pH u danych roztokd,
protoze dojde k nahromadéni iontl, kdy u katody bude zvysené pH a u anody snizené

pH diky nahromadénym H" iontim. [73, 76]

U elektromembranové extrakce v 96-jamkovém provedeni by m¢l byt optimalné
generovany proud okolo 20-30 pA na jamku. Proud nad 50 pA na jamku zvysuje riziko
elektrolyzy. Diky vkladanému napéti dochdzi ke znacnému zkraceni extrakéniho ¢asu.

[78, 81]

2.6. Validace bioanalytickych chromatografickych metod

KdyZ se nam podaii optimalizovat extrakéni podminky, potfebujeme danou
metodu otestovat, zda je metoda vhodna pro extrakci amfetamini a vybranych
katinon ze smolky a zda poskytuje spolehlivé vysledky s definovanou jistotou.
To se provadi pomoci procesu, ktery se nazyva validace. Pfi validaci bioanalytickych
metod se fidime danymi smérnicemi, které byly vydany autoritami FDA nebo EMA,
které prokazou, ze je danad metoda pouzitelna pro kvantitativni hodnoceni zkoumaného

analytu v dané biologické matrici. [87, 88]

Obé¢ agentury vydaly ndvody, kterymi se pfi validaci mizeme fidit a maji
charakter doporuceni, které nemaji pravni zavaznost. EMA vydala Guideline
on bioanalytical method validation a FDA Guidance for industry — Bioanalytical
method validation. Oba tyto ndvody jsou podobné, avSak jednotliva kritéria
valida¢nich parametr se mohou lisit nebo je na né€ kladen jiny diraz. [87, 88]
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Pro tuto extrakéni metodu byla pouzita valida¢ni smérnice vydana autoritou
FDA. Guidance for industry — Bioanalytical method validation je tedy souhrn
doporuceni, kterd obsahuji jednotlivé validacni parametry, jejich vyznam a rtzna
kritéria, kterymi se stanovuji, ale mohou byt i lehce modifikovany dle specifického

typu bioanalytické metody. [87, 88]

Z pohledu FDA muze byt validace celkova (zahrnuje cely proces validace),
¢aste¢na (zmena jiz zavedené metody, kdy se nemusi opakovat cely proces validace)
nebo cross-validace (srovnani vysledki dvou a vice bioanalytickych metod
vychézejicich ze stejného navodu). [87] Validacni smeérnice FDA zahrnuje

tyto valida¢ni parametry:

Citlivost

cvwvr

bod kalibra¢ni kfivky, ktery popisuje nejnizsi koncentraéni bod, ktery 1ze metodou
spolehlivé kvantifikovat s pfijatelnou mirou piesnosti a preciznosti. LLOQ stanovime
tak, aby byl alesponi 5x vy$s§i nez signal v nulovém vzorku, coZ je vzorek prazdné

matrice s pifidavkem vnitiniho standardu. [88]

Selektivita

Selektivitu mutzeme charakterizovat jako odpovéd detektoru v danych
retencnich Casech analytu a vnitiniho standardu. Je to schopnost metody, jak spravné
umi rozli§it apfesné¢ kvantifikovat na§ analyt v pfitomnosti dalSich latek
také extrahovanych ze slozit¢ matrice. Prokazuje se analyzou 6 vzorkl prazdné
biologické matrice (blanku) z riznych zdroji. Detekovany signal v téchto vzorcich

nesmi byt vy$si nez 20 % LLOQ u analyti a 5 % u vnitinich standardi. [88]
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Linearita

Linearitu mizeme popsat jako jakési ovéieni odezvy v predem definovaném
koncentratnim rozsahu danou kalibra¢ni pfimkou. Kalibra¢ni pfimka by m¢éla
obsahovat nejmén¢ 6 kalibrac¢nich bodu, které jsou pfipraveny piidavkem standardu
analytu do blankové matrice. Poté provadime zpétné¢ piepocitdvani koncentrace
z kalibra¢ni pfimky na zaklad¢ zvolené¢ho modelu, kde minimélné 75 % kalibracnich
standardii a alespoit 6 bodi musi odpovidat £ 15 % nomindlni koncentraci,
uLLOQ £20 % nominalni koncentraci. Dand linearita by méla byt opakovatelna
aprovadi se obvykle pomoci linedrni regrese. Linearni zavislost by meéla byt

kontinualni a reprodukovatelna. [88]

Presnost a preciznost

Ptesnost, nékdy uvéadéna jako spravnost, je procentudlni odchylka naméfené
hodnoty od hodnoty referenéni nomindlni koncentrace. Je hodnocena jako primér
hodnot na vybrané koncentraéni hladin€. Preciznost milizeme -charakterizovat
jako blizkost stanoveni jednotlivych vzorkli o stejné koncentraci vyjadienou
jako varia¢ni koeficient, ktery odpovida relativni smérodatné odchylce. M¢étime
alespoil 5 vzorkli na minimdlné 4 koncentracnich hladinach, které pokryvaji celou
kalibra¢ni pfimku (LLOQ, nizka, stfedni a vysoké koncentrace z kalibraéni kiivky).
[88]

Jak u pfesnosti, tak u preciznosti je limit + 15 % a u LLOQ + 20 %. Pro spravné
oveéfeni musi probéhnout alespont 3 analyzy ve dvou riiznych dnech. Pfesnost
apreciznost se dd méfit jako inter-day, kdy jsou oba tyto parametry méfeny
béhem jednoho dne anebo intra-day, kdy jsou parametry méfeny ve vice dnech.
Déle miizeme piesnost a preciznost méfit béhem jednoho analytického cyklu,
tomu fikdme within-run (kratkodobd) nebo between-run (dlouhodoba), kdy je presnost
a preciznost méfena béhem vice analytickych cykli. Celkové jsou vSak nutné

alespon 3 analytické cykly ve 2 riznych dnech. [88]
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Vytéznost

U vytéznosti jde o porovnani analytické odpovédi (plochy piku) vzorku matrice
se znamym mnozstvim piidavku vnitintho standardu pfed samotnou extrakci
ku odpovédi vzorku piipraveného pfidainim stejného mnozstvi standardu
do analytu prazdné matrice (blanku) po extrakci, kterd se udava v procentech.
Vytéznost se provadi na 3 koncentra¢nich hladinach kalibra¢niho rozsahu — na hladiné
nizke, stfedni a vysoké. Pro kazdou hladinu alespoii n=6. VytéZnost nemusi byt 100 %,

ale musi byt konzistentni, efektivni a opakovatelna. [88]

Matricové efekty

Dalsim velmi dtlezitym parametrem v piipadé LC-MS analyzy jsou matricové
efekty, které jsou nezddouci a jsou casté pii ionizaci elektrosprejem. Dochazi
k nim pii soucasné eluci interferujicich latek z biologické matrice, kdy jde nejéastéji
o fosfolipidy, soli ¢i peptidy a mizou tim ovlivilovat ionizaci dan¢ho analytu.
Matricové efekty tak mohou bud’ snizovat nebo zvySovat intenzitu signalu analytu.

[87]

Matricové efekty jsme hodnotili pomoci smérnice EMA, ktera udava, Ze bychom
je méli zjiStovat pomoci analyzy 6 vzorkidl biologické matrice z riznych zdroji
na 2 koncentra¢nich hladinach — nizké a vysoké. Pti hodnoceni je porovnavan pomér
plochy piku blankové matrice spikované po extrakci ku ploSe piku standardniho
roztoku analytu. Matricové efekty se vyhodnocuji pro kazdou slouceninu zvlast
pomoci normalizace na vnitini standard. Limitem je variacni koeficient, ktery by m¢l

byt v rozmezi = 15 %. [87]

Prenos

Ptenos neboli carry-over byl stejné jako matricové efekty hodnocen dle smérnice
EMA, ktera na rozdil od FDA smérnice udava, jak prenos hodnotit

vcetné pozadovanych limiti. Dle této smérnice je to hodnoceno tak, ze po vzorku
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snejvysSi koncentraci analytu nechame nastiiknout vzorek prazdné matrice.
Detekovany signal by nemél byt vyssi nez 20 % u LLOQ a 5 % u vnitinich standardi.
Tento parametr je dilezity hlavné proto, aby pfenos nemél vliv na piesnost a preciznost

metody. [87]
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3. Cile prace

Tato diplomova prace se zabyva optimalizaci extrakénich podminek
elektromembranové extrakce v miniaturizovaném 96-jamkovém  uspotradani

pro separaci vybranych amfetaminti a syntetickych katinonti z novorozenecké smolky.
Mezi hlavni cile patfi:

o Vyvoj a optimalizace podminek elektromembranové extrakce
o Validace

o Analyza realného vzorku smolky
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4.  Experimentalni Cast

4.1. Pouzité chemikalie

Kyselina mravenci, acetonitril a methanol (méli pozadovanou LC-MS ¢istotu),
2-nitrofenyl(oktyl)ether (NPOE), 2-nitrofenyl(pentyl)ether (NPPE),
bis(2-etylhexyl)fosfit (DEHP1i), 1-ethyl-2-nitrobenzen (ENB), 1-undekanol, eutektické
smeési tvofené z levometholu, kafru, kumarinu a thymolu byly objedndny od firmy

Merck (Darmstadt, Némecko).

Déle byly pouzity zasobni methanolové roztoky amfetaminii o koncentraci
1 mg/ml (konkrétné AMF, MAMF, MDMA) a jejich deuterované vnitini standardy
(ds-AMF, d 1-MAMEF, ds-MDMA) také od ﬁrmy Merck.

Zasobni methanolové roztoky katinoni o koncentraci 0,5 mg/ml (flefedron,
methylon, ethylon, bufedron, butylon, mefedron, 4-MEC, pentedron, pentylon,
a-PVP, MDPV, a-PHP, 3-CMC) a deuterované vnitini standardy (d;-mefedron,
ds-MDPV) nam byly poskytnuty z Laboratote forenzni analyzy biologicky aktivnich
latek z VSCHT v Praze.

Pouzit4d voda na fedéni roztokl byla vyrobena z kohoutkové vody ultrafiltraci

pomoci ultrafiltracniho systému Millipore (Merck-Millipore, Darmstadt, Némecko).

4.2. Ptiprava roztoki a pufri

Pracovni roztoky analyt byly pfipraveny nafedénim vyse uvedenych dodanych
zasobnich methanolovych roztoki jednotlivych analyt amfetamind, syntetickych
katinont a jejich vnitfnich standardii na pozadovanou koncentraci. Takto pfipravené

roztoky jsme uchovavali pfi - 20 °C.

Pro mobilni fazi byla pfipravena 0,1% kyselina mravenci, kterou jsme pfipravili
nafedénim kyseliny mravenci ultracistou vodou. Donorové a akceptorové roztoky byly

pfipraveny nafedénim kyseliny mraven¢i ultracistou vodou na tyto pozadované
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koncentrace: 20 mM kyselina mravenci, 1% kyselina mravenci, 1% kyselina mravenci

s ptidavkem 10 % methanolu (pouze do donorové faze) a 5% kyselina mravenci.

Jako organicka rozpoustédla na kapalnou membranu byly pfipraveny smeési
organickych latek NPOE:DEHPi=1:1 (m/m), NPPE:DEHPi=1:1 (m/m)
a ENB:1-udekanol=1:1 (V/V). Dale byly pfipraveny také eutektické smési
kafr:menthol=1:1 (m/m), kumarin:thymol=2:1 (m/m), kumarin:thymol=1:2 (m/m)
a kumarin:thymol=1:1 (m/m). Eutektické smési (DES) jsme pfipravovali tak,
Ze jsme si nejprve navazili potiebné mnozstvi latky na analytickych véhach
v pozadovaném pomeéru, poté¢ jsme smes zahidli na 80 °C ve vodni lazni a nechali

na dané teplot¢ 15 minut. Poté jsme smés 10 sekund vortexovali. [85]

4.3. Smolka

Vsechny blankové vzorky novorozenecké smolky byly ziskdny v rozmezi
24-72 hodin po narozeni novorozence. Tyto vzorky byly od odebrani uchovavéany
ve zmrazeném stavu. V této praci jsme také analyzovali jeden realny vzorek
z Nemocnice Piibram. Ve vSech pfipadech se jednalo o klinické vzorky, které jiz byly

analyzovany a byly urceny k likvidaci.

4.4. UHPLC-MS/MS

Analyzu jsme provadéli metodou UHPLC-MS/MS na pfistroji Agilent 1290
Infinity II LC s trojitym kvadrupolem LC/MS 6400 sérii s vyuZitim elektrospeje Jet
Streman v pozitivnim modu a softwaru MassHunter (Agilent). Hmotnostni
spektrometr mél automatické ladéni. Jako analyticka kolona byla pouzZivana C18 Luna
Omega Polar (100 x 2,11 mm, 1,6 um), (Phenomenex, USA) pfi nastavené teploté
30 °C.
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4.5. EME

U této extrakéni techniky jsme pouzili elektromembranovou extrakci
v 96-jamkovém provedeni, které¢ se sklddalo z nerezové vodivé donorové desticky
s elektrodou, plastové akceptorové desticky s membranami (polyvinylidenfluorid,
velikost poérd 0,45 pm) a hlinikového vika s elektrodami (Millipore Ltd,
Carrightowhill, Irsko).

Napéti bylo do systému vlozeno pomoci dvou elektrod (ES 0300-0,45, Delta
Elektronika BV, Zierikzee, Nizozemi). To v desticce generovalo proud, ktery jsme
kontrolovali pomoci pfipojeného ampérometru (Multimetr Fluke 287, Fluke, Everett,

WA, USA).

Po celou dobu extrakce byla desticka tfepana rychlosti 1050 otacek za minutu

pomoci zafizeni Vibramax 100 (Heidolph, Kellheim, Némecko).
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5.  Vysledky a diskuze

5.1. UHPLC-MS/MS

Pro analyzu byla pouzita jiz optimalizovana metoda, kterda byla pivodné
vyvinuta pro analyzu amfetamini a vybranych katinonii v matefském mléce. [81]
Mobilni faze byla 0,1% kyselina mravenci s acetonitrilem v gradientovém moddu
s prutokovou rychlosti 0,3 ml/min. Pro kvantifikaci jsme pouzili izotopicky znacené

standardy ds-AMF, dii-MAMF, ds-MDMA, d;-mefedron a ds-MDPYV (tabulka €. 1).

Tabulka €. 1: SRM piechody jednotlivych analytl a vnitinich standarda.

Analyt Prekurzorovy ion [Da] | Produktovy ion [Da] | Kolizni energie [eV] Vnitfni standard
AMF-
AMF 1361 119,1 8 ds
91,1 20
MAMF-d
MAMF 150,1 119,1 8 1
91 24
MDMA-d.
MDMA 1941 163 12 s
105 28
AMF-
Flefedron 182 164,1 12 ds
149 24
AMF-d
Methylon 208 160 20 5
132,1 32
AMF-d
Ethylon 2221 174,1 20 5
91,1 48
AMF-
Bufedron 178 131,1 24 ds
91 32
Butylon 929 146,1 32 MDMA-ds
1311 44
MDMA-d
Mefedron 1781 145,1 24 5
91 40
- MDMA-ds
4-MEC 1921 174,1 12 d
144,1 36
Pentedron 192 132,1 20 MDMA-ds
91 28
Pentylon 936 188,1 20 MDMA-ds
175,1 24
- MDPV-
a-PVP 2321 105 32 V-dg
91 28
MDPV-d
MDPV 276,1 175,1 24 s
126,1 32
- MDPV-d
a-PHP 246,2 140,1 28 s
91,1 28
AMF-dg 1411 1241 8
96,1 16
MAMEF-
di 161,2 127,1 12
97,1 24
MDMA-ds 199,1 165,1 12
107 28
Mefedron-d, 285 152 30
149 30
MDPV-dg 183 28
284,1 213,1 28
134 28
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5.2. Optimalizace metody EME

Pti optimalizaci extrak¢nich podminek pro stanoveni amfetamini a syntetickych
katinonti ze smolky jsme vychazeli z publikace, ktera byla vyvinuta na Farmaceutické
fakult¢ Univerzity Karlovy v Hradci Kralové a VSCHT v Praze, ktera se zabyvala
elektromembranovou extrakci amfetamini a katinoni z matetského mléka. [81]
Jejich finalni extrak¢éni podminky, které¢ byly nasledné zvalidovany byly nasledujici:
jako SLM byly pouzity 3 ul organického rozpoustédla NPOE:DEHPi v poméru
1:1 (m/m), pro donorovy a akceptorovy roztok byla vybrana 20mM kyselina mravenci
(kdy v donorovém roztoku bylo 110 pul 20mM HCOOH s 125 ul vzorku matetského
mléka se sledovanymi analyty a v akceptorovém roztoku bylo 100 pl
20mM HCOOH), intenzita tiepani 1050 ot/min, vkladané napéti 30V, délka extrakce

20 minut.

5.2.1. Optimalizace slozeni SLM

Pti optimalizaci je velmi dilezité vybrat organické rozpoustédlo, které objemem
3 ul impregnujeme membranovy filtr, ze kterého vznikne kapalnd membrana. Nejprve
jsme zkusili pouZzit NPOE v kombinaci s DEHPi hmotnostné v poméru 1:1, jez bylo
optimalizované pro extrakci stejnych analytli z matefského mléka. [81] VytéZznost
ze smolky nebyla tak vysoka, jakou jsme si piedstavovali, a tak jsme zkusili zvolit jina

organicka rozpoustédla, ktera by byla vhodné;si.

Zkusili jsme rozpoustédla, kterd by byla vhodnd kvili své ekologi¢nosti
a zkouSeli jsme nejprve pouZzit eutektické smési. Nejprve jsme vyzkouseli kombinaci
kumarin s thymolem v poméru 2:1 (n/n) a levomenthol s kafrem v poméru 1:1 (n/n).
Smés levomentholu s kafrem nédm bohuzel krystalizovala jak v pipetovacich
plastovych Spickach, tak 1 na membrané. Pozd&ji nam zacala krystalizovat i druha
eutektickd smé&s obsahujici kumarin s thymolem. Dle publikace, kde také pouzivali
eutektické smési jako SLM, byl pouzit kumarin s thymolem, avSak v jinych pomérech,
proto jsme vyzkouseli kumarin s thymolem jest¢ v poméru 1:2 a 1:1 (vzdy n/n). [85]
Jako nejlepsi se jevil pomér kumarin s thymolem 1:1 (n/n), avSak vytéznost byla

oproti pouziti NPOE s DEHPi 1:1 (m/m) niz8i (obrdzek ¢.12). Z tohoto divodu
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jsme eutektické smeési zkouSeli pouze na vodnych vzorcich analyti (bez smolkové

matrice).

mm Flefedron
mm AMF
Methylon
MAMF
Bl Bufedron
e e m MDMA
N \efedron
Butylon
Ethylon
3-CMC
m 4-MEC

Pentedron

DES - vodné vzorky

150

-
(=]
o

Vytéznost (%)

3]
o

|
cM11 cT11 cT12 B Pentylon

SLM=NPOE:DEHPI (1:1) A-PVP
CM11=camphor:levomenthol (1:1)

CT11=coumarin:thymol (1:1) MDPV
CT12=coumarin:thymol (1:2) _
CT21=coumarin:thymol (2:1) A-PHP

Obrazek €. 12: Srovnani vytéZznosti analyti ve vodnych vzorcich pii pouziti SLM
smés NPOE:DEHPi (1:1, m/m), kafr:levomenthol (1:1, n/n), kumarin:thymol
(1:1, n/n), kumarin:thymol (1:2, n/n), kumarin:thymol (2:1, n/n).

ProtoZze jsme s vytéZnosti nebyli spokojeni, vyzkouSeli jsme dal§i smés
organickych rozpoustédel, které byly pouzity v publikaci [79]. Zkouseli jsme srovnat
NPOE:DEHPi (1:1, m/m), NPPE:DEHPi (1:1, m/m) a ENB:1-undekanol (1:1, V/V).
NPPE oproti NPOE vykazuje niz$i vnitini hydrofobicitu a tak by mél byt vhodné;si
pro polarngjsi analyty. ENB je také méné hydrofobni nez smé¢s NPOE:DEHP;,
proto by mohl byt vyhodnéjsi pro pouziti pro vice polarni latky. [79] Po vyzkouSeni
téchto smési organickych rozpoustédel na SLM se ukazalo, Ze NPPE neni vhodny,
protoze extrakce nebyly opakovatelné a pozorovali jsme velké relativni smérodatné

odchylky.

Nejlepsi vytéznost a nejnizS§i matricové efekty jak ve vodnych vzorcich,

tak ve smolkovych vzorcich byly =ziskany pfi pouzZiti kombinace ENB
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s I-undekanolem v objemovém poméru 1:1 (obrazek ¢. 13). Vyhodné pro tuto smés
rozpoustédel je to, ze ENB jako aromatickd ¢ast je ve smeési s 1-undekanolem,
ktery tvoii nearomatickou ¢ast. Toto spojeni je vyhodné v tom, Ze aromatickd ¢ast
reaguje s ionizovanym analytem pomoci m - interakci a nearomatickd cast

pomoci tvorby vodikovych vazeb. [79]

smolk
mo'ka Bl Flefedron

m AMF
H HM ST Methylon
MAMF

100

Bm Bufedron

= MDMA

El \efedron
Butylon

NPOE:DEHPi NPPE:DEHPI ENB+110l Ethylon

3-CMC
|I- .

III I II' ll||| 4-MEC
“ “‘ ‘“ I Pentedron

Pentylon
A-PVP
MDPV
A-PHP

Vytéznost (%)

104

AG e B

Matricove efekty (%)

=204

-25

T T T
NPOE:DEHPiI NPPE:DEHPiI ENB+110l

Obrazek ¢. 13: Srovnani vytéznosti a matricovych efektd pii  pouziti
téchto rozpoustédel na SLM: NPOE:DEHPi (1:1, m/m), NPPE:DEHPi1 (1:1, m/m)
a ENB:1-undekanol (1:1, V/V).

5.2.2. Optimalizace sloZeni donorove a akceptorove faze

Béhem optimalizace vhodného rozpoustédla pro SLM jsme zaroven zkouseli
optimalizovat 1 slozeni donorové a akceptorové faze. Nejprve jsme vychazeli
z publikace u extrakce z matefského mléka a pouzili jsme 20 mM kyselinu mravenci,

ktera odpovidala pH 2,74. [81] JelikoZ jsou amfetaminy a katinony bazické latky,
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zkusili jsme pouzit prostfedi s niz§im pH. ZkouSeli jsme 1% kyselinu mravenci
(pH 2,17) a 5% kyselinu mravenci (pH 2,52). Nejvétsich vytéznosti jsme dosahovali
pfi nejniz§im zvoleném pH (2,17), které odpovidalo 1% kyseliné mravenci,

kterou jsme pfidali jak do donorového, tak do akceptorového roztoku.

Protoze jsme chtéli dosahnout jeSt¢ vysSi vytéznosti, zkouseli
jsme do donorového roztoku k 1% kyselin€ mravenci ptidat 10 % methanolu. Pfidavek
methanolu by mél snizit pfipadnou vazbu bazického analytu bud’ se smolkovou
matrici, anebo pokud by byl analyt zadrzovan na membrané. Ukazalo se vSak,
ze pridavek 10 % methanolu do donorové faze ndm nevedl ke zlepSeni vytéznosti
a také nam v systému generoval vysoky proud, u kterého hrozi vznik elektrolyzy,

ktera by také vedla k niz$im vytéznostem. [68]

Nejlepsi vytéznosti tedy byly u 1% kyseliny mravenci v roztocich jak donoru,
tak akceptoru (obrazek ¢. 14).

B riefedron
AMF
150 Vodné vzorky Methylon
MAMF
Bufedron
i | e MDMA
11 ' Mefedron
Butylon
Bl FEthylon
’ 3-CMC
m 4-MEC
Pentedron
B Pentylon
A-PVP

MDPV
20mM-FA 1%FA 1%FA+MeOH 5%FA 1%FA 1%FA+MeOH B A-PHP

Vytéznost (%)

Obrazek ¢. 14: Srovnani vytéZnosti pii pouZiti do donorového a akceptorového
roztoku: 20 mM kyseliny mravenci, 1% kyseliny mravenci, 1% kyseliny mravenci
(s ptidavkem 10 % methanolu pouze do donorové faze), 5% kyseliny mravenci
ve vodnych vzorcich. Déle ve smolkovych vzorcich pouziti 1% kyseliny mravenci

a 1% kyseliny mravenci s ptidavkem 10 % methanolu (pouze do donorové faze).
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Mnozstvi donorového a akceptorového roztoku je dano velikosti jamky,
kdy objem donorové jamky je okolo 200-250 ul a objem akceptorové jamky
50-100 pul. [75] Do donorové faze tedy patiil vzorek smolky se 180 ul 1% kyseliny

mravenci a v akceptorové fazi bylo pfidano 100 pl 1% kyseliny mravenci.

5.2.3. MnoZstvi smolky

Dale jsme také srovnavali zavislost mnozstvi vzorku smolky na vytéznosti.
Zkouseli jsme velikost vzorku 20 mg, 30 mg, 45 mg a 55 mg, kde nam jako ideélni
mnozstvi s nejvyssi vytéznosti vysla hmotnost 45-50 mg smolky na jednu jamku
(obrazek €. 15). Jde o velmi malé mnoZstvi vzorku, coz patii mezi dal§i vyhody

této extrakéni techniky. [75]
100
80
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Vytéznost (%)
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S e S
AMF MAMF MDMA

Obrazek €. 15: Srovnani vytéznosti pii pouziti rtizného mnozstvi smolky

na jednu jamku.

5.2.4. Homogenizace smolky

Dle nékterych publikaci byla potieba pro extrakci analyti ze smolky
homogenizace. V publikaci [83, 84] byla pouzita homogenizace smolky
pomoci mixéru a v publikaci [82] homogenizace smolky pomoci ultrazvuku.
Vyzkouseli jsme tedy extrahovat z homogenizovaného i nehomogenizovaného vzorku

smolky. Nejprve jsme smolku spikovali a az po dvou hodindch vzorky zpracovavali.
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Oba tyto typy homogenizace nam vSak nezvysily vytéznost, a naopak se zhorsSily

matricové efekty (obrazek €. 16).

Pro extrakci amfetamini a vybranych kationi ze smolky pomoci EME
tedy nepotiebujeme smolku homogenizovat, a kromé uspokojivych a opakovatelnych
vytéznosti je vzorek dobie preciStén a matricové efekty jsou skoro u vSech analytii

mensi nez = 10 %.
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Obrazek ¢. 16: Srovnani vytéZnosti a matricovych efekti u vzorku smolky,

ktery nebyl homogenizovan, byl homogenizovan pomoci ultrazvuku a pomoci mixéru.

5.2.5. Délka extrak¢niho Casu

Také nas zajimalo, jaky vybrat extrak¢ni Cas. Sice je modernim trendem
extrakéni techniky miniaturizovat a zkracovat, aby byly co nejrychlejsi bez nutnosti

pouziti velkych objemt rozpoustédel, ale i tak jsme zkusili prodlouzit extrakéni Cas,
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zda bychom nedoséhli vyssi vytéznosti. Ukéazalo se vSak, ze volba délky 20 minutové
extrakce je nejvyhodnéjsi, protoze s prodlouzenim extrakéniho ¢asu na 35 a 45 minut

vytéznost nevedla k lepSim vysledklim, a naopak se rapidné zhorSily matricové efekty
(obrazek ¢. 17).
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L R LTIgl gL Methylon
PO (L T R TR T T ML) MAME
Bufedron
MDMA
Mefedron
0 . . Butylon
SO OO <SS W Ethylon
3-CMC
m 4-MEC

Pentedron

40

Vyteznost (%)

20

10

B Pentylon

5 A-PVP
MDPV

m A-PHP

Matricove efekty (%)

-10

-15

T T
20min 35min 45min

Obrazek ¢ 17: Srovnani vytéznosti a matricovych efektd pii dobé extrakce
20, 35 a 45 minut.

5.2.6. Optimalizace napéti

Optimalizace napéti probihala vzdy na vybranou smés organickych rozpoustédel
pouzitych na SLM. Optimalizace vkladaného napéti je velmi dilezita,
protoze ¢im je do systému vlozené vétSi napéti, tim vysSi to generuje proud
aionizované analyty tak mohou vice pfechazet membranou z donorového
do akceptorového roztoku a miize byt vyssi vytéZznost. Ale pfi zvoleni pfili§ vysokého

napéti se ndm v systému muize generovat vysoky proud, ktery vede k rizikovému
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vzniku elektrolyzy, kdy by v donorovém roztoku dochédzelo k tvorbé bublin,
které by zpiisobily horsi kontakt analytu s membranou a tim nizsi vytéznosti a nizsi

opakovatelnost extrakce. [78]

Je tedy nutné zvolit napéti tak, aby se pfi extrakci generoval proud nejlépe
okolo 20-30 pA na jamku. Toho jsme docilili vlozenim napéti 15 V, které jsme

po 1 minut¢ zvysili na 30 V.

5.2.7. Intenzita tfepani

Intenzitu tfepani jsme nijak neoptimalizovali a pouzili jsme podminky,
které byly pouzity pro exrakci amfetaminti a vybranych katinonti z matetského mléka,

kde byla intenzita tfepani nastavena na 1050 otacek za minutu. [81]

5.2.8. Vysledn¢ podminky optimalizované metody

U metody EME amfetamint a vybranych katinonti ze smolky byly pro SLM
pouzity 3 ul ENB:1-undekanol (1:1, V/V). Extrakce probihala z 45-50 mg smolky,
jezbyla smichdna se 180 ul donorového roztoku (1% kyseliny mravenci).
Akceptorovou fazi tvotilo 100 pl 1% kyseliny mravenci. Pii extrakci bylo vlozeno
stejnosmérné napéti o velikosti 15 V, které se po 1 minuté zvySovalo na 30 V. Celkova

doba extrakce byla 20 minut a po celou dobu extrakce byla desticka tfepana rychlosti

1050 ot/min.

5.3. Validace

Citlivost a selektivita

[RA4

koncentracni bod, ktery lze spolehlivé kvantifikovat (LLOQ). Selektivita byla
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potvrzena, protoze detekované plochy v retencnich Casech jak analytii, tak vnitinich

standardil v blankovém vzorku smolky spliiovaly uvedené limity. [87]

Linearita

Pro vSechny testované analyty byla linearita v koncentratnim rozsahu
2-400 ng/g smolky. Kalibra¢ni piimka je proloZena vaZenou regresivni kiivkou (1/x?)

a korelaéni koeficienty R? se pohybuji v rozmezi od 0,9913 do 0,9955 (obrazek &.18).
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Obrazek €. 18: Linearita jednotlivych sledovanych latek s pfislusnym korelacnim

koeficientem.

Presnost a preciznost

Naméfené hodnoty kratkodobé (intra-day) 1 dlouhodobé (inter-day) presnosti
a preciznosti odpovidaly rozmezi + 15 % dle smérnice FDA (tabulka €. 2). [87]

Tabulka €. 2: Hodnoty kratkodobé a dlouhodobé ptesnosti a preciznosti jednotlivych

analyta.
QC hladina _ Kratkodoba : _ Dlouhodoba :
Analyt (ng/g) Presnost Preciznost Presnost Preciznost
(%) (RSD %) (%) (RSD %)
AMF 2 99,9 10,4 99,9 10,4
5 102,7 79 102,7 7,9
100 93,5 7,6 93,5 7,6
400 100,6 7,2 100,6 7,2
MAMF 2 104,4 6,2 104,4 6,2
5 97,6 8,1 97,6 8,1
100 93,0 6,9 93,0 6,9
400 109,2 3,2 109,2 3,2
MDMA 2 97,9 8,6 97,9 8,6
5 103,8 7,4 103,8 7,4
100 96,9 7,5 96,9 7,5
400 92,2 6,1 92,2 6,1
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. Kratkodoba Dlouhodoba
QC hladina - - - -
Analyt (ng/g) Presnost Preciznost Pfesnost Preciznost
(%) (RSD %) (%) (RSD %)
Flefedron 2 99,1 7,2 99,1 7,2
5 100,1 6,6 100,1 6,6
100 96,6 6,4 96,6 6,4
400 104,7 4,4 104,7 4,4
Methylon 2 100,2 7,4 100,2 7,4
5 98,7 6,4 98,7 6,4
100 94,8 7,4 94,8 7,4
400 104,1 3,6 104,1 3,6
Ethylon 2 99,4 71 99,4 71
5 97,7 7,1 97,7 71
100 94,4 7,4 94,4 7,4
400 106,2 8,0 106,2 8,0
Bufedron 2 99,0 6,3 99,0 6,3
5 100,2 7,2 100,2 7,2
100 96,7 6,9 96,7 6,9
400 101,4 6,6 101,4 6,6
Butylon 2 93,3 9,8 93,3 9,8
5 104,8 6,4 104,8 6,4
100 99,1 11,8 99,1 11,8
400 81,1 10,5 81,1 10,5
Mefedron 2 94,8 7,2 94,8 7,2
5 104,8 8,2 104,8 8,2
100 96,4 8,8 96,4 8,8
400 89,2 4,2 89,2 4,2
4-MEC 2 97,2 6,0 97,2 6,0
5 102,3 8,0 102,3 8,0
100 95,3 7,8 95,3 7,8
400 93,6 5,2 93,6 5,2
Pentedron 2 92,8 6,8 92,8 6,8
5 102,9 8,7 102,9 8,7
100 95,9 8,6 95,9 8,6
400 91,4 6,0 91,4 6,0
Pentylon 2 91,4 7,1 91,4 7,1
5 104,3 10,3 104,3 10,3
100 96,1 9,1 96,1 9,1
400 90,2 4,8 90,2 4,8
a-PVP 2 99,8 9,1 99,8 9,1
5 105,2 6,1 105,2 6,1
100 98,3 71 98,3 71
400 93,0 6,1 93,0 6,1
MDPV 2 96,5 6,5 96,5 6,5
5 103,0 7,0 103,0 7,0
100 97,5 7,5 97,5 7,5
400 93,0 6,3 93,0 6,3
a-PHP 2 91,4 7,9 91,4 7,9
5 103,2 9,5 103,2 9,5
100 95,7 79 95,7 79
400 91,7 6,6 91,7 6,6
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Vytéznost

Extrakéni vytéznost se pohybovala okolo 50-60 %, byla opakovatelnd a shodna
uvsSech analyzovanych latek na vSech 4 koncentra¢nich hladinéch,
tedy jak na nizkych, tak i vysokych koncentracich. Grafické zndzornéni mizeme vidéet

na obrazku ¢. 19.

AMF
MAMF
MDMA
Flefedron
Methylon
Legend
Bufedron

o
]
5
@
S

g
g 1

Vytéznost (%)
& 8
T
VytéZnost (%)
a
8
T

Butylon

Mefedron
4-MEC
Pentedron
Bl Pentylon
A-PVP
MDPV
A-PHP

80 80+

VytéZnost (%)
8
1
Vytéznost (%)
X

N

-]
N
-]

o
o
T

Obrazek ¢ 19: Vytéznost sledovanych analyti na 4 koncentra¢nich hladinach:
na hladiné LLOQ (2 ng/g), nizké hlading (5 ng/g), stiedni hladiné (100 ng/g) a vysoké
hladiné¢ (400 ng/g).

Prenos

Po vzorku s vysokou koncentraci (nejvyssi kalibra¢ni bod) sledovanych analyt
byl nastiiknut vzorek prazdné matrice (blank). Sledovali jsme signal v retencnich
Casech nasSich analytl a nejvyssi signal (intenzita 10 % LLOQ) jsme vidéli u MAMEF,
u ostatnich analyti byl signal mens$i nez 6,5 % LLOQ. Pro vnitini standardy
jsme sledovali signal mensi nez 0,3 % LLOQ. To splituje doporuceni dle valida¢ni

smérnice EMA. [88]

62



Matricove efekty

Matricové efekty u vSech analyti splnovaly limit dle smérnice EMA + 15 %

(obrézek &. 20). [88]
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Obrazek ¢. 20: Matricové efekty normalizované vnitinim standardem na koncentracni

hladiné nizké (5 ng/g) a vysoké (400 ng/g).

5.4. Realny vzorek sneznamym analytem a neznamou

koncentraci

Nasi metodu jsme aplikovali 1 na realny vzorek, ktery byl potvrzen
jako pozitivni. Pomoci elektromembranové extrakce a nasledné analyze
pomoci UHPLC-MS/MS jsme detekovali 175 ng/g amfetaminu a 365 ng/g
metamfetaminu. Z téchto naméfenych koncentraci vyplyva, Ze doty¢na osoba
v prubehu téhotenstvi vystavila plod expozici drogdm, nejpravdépodobnéji pervitinu,
protoze metamfetamin se v téle ¢astecn¢ metabolizuje na amfetamin (obrazek €. 21).

[39]
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Obrazek ¢. 21: Chromatogram analyzy realného vzorku smolky.
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6. Zavér

Vramci této prace byla mikroextrakéni technika EME poprvé pouzita
pro extrakci analytli ze smolky. Metodu jsme optimalizovali pro extrakci amfetamint
a vybranych katinont ze smolky. Optimalizovali jsme slozeni SLM, kter¢ tvotila smés
ENB:1-undekanol (1:1, V/V), dale slozeni donorové i akceptorové taze, které tvotila
1 % kyselina mravenci. Dale se optimalizovalo mnoZzstvi smolky, které mélo nejvyssi
vytéznost pii zvolené hmotnosti 45-50 mg na jamku. Také se optimalizovala vhodna
délka extrakce, kterd méla nejlepsi vytéznosti a matricové efekty pti 20 minutach
a také vhodna velikost vlozeného napéti, které je 15 V, po jedné minuté navySené

na 30 V. Po celou dobu extrakce je vzorek tfepan s intenzitou 1050 otacek za minutu.

Vzorky jsme analyzovali pomoci LC-MS/MS a celou metodu
jsme také validovali. Pii validaci jsme hodnotili parametry citlivost, selektivita,
linearita, vytéznost, piesnost a preciznost pomoci smérnice FDA a parametry
matricové efekty a pfenos dle smérnice EMA. Pro vSechny testované analyty byla
potvrzena linearita v celém koncentracnim rozsahu 2-400 ng/g. Korela¢ni koeficienty
se pohybovaly vrozmezi 0,9913 az 0,9955. Hodnoty kratkodobé i dlouhodobé
piesnosti a preciznosti nepiesahly rozmezi + 12 %. Extrak¢ni vytéznost se pohybovala
v rozmezi 50-60 %, byla opakovatelna a shodnd v celém koncentra¢nim rozsahu.
Matricové efekty byly normalizovany vnitinim standardem a pohybovaly se v rozmezi

do £ 6 %. Pienos signalu neptesahl intenzitu 10 % LLOQ a intenzitu 0,3 % u IS.

Optimalizovali a validovali jsme tedy miniaturizovanou extrakéni metodu
pro spolehlivou, rychlou a G¢innou extrakci amfetaminli a vybranych syntetickych
katinoni ze smolky. Po validaci metody jsme analyzovali redlny vzorek,
ktery byl potvrzen jako pozitivni a detekovali jsme hladiny amfetaminu

a metamfetaminu.
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