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1 Uvod

Nové psychoaktivni latky (NPL) se v poslednich letech dostaly do popiedi zajmu uzivatelt

drog na evropské i svétové urovni [1,2]. Jedna se o latky syntetizované jako strukturni

analoga ¢i chemické derivaty jiz znamych omamnych a psychotropnich latek. NPL se mohou

v

rozdélit do nekolika skupin podle chemické struktury a funkce, z nichz nejpocetnéjsi jsou

syntetické kanabinoidy, fenylethylaminy, kathinony a opioidy. Dalsi skupiny NPL spolu

s farmakologickymi a nezddoucimi u€inky jsou uvedeny v Tabulce 1. Tato diplomova prace

je zamétfena predevSsim na skupinu syntetickych opioidii, zejména na moznosti jejich

identifikace a stanoveni s vyuzitim elektrochemickych metod a s vyuZzitim kapalinové

chromatografie s hmotnostni spektrometrii.

Tab. 1 Ptehledova tabulka novych psychoaktivnich latek a jejich ucinky [3].

Chemicka trida

Farmakologické ucinky

Nezadouci (toxické) ucinky

Fenethylaminy

Tryptaminy

Syntetické

kanabinoidy

Syntetické
kathinony

Piperaziny

Arylcyklohexylaminy

Agonismus serotonergnich receptorti
a inhibice zpétného vychytavani

monoaminu

Agonismus receptoru serotoninu 2A
a inhibice zpétného vychytavani

serotoninu

Agonismus receptoru CB-1 a CB-2
vykazujici vyssi afinitu, uc¢innost a
potenci nez A-9-tetrahydrokanabinol
Sympatomimetické latky, které
pulsobi na serotoninové, dopaminové
a noradrenalinové cesty

Stimulanty, které podporuji
uvoliiovani dopaminu a
noradrenalinu a inhibuji zpétné
vychytavani monoaminti

Disociacni anestetika, ktera plisobi
jako agonisté receptoru serotoninu
2A a antagonist¢é NMDA receptorti a
vykazuji vysokou afinitu k

opioidnim receptorim

Zvraceni, hypertenze,
hypertermie, disociace,
halucinace, kiece, selhani jater a
ledvin

Serotonergni prebytek, ktery mize
vést k serotoninovému syndromu,
vizualni halucinace, zmény
smyslového vnimani

Euforie, paranoia, tachykardie,
panika, kiece, psychoza, zrakové /
sluchové halucinace, zvraceni
Podrazdénost, neklid, paranoia,

rhabdomyolyza, kiece, smrt

Hypertermie, kiece, halucinace,

selhani ledvin

Zkreslené vnimani zraku a zvuku,

disociace od prostiedi, halucinace
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2 Cile diplomové prace

Diplomové prace je zaméfena na studium oxidativnich pfemén syntetického opioidu
fentanylu a ¢tyt jeho analog, furanylfentanylu, thiofentanylu, carfentanilu a sufentanilu.
Hlavnim cilem je identifikovat produkty téchto latek vznikajicich pii metabolickych
pfeménach pii inkubaci s lidskymi jaternimi mikrosomy, elektrochemické oxidaci za
konstantniho potencialu na platinové sitkové elektrodé, degradaci reakci s Fentonovym
¢inidlem a ovéfit hypotézu, Ze metabolické, elektrochemické a chemické oxidacni procesy
mohou poskytovat stejné reakéni produkty. K identifikaci produktt je vyuzita metoda LC-
MS.
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 Nové psychoaktivni latky

NPL jsou substance syntetizované jako strukturni analoga ¢i chemické derivaty jiz zdkonem
kontrolovanych latek (omamné a psychotropni latky, drogy, derivaty drog, prekurzory drog
apod.) [4,5]. Jednd se o Siroké spektrum psychoaktivnich latek s rozsahlou skalou
fyziologickych uc¢inkd, jako jsou zejména ucinky stimulacni, halucinogenni, tlumivé a
euforizujici. Ve vétSin€ piipadi tyto slouceniny vznikaji ndhradou nékterych ze substituenti
jiz znamych struktur psychoaktivnich drog [1,2]. Tyto syntetické drogy se uzivaji predevsim

kviili i¢inkim, cené, Cistoté a dostupnosti.

3.1.1 Rozdéleni novych psychoaktivnich latek

NPL lze délit dle funkce a struktury do 5 skupin — syntetické kathinony, syntetické
kanabinoidy, fenetylaminy, tryptaminy, piperaziny. S vyjimkou syntetickych kanabinoida
se jedna o stimulancia pusobici na monoaminergni systémy centralni nervové soustavy
(CNS). Jedna se tedy predevSim o ucinky stimulacni (povzbuzujici), entaktogenni
(dodavajici pocit velké sdilnosti) a halucinogenni. Fyziologické uc¢inky NPS jsou shrnuty v
Tabulce 2.

Jejich somatickd toxicita souvisi se stimulaci sympatického nervového systému, coz vede
k hypertenzi (zvySeni krevniho tlaku), hypertermii (stav zvysené teploty organismu vlivem
poruchy termoregulace) a tachykardii (zrychlena srde¢ni ¢innost) [2].

Na trhu se od roku 2013 objevuji syntetické opioidy, napt. AH-7921 (AH = ,Allen &
Hanburys®, firma patentujici drogu) [6], MT-45 (také I-C6 = C6 cyklohexanovy kruh) [7],

nebo také derivaty fentanylu — butyrfentanyl, acetylfentanyl a carfentanil.

Tab. 2 Prevazujici fyziologické ucinky podle jednotlivych skupin NPL.

Skupina psychoaktivnich latek Hlavni fyziologicky ucinek
Tryptaminy halucinogenni

Piperaziny halucinogenni

Syntetické kanabinoidy ptipominajici konopi/marihuanu
Fenethylaminy stimulacni

Kathinony stimulacni

Ostatni (opioidy, amino-indany, piperidiny, stimulaéni, halucinogenni, popf. tlumivy
arylalkylaminy, arylcyklo-hexylaminy) (podle typu latky)
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3.1.2 Syntetické kanabinoidy

Predstavuji nejvétsi procentudlni zastoupeni zndmych NPL o nejrtiznéjSim chemickém
slozeni. Jedna se o agonisty kanabinoidnich receptori (CB1 a CB2) a strukturné jsou
odvozeny od A°-tetrahydrokanabinolu (A°>~THC, psychoaktivni latky marihuany). Struktura
A°-THC je uvedena na Obr 1.

U téchto syntetickych drog chybi komplexni udaje o toxicité (akutni i chronické) i
farmakologické udaje. Syntetické kanabinoidy vykazuji vyss$i afinitu k CB1 a CB2
receptorim.

Nezadoucimi psychoaktivnimi ucinky syntetickych kanabinoidii jsou psychézy, problémy
s koncentraci, poruchy paméti, uzkostné stavy a zmény vnimani Casu a prostoru.
Fyziologické tcinky jsou odlisné, byly popsany napf. sedativni ucinky, suchost v ustech,

buseni srdce a ties, neklid, nevolnost, navaly horka a paleni o¢i [8,9].

Obr. 1 Strukturni vzorec A’-tetrahydrokanabinolu, psychoaktivni latky marihuany.

3.2 Fenylethylaminy

Druhou skupinou novych psychoaktivnich latek jsou derivaty fenylethylaminu (Obr. 2).
Jednd se o Sirokou skupinu latek, které jsou zneuzivany na celém svété. Samotny
fenylethylamin je endogenni sloucenina nevykazujici psychoaktivni ucinky. Vznika
metabolickou pfeménou z fenylalaninu a nasledné¢ podléhd metabolickym pfeménam

plsobenim enzymil (monoaminooxidasy, dopamin-B-hydroxylasy) [1].

©/\/NH2

Obr. 2 Strukturni vzorec fenylethylaminu.

Fenylethylaminy své vlastnosti a u¢inky ziskavaji pii modifikacich, jako napf. modifikaci
samotného aromatického jadra, substituent vazanych na aromatickém kruhu ¢i postrannich

retézcu [1].
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Mezi fenylethylaminy patii nejrozsifenéjsi stimulanty - 3,4-methylendioxymetamfetamin
(MDMA) a 3,4-methylendioxyamfetamin (MDA) a také amfetamin a metamfetamin.
V posledni dobé se zacaly objevovat na ilegalni drogové scéné dalsi derivaty odvozené od
fenylethylaminu, tzv. 2C‘s (2C-I, 2C-D, 2C-B-Fly, 2C-B, 2C-E, 2C-T-7) a také derivaty
amfetaminu (DOC, DOB, DOI) [1].

Derivaty fenylethylaminu vyvoldvaji zmény vnimani barev, zvukd a pachli, proménné a

protichtidné zmény psychiky, tfes, zvraceni a stavy slabosti [1].

3.2.1 Syntetické kathinony

Dalsi velmi rozsifenou skupinou navykovych latek jsou derivaty odvozené od ptirodniho

monoaminového alkaloidu, kathinonu (Obr. 3).

NH,

Obr. 3 Strukturni vzorec kathinonu.

Kathinon je strukturné podobny amfetaminiim, stimuluje uvolfiovani a inhibuje zpétné
vychytavani noradrenalinu, serotoninu a dopaminu.

Obmeénovani struktury kathinonu vedlo k Siroké Skale u€inkt. Tyto obmény zahrnuji zménu
délky alkylovych fetézci, substituci aromatického jadra halogeny, zdménu benzenu napt. za
thiofen nebo naftalen. Uvedené zmény vedly k syntéze mefedronu, butylonu, MDPV,
methylonu nebo flefedronu [10].

Syntetické kathinony mohou byt uzivany ordln¢, intranazalné (dutinou nosni), intraven6zné
nebo rektalné. V dasledku uzivani mize dochazet k halucinacim, neklidu, euforii,
sebevrazednym mySlenkdm, poruchdm srdecniho rytmu, hypertenzi nebo Spatnému

prokrveni perifernich tkani [11].

3.3 Syntetické opioidy

Syntetické opioidy jsou uméle vytvorené latky schopné vazby na opioidni receptor. Tento
receptor patii do skupiny receptort sprazenych s G-proteinem a jeho ligandem jsou opioidy.
Vyskytuje se prevazné v membranach nervovych bun€k, v neuronech CNS, travicim

systému i ve svalovych bunkach [12].
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Syntetické opioidy zahrnuji pfedevsim latky odvozené od struktury fentanylu, v mens$im
mnozstvi slou¢eniny, které se svou strukturou od fentanylu lisi. Je obtizné odhadnout, kolik
takto synteticky pfipravenych opioidi je uzivatelim k dispozici, protoZe existuje nespocet
uprav samotné struktury fentanylu. Tyto latky se nejCastéji prodavaji jako smési s heroinem,
nebo jako padélana 1é¢iva pripominajici tablety na piedpis — hydrokodon, oxykodon.
Zpisoby uzivani téchto syntetickych opioidi jsou rizné, mohou se uzivat oralné,
intravendzné, rektaln¢, pomoci inhalatoru s uzitim kapalného roztoku, popi. koutenim.
Vétsina takto syntetizovanych 1é¢iv nema trividlni nazvy a jejich systematické nazvy jsou
komplikované pro b&zné pouzivani. Casto jsou tedy oznadovany jejich registraénimi &isly
(napt. U-47700, MT-45).

Mezi bézné uzivané syntetické opioidy se fadi buprenorfin, methadon, pethidin, tapentadol,

tramadol a fentanyl [13].

3.3.1 U-47700

U-47700 (Obr. 4B) je nejsilngjsSim analogem slouceniny AH-7921 (Obr. 4A), jejiz typicke
ucinky se podobaji morfinu a kvilli rozsifenému globalnimu zneuzivani byla AH-7921

zahrnuta do Jednotné umluvy o omamnych latkach roku 2015 [14,15].

0 Q 0 Q
cl | N
T O
cl cl ~UN
A B

Obr. 4 Strukturni vzorce syntetickych opioidd AH-7921 (A) a U-47700 (B).

U-47700 lze ziskat ve formé bilého prasku nebo kapaliny a diky tomu ma mnoho moznosti
podani formou inhalace, intraven6zné ¢i rektalné.

Mezi vedlejsi ucinky této slouceniny se fadi pocity euforie, sedace (uklidnéni), zacpy,
sveédéni, deprese dychani a tachykardie.

Chemicka syntéza (Obr. 5) tohoto opioidu je bezproblémova a lze ji jednoduse provést.
K jeho detekci ze vzorku moci ¢i krve se vyuziva predevSim tandemova hmotnostni

spektrometrie s kapalinovou chromatografii (LC-MS/MS).
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Obr. 5 Schéma chemické syntézy U-47700.

U-47700 ma za nasledek jiz mnoho umrti v kombinaci s fentanylem a flubromazepamem.
Koncentrace u intoxikovanych pacientli v krvi se pohybuje v rozmezi 10 — 250 ug/l, u
zemielych obéti akutniho pfedavkovani 100 — 1500 pg/l. Od roku 2017 je pod kontrolou

Jednotné imluvy o omamnych latkach [13,14].

3.3.2 MT-45

MT-45 (Obr. 6), systematicky 1-cyklohexyl-4-(1,2-difenylethyl)piperazin, je N,N-
disubstituovana piperazinova slou¢enina s cyklohexanovym kruhem pfipojenym k jednomu
dusiku a 1,2-difenylethylovou skupinou vazanou k druhému dusiku. Jak je zobrazeno na
obrazku 6, tento opioid je chiradlni molekulou s jednim centrem asymetrie a vytvaii dva

enantiomery.

(R) (S)

Obr. 6 Strukturni vzorce enantiomert 1-cyklohexyl-4-(1,2-difenylethyl)piperazinu.

Jedna se o pevnou latku tvotici bezbarvé krystalky, podavajici se pfedevsim oralné, existuji
vSak ptipady podani intranazalniho (nosni dutinou), intrarektalniho, nebo koufenim.

1-Cyklohexyl-4-(1,2-difenylethyl)piperazin je analgetické 1é€ivo plisobici nejen na opioidni
receptory. V racemické podob€ ma ptiblizné 80% ucinnost morfinu. Témét veskera aktivita
opioidu spocivd v (S)-enantiomeru. Uzivanim MT-45 muize dochazet k antinocicepci

(tlumeni neptijemnych vjemil), gastrointestindlni inhibici nebo depresi dychani [7].
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Pro MT-45 existuji hned dvé syntetické cesty. Prvni syntéza vychazi z reakce benzaldehydu,
2,2’-azandiyldiethanolu a benzenu. Jedna se o pomérn€ narocnou vicekrokovou syntézu.

Proto byla nalezena reak¢ni cesta jednodussi, avSak ze stejné vychozi latky (Obr. 7).
CN

CHO 1) NaHSO3, HQO
2) cyklohexylpiperazin, NaCN, H,O N/\
o K/N
1. benzen, reflux \O

HN/\/OH

L_on ©/\MgCI
2. ether, reflux
©/\MQCI
/
" OH

O NV\OH 1. SOCIy, CHCIg, reflux N\)
O 2. DMF, reflux O O
»e

MT-45

\

\

Obr. 7 Schéma dvou syntetickych cest ptipravy MT-45.

K identifikaci tohoto syntetického opioidu v biologickych materidlech byly vyuzity rizné
analytické metody vcéetné plynové chromatografie, LC-MS nebo imunochemickych metod

[13].

3.4 Fentanyl

Fentanyl (Obr. 8) je opiodni latka s vysokou ucinnosti, 100krat ucinnéjs$i nez morfin a 40krat
siln€jsi nez heroin. UZiva se pro lécebné ucely jako anestetikum, sedativum a analgetikum
[15,16]. Fentanyl podléhd metabolizaci prostfednictvim systému izoenzymu lidského
cytochromu P450, konkrétné¢ CYP3A4 [17,18] (Ptiloha 1). Bézna davka fentanylu podaného
formou transdermalni naplasti je 25 — 50 pg/h, intranazalné pak 25 — 50 pg [19].

Obr. 8 Strukturni vzorec fentanylu.
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3.4.1 Analoga fentanylu

Derivaty fentanylu se obvykle ziskavaji modifikaci nebo nahrazenim fentanylového
propionylového fetézce (acetylfentanyl, butyrfentanyl, furanylfentanyl, ocfentanyl,
akrylfentanyl,  isobutyrylfentanyl) nebo  nahrazenim  ethylfenylové  skupiny
(B-hydroxythiofentanyl, isofentanyl) [20].  V nasledujicich podkapitolach jsou popsany

nékteré zndmé derivaty fentanylu (Pfiloha 2).

3.4.2 Furanylfentanyl

N-(1-(2-fenylethyl)-4-piperidinyl)-N-fenylfuran-2-karboxamid (Obr. 9) je analog fentanylu,
ktery jako jeden zmala podléha v mnohem mensSi mife N-dealkylaci. Jeho hlavni
metabolickou reakci je amidova hydrolyza za vzniku intaktni fenetylpiperidinové skupiny,
k ¢emuz dochazi diky heterocyklickému furanu, ktery prochdzi charakteristickymi
bioaktiva¢nimi reakcemi [21].

Furanylfentanyl méa 14 metabolitl, které vznikaji zejména hydroxylaci, tvorbou
dihydrodiolu nasledovanou hydroxylaci nebo N-dealkylaci, ¢i amidovou hydrolyzou
nasledovanou hydroxylaci s glukuronidaci nebo sulfataci (Ptiloha 3) [20].

Pii pitvé bylo prokazano, ze pfi intoxikaci furanylfentanylem mize dojit k otoktim plic ¢i

mozku [22].
OO
0]
‘ay
Obr. 9 Struktura furanylfentanylu.

3.43 Acetylfentanyl

Acetylfentanyl (Obr. 10) je derivat fentanylu vznikly substituci N-propionylové skupiny
skupinou acetylovou [23]. Tato latka je podobna heroinu v barvé, konzistenci i
farmakologickych ucincich. M4 siln&jsi afinitu k u-receptorim nez morfin nebo heroin a je
slabsi nez fentanyl a jeho dal$i derivaty [24,25]. Bézna davka ordlnim podanim je 3 — 5 mg
[19].

Acetylfentanyl mé 32 jiz znamych metaboliti vzniklych N-dealkylaci nasledovanou
hydroxylaci, monohydroxylaci probihajici na ethylovém fetézci, nasledovanou
glukuronidaci nebo sulfataci. Dal§i metabolity vznikaji dihydroxylaci s methylaci na

fenylovém jadfe s naslednou glukuronidaci nebo sulfataci ¢i amidovou hydrolyzou a
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hydroxylaci. Hlavnim metabolitem se zd4 byt noracetylfentanyl generovany N-dealkylaci

piperidinového dusiku (Ptiloha 4). Tato reakce vede ke ztraté fenetylové skupiny [20].

Obr. 10 Struktura acetylfentanylu.

3.4.4 Tetrahydrofuranylfentanyl (THFF)

Na obréazku 11 je tetrahydrofuranylfentanyl nebo také N-fenyl-N-[ 1-(2-fenylethyl)piperidin-
4-yl)]oxolan-2-karboxamid. Tento derivat fentanylu patii do skupiny 4-anilidopiperidinové
a je agonistou p-opioidnich receptorii. THFF je strukturné velmi podobny furanylfentanylu,
jen ma furanové jadro nasycené [24]. Tetrahydrofuranylfentanyl méa 7 zndmych metabolit
—4-ANPP, OH-4-ANPP, THF-norfentanyl, hydroxylaci vznikaji dva dal§i metabolity, jeden
pomoci dihydroxylace a posledni hydrolyzou [24].

Obr. 11 Strukturni vzorec tetrahydrofuranylfentanylu.

3.4.5 Butyrfentanyl

N-[1-(2-fenethyl)-4-piperidinyl]-N-fenylbutyramid zobrazeny na obrazku 12 je silny
kratkodobé pulsobici analog fentanylu [15]. Bylo prokazano, ze by butyrfentanyl mél byt
sedmkrat silngj$i nez morfin, ale pouze 0,13krat €inngjsi nez fentanyl. U butyrfentanylu
jsou znamé dva metabolity — hydroxybutyrfentanyl a karboxybutyrfentanyl [26].

Mozné nezadouci G€inky jsou hemoptyza, difuzni alveolarni krvaceni, akutni poranéni plic,

hypoxické respiracni selhani [26].
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Obr. 12 Struktura butyrfentanylu.

3.4.6 Ocfentanyl

Znamy také jako N-(2-fluorfenyl)-2-methoxy-N-[1-(2-fenylethyl)piperidin-4-yl]acetamid,
nebo A-3217 (Obr. 13) [15] je strukturné podobny fentanylu, kde misto methylové skupiny
obsahuje methoxy skupinu a fluor vdzany na benzenovém jadre. U tohoto derivatu je ucinek
ovlivnén davkou. Mnozstvi 3 pg/kg vyvold u c¢lovéka stejnou analgezii jako 5 pg/kg
fentanylu [27]. Ocfentanyl je v analgetickych tc¢incich 2,5krat siln¢jsi nez fentanyl a 200krat
ucinngjsi nez morfin [28].

Ocfentanyl podléhd O-demethylaci a/nebo hydroxylaci fenethylové skupiny a
O-demethylaci  nésledované  glukuronidaci. Hlavnim metabolitem je  zifejmé

O-desmethylocfentanyl [27].

Obr. 13 Strukturni vzorec ocfentanylu.

3.47 Akrylfentanyl

N-fenyl-N-[1-(2-fenethyl)piperidin-4-yl]prop-2-enamid (Obr. 14), nebo také akryloyl-
fentanyl je derivat fentanylu 160krat i¢innéjsi nez morfin, s vysokou afinitou k x-opioidnim
receptorim. Ve srovnani s morfinem nebo fentanylem vyvoldva dlouhodobou analgezii
[28]. Bézna davka akrylfentanylu insuflaénim podanim je 12,5 — 25 pg [19].

Nezadouci ucinky se projevuji jako respiracni deprese, ¢astecnd nebo uplna ztrata védomi,
zastava dechu [29]. Akrylfentanyl md mnoho druhti metabolitii, napt. monohydroxylované,
vzniklé N-dealkylaci, dihydroxy metabolity, déale dihydrodiolové nebo glukuronické
metabolity (Ptiloha 5) [20].
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Obr. 14 Vzorec akrylfentanylu.

3.4.8 Sufentanil

N-[4-(methoxymethyl)-1-(2-thiofen-2-ylethyl)piperidin-4-yl]-N-fenylpropanamid (Obr. 15)
je nejucinngj$im opioidnim analgetikem uZzivanym v lékafstvi. Sufentanil mize byt podan
v ruznych davkach, v nizké koncentraci (< 2 pg/kg) pro mensi chirurgické zakroky, stfedni
v kardiochirurgii a neurochirurgii [30].

Je pfiblizné 5 — 10krat ucinnéjsi nez fentanyl a 500krat ucinnéjsi nez morfin. U pacientl
byly potvrzeny respiracni deprese az mozna zastava dechu, nepravidelnost srdecniho rytmu,
zmény krevniho tlaku a nevolnost/zvraceni. Jako antidotum je podavéan naloxon.
Metabolické cesty u ¢lovéka nebyly dosud stanoveny, ale u zvifat se jednd o N-dealkylaci a
O-demethylaci (Ptiloha 6) [31]. Alesponi jeden z metabolitli si zachovava cast aktivity
ptvodni molekuly, avSak v tak nizké koncentraci, Ze je klinicky mélo vyznamny. Metabolity

sufentanilu jsou vylucovany moci a stolici a jejich polocas eliminace se pohybuje v rozmezi

2 — 10 hodin [30].

Obr. 15 Strukturni vzorec sufentanilu.

3.4.9 Thiofentanyl

Thiofentanyl, systematicky N-fenyl-N-(1-[2-(thiofen-2-yl)ethyl]piperidin-4-yl)propanamid
(Obr. 16), je farmakologicky klasifikovan jako relativné selektivni agonista u-opioidniho
receptoru s profilem podobnym samotnému fentanylu. Nejsou k dispozici zadné studie
disledkt u lidi, avSak analgetickd G€innost u hlodavct se odhaduje na 60 — 100krat vyssi

nez u morfinu.
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Nezadouci ucinky thiofentanylu jsou podobné jako u fentanylu, tedy nevolnost, svédéni a

respiracni deprese [32].

Obr. 16 Vzorec thiofentanylu.

3.4.10 DalSi analoga fentanylu

Mezi dalsi derivaty (Obr. 17) patii cyklopropylfentanyl (D), také N-fenyl-N-[1-(2-
fenylethyl)piperidin-4-yl|cyklopropankarboxamid vznikly néhradou propionamidové
skupiny skupinou cyklopropankarboxamidovou [33]. V piperidinovém kruhu obsahuje
bazicky atom dusiku, ktery snadno tvofi soli s organickymi i anorganickymi kyselinami.
Cyklopropylfentanyl podléha rozsahlému metabolismu a je u n¢j znamo 11 metabolitd.
Hlavnimi  metabolity jsou 4-hydroxyfenethylcyklopropylfentanyl,  4-hydroxy-3-
methoxyfenethylcyklopropylfentanyl, norcyklopropylfentanyl a fenethyldihydrodiol
[34,35].

Methoxyacetylfentanyl  (2-methoxy-N-fenyl-N-[1-(2-fenylethyl)piperidin-4-yl]acetamid)
(C) je strukturné podobny ocfentanylu a rovnéz obsahuje 2-methoxyacetamidovou skupinu
namisto propionamidové [33]. Jako pevna latka se vyskytuje ve formé volné baze nebo
jejiho hydrochloridu ¢i citratové soli. Jedna se o stabilni latku nepodléhajici polymeraci [36].
V neposledni tadé p-fluorisobutyrylfentanyl (B), systematicky N-(4-fluorfenyl)-N-(1-
fenethylpiperidin-4-yl)isobutyramid, je opioidni analgetikum, analog butyrfentanylu a
strukturni izomer 4-fluorbutyrfentanylu. Je vysoce selektivnim agonistou u-opioidniho
receptoru a jeho analgeticka ucinnost je téméf 10krat vy$si nez u morfinu (Ptiloha 7) [37].
Carfentanil (A) je synteticky opioid uZzivany ve veterinarni medicin¢ k anestezii velkych
zvitat, jako jsou sloni a medvédi. Nezadoucimi ucinky mulze byt euforie, ospalost,
zpomalend srde¢ni frekvence. Pii pfeddvkovani se podavéa naloxon a naltrexon, i kdyz je
vétSinou nutné uziti vicenasobné davky nez obvykle [38]. Pomoci lidskych jaternich
mikrosomii bylo nalezeno 12 metabolitl, znichz N-demethylace byla potvrzena MS

analyzou jako hlavni biotransformace (Ptiloha 8) [34,39].
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Obr. 17 Strukturni vzorce dalsich derivatt fentanylu: (A) carfentanil,
(B) p-fluorisobutyrylfentanyl, (C) methoxyacetylfentanyl, (D) cyklopropylfentanyl.

3.5 Analyza fentanyli a jeho analog

V poslednich letech bylo zavedeno mnoho analytickych metod pro stanoveni fentanylu a
jeho analog. Mlzeme zminit plynovou a kapalinovou chromatografii, imunochemické
metody vyuzivané v prvni fazi analyzy a s velkym rostoucim potencialem i elektroanalytické
metody [34]. Dal$imi metodami vyuzivanymi pro detekci i stanoveni fentanylu mohou byt

infracervena a Ramanova spektroskopie ¢i nukledrni magnetickd rezonance (NMR).

3.5.1 Imunochemické metody

Imunochemickou metodou uzivanou v bézném provozu laboratofe je EMIT. Principem
metody EMIT je soutéZz analytu nebo metabolitu ve vzorku (mo€, sérum)
s analytem/metabolitem znacenym enzymem o vazbu na protilatku. Vlivem vyS$si
koncentrace 1é¢iva se zvysi koncentrace volného enzymu, ktery svou aktivitou zplsobi
zménu zbarveni. Koncovkou tohoto stanoveni je Warburgliv opticky test [40].

Druhd metoda KIMS vyuziva principu aglutinace. IgG (protilatka) reaguje s analytem
v kompetici se znaCenym analytem. Jako znacka se pouziva latex. Dochazi k aglutinaci
(agregaci) mezi protilitkou a analytem znaenym i neznadenym. Cim je vy$§i obsah
neznacen¢ho analytu, tim mens$i mnoZzstvi aglutinatu vznika. Mnozstvi vzniklého aglutinatu

se stanovuje turbidimetricky [41].

3.5.2 Chromatografické metody

Nejcastéji uzivanou technikou je chromatografie, kterd ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii slouzi pro stanoveni fentanylli v redlnych vzorcich (vlasy, krev, sliny, mo¢
nebo jaterni mikrosomy v pfipad¢€ metabolickych studii). Jeji vyhodou je predevsim moznost
stanoveni slozek komplikovanych vzorkd pomoci vhodné separace, selektivni i citlivé
detekce. LC je v separaci fentanylti uzivanéjsi nez GC, jejiz nevyhodou je mozna chemické

degradace metaboliti pfi zahiivani a dale nutnost derivatizace fentanyll pro dosaZeni
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selektivni a citlivé detekce [34]. Jako nejvhodnéjsi stacionarni faze v LC je vyuzivana
reverzni (nepoldrni) staciondrni faze C18. Pro detekci a identifikaci separovanych fentanylt
se pouzivd hmotnostni spektrometrie nejcastéji s ionizaci elektrosprejem (ESI), nebo
chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI) [42]. Mezi nejuzivanéjsi LC metody

patii HPLC-MS, LC-HRMS, LC-QTOF-MS, popt. LC-MS/MS [43,44].

3.5.3 Elektroanalytické metody

Mechanismus elektrochemické oxidace fentanylu je zalozen na faktu, ze v jeho struktufe je
alifaticky terciarni amin s neparovymi elektrony, ktery slouzi jako donor elektronti. Nejprve
dochazi ke ztraté elektronu na dusiku piperidinového kruhu za vzniku kationtového radikalu,
ktery pfi ztraté protonu a elektronu v néasledujicich krocich vytvoii kvartérni Schiffovu bazi.

Ta se rychle hydrolyzuje na sekundarni amin (Obr. 18) [45].
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Obr. 18 Schéma mechanismu oxidace fentanylu [45].

Elektroanalytické metody pifedstavuji alternativni metody pro jinak zavedenou a
nejpouzivanéj$i metodu LC-MS v analyze fentanyld. Umoziuji zvySeni selektivity a
citlivosti upravou povrchu elektrod a Ize je vyuzit pro analyzu fentanylii samostatné nebo
v pratokovém usporadani ve spojeni s LC nebo kapilarni elektroforézou.

Diferen¢ni pulzni voltametrie (DPV) je metoda mnohych vyhod, véetné rychlé, levné a
jednoduché vyroby elektrod. Proto byla také zvolena pro zkoumdani oxida¢niho procesu
fentanylu (Obr. 18) a poskytla dobrou selektivitu a opakovatelnost [45].

Cyklicka voltametrie na nemodifikované elektrodé€ ze skelného uhliku (GCE) a na elektrod¢
modifikované mnohosténnymi uhlikovymi nanotrubi¢kami (MWCNT) miiZze byt pouzita
pro zkoumani elektrochemického chovani fentanylu v roztoku fosfatového pufru.
Modifikovana elektroda vykazuje vyznamnou katalytickou aktivitu vii¢i oxidaci fentanylu a
poskytuje vyssi proudové piky ve srovnani s voltametrii na nemodifikované GCE. Metoda

byla pouzita pro stanoveni fentanylu ve vzorcich lidské moci a krevniho séra [46].
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Diferen¢ni normdlni pulzni voltametrie byla pouzita pro in vivo zkoumani metabolismu
katecholaminli u potkand. Je zndmo, Zze fentanyl nebo léCiva podobnd morfinu mohou
vyvolat zmény v oxidaci katecholli, které mizeme sledovat elektrochemicky. Méteni bylo
provedeno pomoci elektrody z uhlikovych vladken a vysledkem bylo potvrzeni, Ze fentanyl
zpiisobuje vyznamny pokles oxidacniho proudu katecholll v lokus coeruleus (jadro mustku
mozkového kmene ovliviiujici fyziologické reakce na stres a paniku) potkant. Je mozné tedy
tuto metodu vyuzit pro in vivo monitorovani metabolismu katecholaminti [47].
Potenciometrie s iontové selektivnimi membranovymi elektrodami byla vyvinuta pro
selektivni stanoveni fentanylu v injekénich roztocich bez ptedchoziho separacniho kroku.
Metoda vyuziva tvorby iontovych part fentanylu s tetrakis[3,5-bis-
(trifluormethyl)fenyl]boratem v PVC matrici [48] nebo s fosfowolframanem v PVC
s dibutylftalatem jako plastifikdtorem [49] a umoznuje rozlisit pouze jeden cilovy ion od
ostatnich. Jedna se o rychlou, jednoduchou metodu s dostatecnou piesnosti pro pouziti ve
farmaceutické analyze [48,49].

HPLC kombinovand s detektorem diodového pole (DAD) a s amperometrickou detekci
(AD) na sitotiskové grafitové elektrod¢ byla pouzita na vyzkum elektrochemickych reakci
ve vzorcich drog. Metodou cyklické voltametrie bylo potvrzeno, Ze oxidace fentanylu je
nevratny proces. Amperometrickou detekci nebylo mozné pouzit na realné¢ vzorky bez
ptedchozi separace, jelikoz se signaly riznych fentanyli pfekryvaly vzajemné, i s heroinem
ve smési. Bylo zjisténo, Ze HPLC-DAD je citlivgjsi nez syst¢tm HPLC-AD, avSak obé
metody jsou dostatecné selektivni a odliSily bézn¢ se vyskytujici latky v pouli¢nich drogéach
od fentanylu [50].

Neptima metoda pouzitelnd pro charakterizaci G€inkl heroinu a fentanylu na lidsky mozek
zalozena na vysokorychlostni ampérometrii byla zaméfena na stanoveni hladiny kysliku
v mozku po pfijmu heroinu a fentanylu. Bylo zjisténo, ze v obou ptipadech léky zptisobily

pokles hladiny kysliku v mozku [50].

3.5.4 Extrakéni metody

Pro extrakci z biologickych materialti (krve, moci, séra a plasmy) jsou nejcastéji voleny
extrakce tuhou fazi (SPE) a extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) [51].

Castgji uzivanou metodou je LLE s n-butylchloridem, diethyletherem nebo dichlormethan
jako rozpoustédlem. Pii extrakci by mélo byt pH v bazické oblasti, coz zajistime piidavkem

NaOH [52].
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Pro SPE fentanyli z moci nebo krve lze pouzit kolonky Bond Elut Certify (Agilent)
naplnéné nepolarnim sorbentem C8 a silnym katexem [53] nebo SPE kolonky Oasis HLB
(Waters) plnéné univerzalnim vodou smaclitelnym kopolymerem pro reverzni faze s

vyvazenymi hydrofilnimi a lipofilnimi vlastnostmi [54].

3.6 Mikrosomalni metabolizace

Biotransformace xenobiotik v organismu probiha nejcastéji ve dvou fazich — nesyntetické
(I. faze) a syntetické (II. faze). Nesynteticka faze zahrnuje oxidacni reakce (hydroxylace, V-
oxidace a N-dealkylace, O-deaminace), mén¢ pak redukéni €1 hydrolytické. Béhem této faze
dochazi ke zménam v molekule cizorodé latky, kdy je zavedena do jeji struktury
hydroxylové skupina. Metabolizace xenobiotik je doprovazena inserci kysliku do substratu
a nizkou substratovou specifitou enzymu. Naproti tomu metabolismus endogennich latek je
zalozen na transferu vodiku a vysoké substratové specifit¢ enzymi. Prenos kysliku je dale
katalyzovan monooxygenazovym systémem cytochromu P450 (Ptiloha 9) [55,56]. Dochazi
ke vzniku funkénich skupin, které umoziuji zvySeni hydrofility v syntetické fazi
biotransformace. Bézn¢ dochazi ke snizeni farmakologické ¢i toxikologické aktivity latek,
ale mtze byt i zvySena (kodein = morfin) ¢i nezménéna (diazepam - nordiazepam). Tato
biotransformacni faze zahrnuje nékolik enzymatickych systémi podilejicich se na pfeméné.
Patii mezi n€ oxidacni systém (OS) rodiny cytochromu P450, mikrozomalni OS, peroxidazy,
reduktazy a hydroldzy, cytoplazmatické alkohol- a aldehyddehydrogenézy, atd. Cytochrom
nachazi na membranach mikrosomd.

V syntetické fazi jiz dochazi ke vzniku neaktivnich hydrofilnich slou€enin, které mohou byt
vylouceny moci. Tato faze je zaloZzena na vazbé hydrofilni funk¢ni skupiny k pivodni latce
nebo k produktu pfemény této latky v I. fazi biotransformace. Muze dochazet napt. ke
glukuronidaci, konjugaci s glutathionem, glycinem, acetylaci ¢i tvorbé éterickych sulfati

[55,56].

3.7 Fentonova reakce

Pro rozklad slozitych organickych slouCenin nebo piecisténi odpadnich vod se vyuziva
pokrocilych oxida¢nich procest zaloZenych na oxidaci latek na jednodussi slouc¢eniny. Tyto
procesy vyuzivaji tvorby volnych radikalt [57]. Volny radikal je z chemického hlediska

molekula, atom ¢i iont s neparovymi elektrony nachazejici se ve valenéni vrstvé a schopny
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samostatné existence. Volné radikdly kysliku (ROS = reactive oxygen species) jsou
meziprodukty redukce kysliku na vodu. Pokud nedojde k redukci kysliku ¢tyfmi elektrony
a Ctyfmi protony na dvé molekuly vody, miize dojit k jevu, kdy kyslik zisk4 elektron a stava
se superoxidem (kyslikovy radikal O»¢"). Ve velkém mnozstvi vznikd v dychacim fetézci
mitochondrii a také pomoci aktivovanych fagocytt, které pomoci enzymu NADPH oxidazy
vytvaii superoxid pro ochranu pfed mikroby a pii zanétlivé reakci. Superoxid piechazi na
peroxid vodiku, ktery je sim o sob¢ stabilni, ale vysoce reaktivni s redukovanymi redoxné
aktivnimi pfechodnymi kovy (Fe?*, Cu®). Tato tzv. Fentonova reakce poskytuje vysoce
reaktivni hydroxylovy radikal OHe, ktery zptsobuje oxida¢ni poskozeni biomolekul. Toto
poskozeni ma fetézovy charakter, protoze pro svou stabilizaci radikal potiebuje elektron,

ktery vytrhne z jiné molekuly a tim vytvofi jiny radikal [58].

3.7.1 Mechanismus
Fentonova reakce vyuziva smési peroxidu vodiku a zeleznatych soli, kterda ma silné oxidacni
vlastnosti. Existuji vSak i varianty reakce, ve kterych jsou Zzeleznaté ionty nahrazeny
méd’nymi nebo titanitymi ionty [59].
H>O; + Fe** — OHe + OH + Fe’** (1)
Produkty reakce jsou zelezity iont, hydroxylovy radikal a hydroxidovy iont. V nepfitomnosti
pfidaného substratu bude hydroxylovy radikél oxidovat dalsi Zeleznaty iont.
OHe + Fe** — Fe** + OH- (2)
2Fe** + HoO, + 2H" — 2Fe* + 2 H,O (3)
Oxidace organickych substratli Fentonova typu probiha adici OHe skupiny nebo abstrakci
atomu vodiku.
OH+ + R — (ROH*) — hydroxylovany produkt 4)
OH- + RH» — (RH*) + H,O — oxidovany produkt (5)
V obou rovnicich (4) a (5) vznikaji organické volné radikaly jako ptechodné meziprodukty.
Meziproduktové radikaly jsou dale oxidovany Fe**, kyslikem, peroxidem vodiku, OH* nebo
jinymi meziprodukty, popf. pfidanymi ¢inidly za vzniku kone¢ného, stabilniho oxidovaného
produktu.
Slozitosti ve smyslu dal§ich vedlejSich reakci mohou vznikat jak pfi tvorbé OHe, tak pii
pfeméné meziproduktl na produkt. Vytvoreny meziprodukt miZze byt oxidovan na produkt
bud’ Zelezitym iontem nebo kyslikem.
(ROH*) + Fe*" — ROH + Fe?" + H' (6)
(ROH*) + O, — ROH + Oy + H" (7)
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Pokud je oxida¢nim ¢inidlem kyslik, pak se v zavislosti na pH vytvari bud’ superoxidovy
anion (7) nebo jeho konjugovana kyselina, hydroperoxylovy radikéal. Hydroperoxylovy
radikal je silné oxidacni Cinidlo, které miize vést ke vzniku dalSich produktii nebo
meziproduktli v zavislosti na povaze pufru a dalSich slozkdch reakéniho média.
Hydrocyklohexadienylovy radikal mize také dimerizovat eliminaci vody za vzniku
bifenylu.
(ROHe) + (ROH*) — R-R + 2H,0 (8)

Pokud se ptidaji pouze stopova mnozstvi zeleznatych soli vzhledem k peroxidu vodiku, pak
muze superoxidovy anion plisobit jako redukéni Cinidlo pro regeneraci zeleznatych iontl a
tim zah4jit novou reak¢ni sekvenci. Pfi oxidaci organického substratu pomoci abstrakce
vodiku mize prechodny meziprodukt reagovat s kyslikem za vzniku hydroperoxylového
radikalu a generovat stabilni organickou slou¢eninu, nebo se mize k meziproduktu ptidat
kyslik za vzniku nového radikdlového meziproduktu [59].

(RHe) + O2 — R + OOH- 9)

(RH¢) + O2 — (OORH?) (10)
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Chemikalie a pristroje

Fentanyl, furanylfentanyl, sufentanil (Lipomed, Svycarsko), thiofentanyl a carfentanil
(Chiron, Norsko) byly dodany firmou Chromservis (Praha, Ceska republika). Midazolam
Torrex (5 mg/ml, injekéni roztok obsahujici midazolam hydrochlorid 5,56 mg/ml, NaCl,
1 mmol/l HCI a vodu na injekci) byl poskytnut Ustavem fyzikalni chemie J. Heyrovského
AV CR v Praze. Mikrosomy byly zakoupeny do firmy TermoScientific (human microsomes
50 donor pool, 0,5 ml, koncentrace 20 mg/ml), NADPH (97%) a mravenci kyselina (>99%)
byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich. Stabilizovany roztok peroxidu vodiku (30%,
Sigma-Aldrich), hexahydrat siranu amonno-Zeleznatého (Lachema, Ceska rapublika),
chlorid lithny (Fluka), kyselina fosfore¢na (Penta, Ceska republika), octova kyselina,
kyselina trihydrogenborita (ob& Lachema, Ceska republika), chloroform (Lach-Ner, Ceska
republika), NaOH (Penta, Ceska republika) a amoniak (Lach-Ner, Ceska republika) byly
Cistoty p.a. Rozpoustédla acetonitril a methanol cistoty pro HPLC-MS byla od firmy
Honeywell, USA. Vodné roztoky pro vSechny experimenty byly pfipraveny z deionizované
vody (18,2 MQ cm, Millipore, Merck).

LC-MS analyzy vzorkt po elektrochemické oxidaci a inkubaci s jaternimi mikrosomy byly
provedeny na piistroji UHPLC Elute (Bruker) ve spojeni s UHR-QTOF Maxis Impact 11
(Bruker) za nasledujicich podminek: k analyzam byla vyuZzita metoda zaloZena na pfesné
hmot€, zastoupeni charakteristickych fragmenti a retencnim case analyzovanych latek.
Kalibrace pfesné hmoty byla provedena na mravencan sodny o koncentraci 10 mmol/Il.
Kolona: reverzni faze Intensity Solo HPLC Column, C18-2, 1,8 um, 100 % 2,1 mm, velikost
port 90 A (Bruker), ¢ =40 °C. Gradientova eluce (slozka A: voda/methanol 99 : 1 + 5 mmol/l
mravencan amonny + 0,01 % mravenci kyseliny, slozka B: methanol + 5 mmol/l mravenc¢an
amonny + 0,01 % mravenci kyseliny; 0 min 99 % A a 1 % B; 0,1-2,5 min nardst na 50 % A
a50% B; 2,6-14,0 min nartistna 1 % A a99 % B; 14,1-15,5min 1 % A a 99 % B). Prutok
mobilni faze 0,2 ml/min, nastiik 1 pl.

K LC-MS analyze produktti Fentonovy reakce byla pouzit ptistroj UPLC Acquity spojeny
s hmotnostnim spektrometrem Synapt G2-S (v§e Waters). Chromatograficka separace byla
provedena na kolon¢ Raptor ARC-18 LC, 100 % 2,1 mm, velikost ¢astic 2,7 um, stacionarni
faze C18 (Restek). Gradientova eluce (A: voda + 0,1 % mravenci kyseliny, B: acetonitril +
0,1 % mravenci kyseliny; 0 min 70 % A a 30 % B; 2 min 70 % A a 30 % B; 10 min 0 % A
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a100% B; 11,5min 0 % A a 100 % B; 13 min 70 % A a 30 % B). Rychlost pratoku mobilni
faze byla nastavena na 0,4 ml/min, objem ndstfiku byl 5 ul. ESI-MS podminky byly
nastaveny takto: ionizace elektrosprejem byla provedena v kladném modu, napéti na
kapilafe bylo nastaveno na 2,0 kV, teplota ve zdroji na 120 °C, teplota desolvatace na
200 °C, prutok plynu v konusu na 50 I/h, pritok desolvataéniho plynu na 400 I/h a priatok
plynu ve zmlZzovaci byl 6 bar. Hmotnostni spektra byla zaznamenéana v rozsahu m/z od 50
do 1200 Da s nastavenim TOF v Res-modu a dobou skenu 0,5 s. Kolizni MS/MS
experimenty byly provedeny s kolizni energii 20 eV.

Elektrochemické experimenty byly realizovany s potenciostatem Autolab PGSTATI128N
fizenym softwarem NOVA 1.12 (Metrohm Autolab, Nizozemsko) v tfielektrodovém
zapojeni elektrochemického ¢lanku.

Acidita roztokl byla upravovana pomoci pH-metru InoLab 720 s kombinovanou sklenénou
elektrodou SenTix 41 (WTW, Némecko). Extrakce byly provadény s vyuzitim tfepacky
Wibramax 100 (Heidolph, Némecko) a centrifugy Eppendorf 5702 (Eppendorf, Némecko).
Inkubace vzorkti v metabolické studii byla provadéna v termostatované vodni lazni Haake
B3 (Haake, Karlsruhe, Némecko). K vazeni miligramovych mnozstvi latek byly vyuzity
pétimistné analytické vahy XSE205 (Mettler-Toledo, USA), vétsi mnoZzstvi reagencii se
navazovala na ¢tyfmistnych analytickych vahach Kern ALS 220-4 (Kern, Némecko).

4.2 FElektrochemicka oxidace fentanylu a jeho analog na Pt sitkové

elektrodé

Pro tento experiment byl vyuzZit fentanyl a ¢tyfi jeho analoga — furanylfentanyl, sufentanil,
carfentanil, thiofentanyl. Elektrochemicky ¢lanek byl slozen zpracovni Pt sitkové
elektrody, referenéni nasycené kalomelové elektrody (SCE), pomocné Pt elektrody
v prostoru oddéleném fritou a naplnéném 0,2M-CH3COONHLa.

Slepy vzorek byl piipraven smisenim 1 ml 0,2M-CH3;COONHs ve vodé, 2,6 ml
redestilované vody a 0,4 ml MeOH. Oxidace byla provedena pii konstantnim potencialu
1,1 V a bylo odebrano 200 pl vzorku po 30 minutach do mikrozkumavky. Pfed samotnou
LC-MS analyzou byl vzorek 100x nafedén methanolem.

Roztok pro oxidaci fentanylu byl pfipraven ze smési 1 ml 0,2M-CH3COONH4 ve vodé,
2,6 ml redestilované vody a 0,4 ml roztoku 1 mmol/l fentanylu v methanolu (vysledna

koncentrace fentanylu ¢ = 1 - 10 mol/l). V €asech od zapoceti reakce 0, 5, 10, 15, 30 a 60
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minut bylo odebrano vzdy 200 pl vzorku pro LC-MS analyzu. Stejnym postupem jako

fentanyl byly zpracovany furanylfentanyl, sufentanil, carfentanil a thiofentanyl.

4.3 Mikrosomalni metabolizace fentanylu, jeho analog a midazolamu

Pro tento experiment byly pouzity roztoky 0,1 mol/l fosfatového pufru (PB) v redestilované
vodé (pH = 7,4), 0,02 mol/l NADPH v 0,1 mol/l fosfatovém pufru (pH 7,4), 0,4 mmol/l
midazolamu (MIDA), 0,4 mmol/l fentanylu (F) a lidské jaterni mikrosomy (konc. proteinu
20 mg/ml).

Midazolam byl zvolen modelovou slouCeninou, kterd se metabolizuje na
I-hydroxymidazolam a jehoz pfitomnosti v reakéni smési byla poté indikovana spravna
metabolickd pfeména v dané sadé vzorka.

Vzorky pied méfenim pomoci LC-MS byly 10x nafedény methanolem.

Pro rozliSeni produktl metabolickych reakci od piipadnych produktt jinych, vedlejSich
reakci byly ptipraveny tii rozdilné slepé vzorky: BLC 1 s inkubaci 0 min, BLC 2 bez analytu
a BLC 3 bez NADPH.

4.3.1 Slepy vzorek inkubovany 0 minut

V plastové mikrozkumavce bylo smichano 180 pl PB + 5 pl 0,4 mmol/l MIDA nebo F
(vysledna ¢ = 1 - 10 mol/l) + 5 pl 20 mg/ml mikrosomi (konc. 0,5 mg/ml) + 10 pl 20
mmol/l NADPH + 100 pl ledového MeOH. Sm¢s byla protfepana, zcentrifugovana a 200 pl

supernatantu bylo pieneseno do mikrozkumavky a zamrazeno na -20 °C do LC-MS analyzy.

4.3.2 Slepy vzorek neobsahujici analyt

Byl pfipraven smisenim 180 ul PB + 5 pl deionizované HO + 5 pl 20 mg/ml mikrosomt
(konc. 0,5 mg/ml). Smés byla inkubovéana 5 min pti 37 °C. Nasledn¢ bylo ptidano 10 ul 20
mmol/l NADPH a inkubovéano 30 min. Poté byl roztok prudce zchlazen a bylo ptiddno 100
pl ledového MeOH. Smeés byla zcentrifugovana, 200 pl supernatantu bylo pfeneseno do

mikrozkumavky a zamrazeno na -20 °C.

4.3.3 Slepy vzorek neobsahujici NADPH

Posledni slepy vzorek byl nachystan smichanim roztoki 180 pul PB + 5 pl 0,4 mmol/l MIDA
nebo F (vysledna koncentrace ¢ = 1 - 10” mol/l) + 5 ul 20 mg/ml mikrosomi (konc. 0,5
mg/ml). Smés byla inkubovana 5 min pti 37 °C. Poté bylo ptidano 10 ul PB a inkubovéano 5
min (MIDA) resp. 15 a 90 min (F). Smés byla nésledné prudce zchlazena a po ptidavku 100
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ul ACN a protiepani byla zcentrifugovana. Objem 200 pl supernatantu byl pfenesen do

mikrozkumavky a zamrazen na -20 °C.

4.3.4 Vzorek fentanylu, jeho analog a midazolamu

Vzorky pro metabolizaci fentanylu, jeho analog (furanylfentanylu, sufentanilu, carfentanilu
a thiofentanylu) a midazolamu se pfipravily smichanim 180 pl PB + 5 pul 0,4 mmol/I roztoku
piislusného 1é¢iva (vysledna koncentrace ¢ = 1 - 1075 mol/l) + 5 ul 20 mg/ml mikrosomii
(konc. 0,5 mg/ml). Vzorky se inkubovaly 5 min pti 37 °C. Poté bylo ke kazdému vzorku
pfidano 10 pl 20 mmol/l NADPH a vzorky se nechaly inkubovat 5 min (MIDA) resp. 15,
30, 60 a 90 min (fentanyly). Po této dob¢ byl kazdy roztok prudce zchlazen, pfidalo se 100
ul ledového MeOH. Po protiepani a centrifugaci bylo 200 pl supernatantu preneseno do

mikrozkumavky a zamrazeno na -20 °C do LC-MS analyzy.

4.4 Reakce fentanylu s Fentanovym ¢inidlem

Do sklenéné vialky se Sroubovacim vickem bylo pfipraveno 10 ml roztoku obsahujiciho
1 mmol/l LiCl, 0,2 mmol/l Mohrovy soli a 0,1 mmol/l fentanylu. Z tohoto roztoku byl
odebran do plastové mikrozkumavky piedem vycisténé chloroformem 1 ml smési. Tento
vzorek predstavoval stav Fentonovy reakce v ¢ase 0 min. Poté bylo ke zbyvajicim 9 ml
roztoku fentanylu pfidano 0,044 mol/l H2O2, reakéni smés se promichala a v ¢asech 5, 15,
30, 60, 90, 120, 180, 240 a 300 minut se z ni odebralo po 1 ml vzorku do chloroformem
vyplachnutych plastovych mikrozkumavek. K odebranym vzorkiim bylo ihned ptidano 7 pl
0,2M NaOH (pro vysrazeni Fe*" ionth a alkalizaci smési na pH 11), 1 ml chloroformu a
vzorek byl tfepan 10 min na tfepacce pii 1350 rpm. Poté byl vzorek odstfedén, objem 0,75 ml
chloroformové (spodni) faze byl odebran do sklenéné vialky a rozpoustédlo bylo odpareno
proudem dusiku. Pfed LC-MS analyzou byl odparek rozpustén v 0,75 ml MeOH a nasledné
analyzovan.

Stejnym postupem byly ptipraveny a zpracovany slepé vzorky reakéni smési (1 mmol/l LiCl,
0,2 mmol/l Mohrovy soli a 0,044 mol/l H>O») bez fentanylu. Z tohoto roztoku byl odebiran
objem 1 ml do plastovych mikrozkumavek v ¢ase 0 (ihned po pridavku H»>O:) a pak po 5,
60 a 300 minutach.
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5 Vysledky a diskuze

V souladu s cili diplomové prace byly experimenty rozdéleny do tfech oblasti:
- Studium oxidace fentanylu a jeho analog na Pt sitkové elektrodé¢ a LC-MS analyza
produktti elektrochemickych reakci v zavislosti na dob¢ elektrolyzy;
- Studium mikrosomalni metabolizace fentanylu a jeho analog, LC-MS analyza
metabolitl v zavislosti na dob¢ inkubace s mikrosomy;
- Sledovani ¢asového pribéhu reakce fentanylu s Fentonovym cinidlem a LC-MS

analyza produkta.

5.1 Elektrochemicka oxidace fentanylu a jeho derivata

Pro elektrochemickou oxidaci fentanylu a jeho analog byl jako zdkladni elektrolyt zvolen
vodny roztok octanu amonného (0,05 mol/l), vhodny pro néslednou LC-MS analyzu.
Zasobni roztoky fentanylu a jeho analog byly pfipraveny v methanolu a byly pfidavany
k zékladnimu elektrolytu tak, Ze jejich vyslednd koncentrace v roztoku byla 0,1 mmol/l a
obsah MeOH ¢inil 10 % (v/v). Pro urceni potencidlu pro tyto experimenty byla nejprve
provedena cyklickd voltametrie. Z voltamogramii uvedenych v pfiloze 10 miZeme fict, Ze
vSechny zkoumané fentanyly se vyznacuji podobnym voltametrickym chovanim za
poskytnuti piku v anodické oblasti. Maximum piku se nachazi v rozmezi 0,9 — 0,95 V, proto
byl zvolen pracovni potencial 1,1 V, ktery odpovida limitnimu proudu oxidace fentanyli.

LC-MS analyza roztokt elektrolyzovanych po dobu 0, 5, 10, 15, 30 a 60 min poskytla jak
kvantitativni informace o mnozstvi zreagovanych vychozich latek, tak kvalitativni idaje o
vzniklych produktech. Plochy piki fentanylu a jeho analog, imérné mnoZzstvi reaktantu, byly
ziskany integraci z chromatogramu extrahovanych pro [M+H]" jednotlivych fentanyli.
Ptislusné hodnoty m/z protonovanych molekul jsou uvedeny v tabulce (Ptiloha 11) s LC-MS

charakteristikou studovanych latek.

5.1.1 Elektrochemicka oxidace fentanylu

LC-MS analyzou roztokii fentanylu po elektrochemické oxidaci bylo zjiSténo, Ze hlavni
produkt vznikajici béhem jeho elektrochemické oxidace je norfentanyl. Norfentanyl vznika

N-dealkylaci piperidinového dusiku za odStépeni alifatického fetézce (Obr. 20).
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N-dealkylace
—_—

Fentanyl Norfentanyl

Obr. 20 Reakéni schéma fentanylu pii jeho elektrochemické oxidaci.

Ze zavislosti plochy pikt fentanylu a norfentanylu ziskanych integraci z chromatogramu
extrahovanych pro [M+H]" = 337,2342 m/z (fentanyl) a [M+H]|" = 233,1664 m/z
(norfentanyl) na dob¢ elektrolyzy (Obr. 21) vyplyva, ze dochdzi k poklesu mnozstvi
fentanylu v zavislosti na dobé elektrolyzy. Od péaté minuty oxidace dochéazi k nérGstu
mnozstvi norfentanylu, ktery je hlavnim produktem oxidace fentanylu. Norfentanyl byl
v reakéni smési identifikovan na zadkladé presné hmoty a retencniho Casu (Pfiloha 11).
Fentanyl byl elektrochemicky oxidovan po dobu 60 minut, pfi¢emz doslo k poklesu jeho

mnozstvi pfiblizné na 53 %.
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Obr. 21 Zavislost plochy piku fentanylu a jeho produktu norfentanylu na ¢ase béhem
elektrochemické oxidace.

5.1.2 Elektrochemicka oxidace carfentanilu

Carfentanil se elektrochemickou oxidaci dealkyluje na norcarfentanil (Obr. 22). Priibéh je

velmi podobny jako v ptipadé elektrochemické oxidace fentanylu.

@/// Of N-dealkylace

Carfentanll Norcarfentanil

Obr. 22 Reakéni schéma carfentanilu pii jeho elektrochemické oxidaci.
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Z obrazku 23 vyplyva, ze v prubchu elektrochemické oxidace dochéazi nejprve k tvorbé
norcarfentanilu z carfentanilu. Norcarfentanil byl v reakéni smési identifikovan na zakladé
pfesné hmoty a reten¢niho casu (Pfiloha 11). Po pfiblizné¢ 30 minutach od pocatku
elektrochemické oxidace reakéni smési dochéazi k poklesu mnozstvi norcarfentanilu. Tento
pokles je s nejvyssi pravdépodobnosti zplisoben néslednou elektrochemickou pieménou
norcarfentanilu na dal$i produkt(y). Produkty elektrochemické pfemény norcarfentanilu se
nepodaftilo v reakéni smési s pomoci LC-MS identifikovat. Carfentanil byl elektrochemicky

oxidovan po dobu 60 minut, pficemz doslo k poklesu jeho mnozstvi ptiblizné na 4 %.
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Obr. 23 Zavislost plochy piku carfentanilu a jeho produktu (norcarfentanilu) na ¢ase béhem
elektrochemické oxidace.

5.1.3 Elektrochemicka oxidace sufentanilu

Sufentanil se elektrochemicky preménuje predevSim N-dealkylaci na norsufentanil

(Obr. 24).

O/
m N-dealkylace
S N ’
N
(@)
Sufentanil Norsufentanil

Obr. 24 Reakéni schéma hlavni pfemeény sufentanilu pfi jeho elektrochemické oxidaci.

V ptipad¢ elektrochemické oxidace sufentanilu (Obr. 25) dochdzi k poklesu jeho mnozstvi
v zavislosti na dobé trvani elektrolyzy. Sufentanil byl elektrochemicky oxidovan po dobu 60
minut, pticemz doslo k vyznamnému poklesu jeho mnozstvi a souc¢asné k nariistu mnozstvi
norsufentanilu jako hlavniho produktu oxidace sufentanilu. Norsufentanil byl v reakcni
smési identifikovan na zakladé¢ ptesné hmoty a reten¢niho ¢asu (Pfiloha 11). Po 60 minutach

elektrolyzy klesl obsah sufentanilu v roztoku pfiblizn€ na 13 % poc¢atecniho mnozstvi.
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Obr. 25 Zavislost plochy piku sufentanilu a jeho produktu (norsufetanilu) na ¢ase béhem
elektrochemické oxidace.

5.1.4 Elektrochemicka oxidace furanylfentanylu

Jako u ostatnich derivatl fentanylu tak i u furanylfentanylu je preferovanou elektrooxidacni
pfeménou prave tvorba norfentanylového analoga. Pti dealkylaci piperidinového dusiku se

vytvaii furanylnorfentanyl (Obr. 26).

@\/\NQ\ Q N-dealkylace
N O
o)/ﬁ

Furanylfentanyl Furanylnorfentanyl

Obr. 26 Reakeéni schéma hlavni pfemény furanylfentanylu pii jeho elektrochemické oxidaci.

Z Obr. 27 vyplyva, ze dochazi k poklesu mnozstvi furanylfentanylu v zévislosti na dobé
trvani  elektrolyzy. Od pocatku oxida¢ni pfemény dochdzi k naristu mnozstvi
furanylnorfentanylu, ktery je hlavnim oxida¢nim produktem furanylfentanylu.
Furanylnorfentanyl byl v reak¢éni smési identifikovan na zaklad€ ptesné hmoty a retencniho
Casu (Ptiloha 11). Furanylfentanyl byl elektrochemicky oxidovan po dobu 60 minut, pficemz

doslo k poklesu jeho mnozstvi pfiblizné na 52 %.
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Obr. 27 Zavislost plochy piku furanylfentanylu a jeho produktu (norfuranylfentanylu) na ¢ase
béhem elektrochemické oxidace.

5.1.5 Elektrochemicka oxidace thiofentanylu

Thiofentanyl se dealkyluje na norfentanyl podle obrazku 28. Dochdzi k oxidaci v misté

vazby alkylového fetézce na piperidinovy dusik.

m N-dealkylace
N —_— N

S NC>/ \@ HN/\:>/ ©
Thiofentanyl Norfentanyl

Obr. 28 Reakeni schéma hlavni pfemény thiofentanylu pii jeho elektrochemické oxidaci.

I vptipad¢ elektrochemické pfemény thiofentanylu (Obr. 29) dochazi k poklesu jeho
mnozstvi v zavislosti na dob¢ elektrolyzy. Od pocatku oxidace dochazi k nartistu mnozstvi
norfentanylu, ktery je hlavnim produktem oxidace thiofentanylu. Norfentanyl byl v reak¢éni
smési identifikovan na zakladé retencniho Casu a pfesné hmoty (Pfiloha 11). Thiofentanyl

byl elektrolyzovan 60 minut, pfi¢emz doslo k poklesu jeho mnoZzstvi ptiblizné na 59 %.
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Obr. 29 Zavislost plochy piku thiofentanylu a jeho produktu (norfentanylu) na ¢ase béhem
elektrochemické oxidace.
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5.2 Mikrosomalni metabolizace fentanylu, jeho analog a midazolamu

Mikrosomalni metabolizace byla také zalozena na oxidativni pfeméné fentanylu a jeho
analog, konkrétn¢ carfentanilu, sufentanilu, furanylfentanylu a thiofentanylu. Midazolam
byl zvolen modelovou slouc¢eninou, kterd se metabolizuje na 1-hydroxymidazolam a jehoz
pfitomnosti v reak¢éni smési byla poté indikovana spravna metabolickd pteména v dané sadé¢
vzorkd.

Plochy pikt fentanylu a jeho analog byly ziskany integraci z chromatogramt extrahovanych
pro [M+H]" jednotlivych fentanylt. Ptislusné hodnoty m/z protonovanych molekul jsou

uvedeny v tabulce (Pfiloha 11) s LC-MS charakteristikou studovanych latek.

5.2.1 Mikrosomalni metabolizace fentanylu

U mikrosomalni metabolizace vznika mimo hlavni metabolit norfentanyl i hydroxylovany
analog, u kterého neni mozné pomoci MS analyzy pfesné¢ urcit umisténi OH skupiny.

Fentanyl podléha dvéma hlavnim metabolickym cestam, a to N-dealkylaci a hydroxylaci

(Obr. 30).
g;\“@'\“\_@ N-dealkylace

Fentanyl &J’o',o Norfentanyl
'\'y/'s
Ce ( 2
N@Nﬁ OH
° U

Hydroxyfentanyl

Obr. 30 Hlavni metabolicka pfeména fentanylu N-dealkylaci a hydroxylaci na pfislusné
metabolity.

Z Obr. 31 vyplyva, ze dochazi k poklesu mnozstvi fentanylu v zavislosti na dobé trvani
metabolické premény. Od 15. minuty inkubace dochazi k naristu mnozstvi norfentanylu,
ktery je hlavnim metabolitem fentanylu a stejné tak dochazi k nartstu druhého metabolitu,
hydroxyfentanylu. Norfentanyl a hydroxyfentanyl jsou metabolity, které byly identifikovany
1v pfipadé in vivo metabolizace [43,60]. Oba metabolity byly v reakéni smési identifikovany
na zaklad¢ pfesné hmoty a retencniho casu (Pfiloha 11). Fentanyl byl mikrosomy

metabolizovan po dobu 90 minut, pfi¢emz doslo k poklesu jeho mnozstvi ptiblizné na 66 %.
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Obr. 31 Zavislost plochy piku na Case pro fentanyl, norfentanyl a hydroxyfentanyl béhem
mikrosomalni metabolizace.

5.2.2 Mikrosomalni metabolizace carfentanilu

Carfentanil podobné jako fentanyl také podléha dvéma hlavnim metabolickym pfeménam
pfi mikrosomalni metabolizaci. Vzniké norcarfentanil a hydroxycarfentanil, u kterého neni

mozné pomoci MS analyzy pfesné urcit umisténi OH skupiny (Obr. 32).

O/

@ N-dealkylace
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O

Hydroxycarfentanil

Obr. 32 Hlavni metabolicka pfeména carfentanilu N-dealkylaci a hydroxylaci na piislusné
metabolity.

Z obrazku 33 vyplyva, Ze k poklesu mnozstvi carfentanilu dochéazi v zavislosti na dobé
trvani metabolické pfemény, coZ je v nasem piipadé 90 minut. Od pocatku premény dochazi
k nariistu mnoZzstvi obou metabolitli, norcarfentanilu a hydroxycarfentanilu [39], které byly
v reakéni smési identifikovany na zékladé ptfesné hmoty a reten¢niho ¢asu (Ptiloha 11).
V 90. minuté byl sledovan mirny pokles plochy pikli obou produkti, ktery by mohl byt
pfisouzen naslednym pfeméndm obou metaboliti. Po uplynuti 90 minut doslo k poklesu

mnozstvi carfentanilu na ptiblizné 32 % vychozi hodnoty.
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Obr. 33 Zavislost plochy piku na ¢ase pro carfentanil, norcarfentanil a hydroxycarfetanil béhem
mikrosomalni metabolizace.

5.2.3 Mikrosomalni metabolizace sufentanilu

Sufentanil se mikrosomalné metabolizuje na norsufentanil a hydroxysufentanil (Obr. 34).

B o~
S Ny N-dealkylace
O
O;§ &J’Ol’o,\,y
Sufentanil /eoe Norsufentanil

E%OH 0o~
®
N
Hydroxysufentanil O;$

Obr. 34 Hlavni metabolicka pfeména sufentanilu N-dealkylaci a hydroxylaci na pfislusné
metabolity.

V ptipad¢ sufentanilu (Obr. 35) dochazi k poklesu jeho mnozstvi v zavislosti na dobé trvani
metabolické pfemény. Jiz v 15. minuté byly detekovany norsufentanil a hydroxysufentanil,
coz jsou hlavni metabolity sufentanilu [31]. Jejich mnoZstvi s dobou inkubace nartistalo do
60 minuty. Podobn¢ jako u carfentanilu byl v 90. minuté pozorovan mirny pokles plochy
pikd obou produktl, ktery by mohl byt pfisouzen naslednym pfemeéndm obou metaboliti,
ale nelze ani vyloucit vliv experimentalni chyby. Norsufentanil i hydroxysufentanil byl
v reakéni smési identifikovan na zaklad¢é presné hmoty a retencniho Casu (Pfiloha 11).
Sufentanil byl mikrosomy metabolizovan po dobu 90 minut, pficemz doslo k poklesu jeho

mnozstvi pfiblizné na 61 %.
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Obr. 35 Zavislost plochy piku na ¢ase pro sufentanil, norsufetanil a hydroxysufentanil béhem
mikrosomalni metabolizace.

5.2.4 Mikrosomalni metabolizace furanylfentanylu

Furanylfentanyl se metabolizuje N-dealkylaci na furanylnorfentanyl a jako druhy produkt
vznikéd 4-anilin-N-fenethylpiperidin (4-ANPP), jak je znazornéno na obrazku 36. Timto

metabolickym produktem se furanylfentanyl odliSuje od jinych analog fentanylu.
Q\A'\O\ /@ N-dealkylace
\ -
0
Furanylfentanyl / Furanylnorfentanyl

P

4-ANPP H

Obr. 36 Hlavni metabolicka pfeména furanylfentanylu N-dealkylaci na furanylnorfentanyl a na 4-
ANPP.

Z Obr. 37 vyplyva, ze dochazi k poklesu mnozstvi furanylfentanylu v zévislosti na dobé
trvani metabolické premény. Od pocatku metabolické reakce dochdzi k nartistu mnozstvi
furanylnorfentanylu a 4-ANPP, kter¢ jsou hlavnimi metabolity furanylfentanylu [43], az do
30. minuty. Pokles jejich mnozstvi registrovany po 60 a 90 minutach inkubace s mikrosomy
je pravdépodobné zplisoben naslednymi metabolickymi pfeménami obou hlavnich
metabolitli. Furanylnorfentanyl i 4-ANPP byly v reakéni smési identifikovany na zakladé
pfesné hmoty a reten¢niho ¢asu (Pfiloha 11). Furanylfentanyl byl mikrosomy metabolizovan

po dobu 90 minut, pficemz doslo k poklesu jeho mnozstvi ptiblizn¢ na 20 %.
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Obr. 37 Zavislost plochy piku na ¢ase pro furanylfentanyl, furanylnorfentanyl a 4-ANPP béhem
mikrosomalni metabolizace.

5.2.5 Mikrosomalni metabolizace thiofentanylu

V obrazku 38 je znazornénd hlavni metabolickd cesta thiofentanylu. Ten podléha N-
dealkylaci na norfentanyl, podobné¢ jako u elektrochemické oxidace, a hydroxylaci na

hydroxythiofentanyl.
o éﬁo
S ND’N N-dealkylace
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Obr. 38 Hlavni metabolicka pfemeéna thiofentanylu N-dealkylaci na norfentanyl
a hydroxythiofentanyl.

V ptipadé¢ metabolické premény thiofentanylu (Obr. 39) dochazi k poklesu mnozstvi
thiofentanylu v zavislosti na dob¢ trvani metabolické premény. Od pocatku metabolizace
dochazi k narGstu mnozstvi norfentanylu, ktery je hlavnim metabolitem thiofentanylu i
fentanylu. Hydroxythiofentanyl byl LC-MS analyzou detekovan, ale jen v minoritnim
mnozstvi. Pokles mnozstvi norfentanylu i hydroxythiofentanylu registrovany po 60 a 90
minutdch inkubace s mikrosomy je pravdépodobné zpiisoben naslednymi metabolickymi
pfeménami obou hlavnich metabolitd. Norfentanyl i hydroxythiofentanyl byl v reakéni
smési identifikovan na zakladé retencniho Casu a presné hmoty (Pfiloha 11). Thiofentanyl
byl metabolizovan pomoci mikrosomi 90 minut, pfi¢emz doslo k poklesu jeho mnozstvi
pfiblizné na 23 %.
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Obr. 39 Zavislost plochy piku na ¢ase pro thiofentanyl, hydroxythiofentanyl a norfentanyl béhem
mikrosomalni metabolizace.

Na obrazku 40 je ptiklad separace jednotlivych metabolitii thiofentanylu po mikrosomalni

metabolizaci. Separace ostatnich fentanyld probiha velmi podobnym zpiisobem.
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Obr. 40 Rekonstruované extrahované chromatogramy pro separaci thiofentanylu a jeho metabolitii
po mikrosomalni metabolizaci 90 min. (m/z [norfentanyl+H]" 233,1664; m/z
[hydroxythiofentanyl+H]" 359,1790; m/z [thiofentanyl+H]" 343,1855).

5.3 LC-MS analyza produkti Fentonovy reakce s fentanylem

Obrazek 41 znazoriiuje celkové iontové chromatogramy vzorkl reakéni smési fentanylu
s Fentonovym ¢inidlem (Fe?* a H>O2) odebrané po 0, 5, 15, 30, 60, 120, 180, 240 a 300
minutdch reak¢éni doby a extrahované do chloroformu. Plocha piku v reten¢nim ¢ase 1,5 min,
ktery odpovida fentanylu, s reakéni dobou exponencialné klesa (Obr. 42). Kromé samotného
fentanylu bylo v reak¢éni smési identifikovano velké mnozstvi hydroxylovanych derivata

v riznych izomernich formdach, které se na chromatogramech projevily prevazné pii kratSich
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retenCnich Casech. MS/MS analyza ukazala, Zze hydroxylace probihd predevSim na
fenethylové casti molekuly fentanylu a na piperidinovém kruhu, mtze vSak dochézet
v mensi mife i k hydroxylaci koncového methylu esterové vazané propionové skupiny.
Relativné intaktni ¢asti molekuly se jevi anilinovy kruh. Mimo mono-, di- a
trihydroxylované derivaty byla prokazéna tvorba norfentanylu porovnanim se standardem.
Norfentanyl je hlavnim metabolitem enzymatickych reakci katalyzovanych cytochromem
P450 a produktem dalSich degradacnich procesii (napft. elektrochemické oxidace). Po 5
hodinach reakce byl vreakéni smési pozorovan jediny produkt extrahovatelny do
chloroformu, ionizovatelny v pozitivnim modu elektrospreje a poskytujici iont s hodnotou
m/z vy$§i nez 50. Podle piesné hodnoty m/z protonované molekuly [M+H]"= 166,1339 by
meélo jit o latku s elementarnim sloZzenim C;1Hi6N. Z graft plochy pod chromatografickymi
piky zchromatogrami extrahovanych pro pfislusné ionty protonovanych molekul
v zavislosti na reakénim ¢ase muizeme pozorovat zménu koncentrace fentanylu a jeho
degradacnich produktli. Miizeme si vSimnout, ze koncentrace degradacnich produkti
(norfentanyl) nejprve vzroste znuly na maximum a poté dochazi k poklesu v disledku

nasledného rozpadu na mensi molekuly ¢i ionty.
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Obr. 41 Celkové iontové chromatogramy vzorkl reakéni smési odebrané po 0, 5, 15, 30, 60, 120,
180, 240 a 300 minutach reakéni doby béhem Fentonovy reakce.

Z Obr. 42 vlevo vyplyva, ze dochéazi k poklesu mnozstvi fentanylu v zévislosti na dobé

trvani reakce s Fentonovym ¢inidlem. Po dvou hodinach reakce jiz nebyl zaznamenan zadny
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signal fentanylu pomoci LC-MS analyzy. Z obrazku vpravo je patrné, ze pii Fentonové
reakci dosSlo nejprve k prudkému néarGistu mnoZzstvi norfentanylu mezi pocatkem a 20.
minutou reakcniho ¢asu a poté doslo k poklesu jeho mnozstvi v disledku néslednych reakci
s Fentonovym ¢inidlem. Od pocatku ptisobeni Fentonova ¢inidla dochéazi k nartistu mnozstvi
mnoha izomernich forem hydroxyfentanylu v reakéni smési, ktery byl zaznamenan jako
metabolit fentanylu pii mikrosomdlni metabolizaci fentanylu. Fentanyl reagoval

s Fentonovym c¢inidlem po dobu 300 minut, pficemz doslo k jeho tiplnému rozkladu.
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Obr. 42 Zavislost plochy piku na ¢ase pro fentanyl s m/z [M+H]" 337,2362 (vlevo) a norfentanyl s
m/z [M+H]" 233,1658 (vpravo) po rozkladu Fentonovou reakci.

Obr. 43 vlevo ukazuje, ze od pocatku pusobeni Fentonova Cinidla dochazi k narGstu
mnozstvi  hydroxyfentanylu  vreakéni smési za vzniku Ctyf  izomernich
monohydroxylovanych produktli. Maximalni mnozstvi téchto latek bylo zaznamenano po 5
minutach reakce a dale s reakéni dobou klesalo. Po 240 minutach doslo k uplnému rozkladu
hydroxylovanych derivati ve vzorku. Z obrazku vpravo vyplyva, Ze od pocatku plisobeni
Fentonova ¢inidla dochazi také k naristu mnozstvi dihydroxyfentanylu, ktery se v reakcni
smési nachazel ve CcCtyfech rlznych izomernich formach. Maximalni mnozstvi
dihydroxyderivatl bylo registrovano ve 30. minuté od pocatku reakce, poté klesalo a v ¢ase

300 minut jiz nebyly tyto produkty v reakéni smési detekovany.
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Obr. 43 Zavislost plochy piku na ¢ase pro monohydroxylované produkty s m/z [M+H]" 353,2292
(vlevo) a dihydroxylované produkty s m/z [M+H]" 369,2235 (vpravo).

5.4 Srovnani vysledkii metod oxidativni transformace

Srovnanim ziskanych vysledki z provedenych experimenti (elektrochemicka oxidace,
mikrosomalni metabolizace, Fentonova reakce) pro fentanyl, mizeme konstatovat, Ze
hlavnim oxida¢nim produktem (metabolitem) u vsech studovanych reakci je norfentanyl.
Preferovanou reak¢éni cestou je tedy N-dealkylace vychozi slouCeniny. V ptipadé
mikrosomalni metabolizace i Fentonovy reakce dochdzi navic k hydroxylaci fentanylu
[43,60]. Nelze vyloucit vznik hydroxyfentanylu i béhem elektrochemické oxidace fentanylu,
ale svyuzitim metody LC-MS nebyl pfi elektrochemické oxidaci hydroxyfentanyl
detekovan. Béhem Fentonovy reakce vznikd vétsi pocet hydroxylovanych produkti
fentanylu, v reakéni smési byly nalezeny polohové izomery mono- a dihydroxyfentanyld.
V lidském téle by mikrosomalni metabolizace nekoncila odbouranim na norfentanyl a
hydroxyfentanyl, ale dochazelo by krychlé¢ pfeméné na piislusny glukuronid ¢i jiny
sekundarni metabolit (konjugat).

Srovnanim pribchu elektrochemické oxidace a mikrosomalni metabolizace studovanych
derivatt fentanylu, je mozné dovodit, ze pribehy obou pfemén jsou velmi podobné. Obecné
porovnani obou mechanismii N-dealkylace je uvedeno v ptiloze 12 a 13. Hlavni oxidacni i
metabolickou cestou je N-dealkylace na odpovidajici norderivat, méné preferovanou reakci
je poté hydroxylace na alifaticky fetézec. U furanylfentanylu mimo N-dealkylaci dochazi pti
mikrosomélnim metabolismu ke S$tépeni amidové vazby za vzniku 4-anilin-N-
fenethylpiperidin (4-ANPP). Pti elektrochemické oxidaci furanylfentanylu 4-ANPP
nevznikal. U dalSich analog ani u samotného fentanylu nebyly pozorovany produkty stépeni

amidové vazby pii inkubaci s mikrosomy ani pii elektrochemické oxidaci.
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6 Zavér

V této diplomové praci byla studovana elektrochemickd oxidace a mikrosomalni
metabolizace péti latek — fentanylu, carfentanilu, sufentanilu, furanylfentanylu a
thiofentanylu a rozklad fentanylu za pomoci Fentonova ¢inidla. Cilem bylo ovéfit teoretické
souvislosti mezi podobnostmi mechanismi elektrochemické oxidace a mikrosomalni
metabolizace fentanylll. K dosazeni cile bylo nutné identifikovat produkty téchto procest
pomoci LC-MS a porovnat oba procesy z hlediska uzite¢nosti v praxi. Z provedenych
experimentl a jejich porovnani pro fentanyl bylo zjisténo, Ze preferovanou reakéni cestou je
N-dealkylace na metabolit norfentanyl. V ptipadé¢ mikrosomalni metabolizace i Fentonovy
reakce dochazi také k tvorbé hydroxyfentanylu. U studovanych derivati fentanylu byl
prabéh velmi podobny. Hlavni metabolickou i oxida¢ni cestou je N-dealkylace za vzniku
pfislusnych nor-derivatl. U furanylfentanylu byla zjiSténa odliSnost od ostatnich fentanyld,
nebot’ jeho dalsim metabolitem je produkt Stépeni amidové vazby 4-anilin-N-
fenethylpiperidin (4-ANPP).

Témito experimenty byla potvrzena hypotéza, ze pii elektrochemické oxidaci fentanylu
dochazi k tvorbé N-dealkylovaného produktu, podobné jako pii inkubaci s jaternimi
mikrosomy. LC-MS charakteristiky metaboliti fentanylu a jeho analog mohou déle slouzit
jako piedloha pfi zjiStovani pritomnosti téchto latek v lidském organismu.
Elektrochemicka oxidace se potvrdila jako G¢inna, ale zaroven jednoducha, rychlé a levna
metoda pro ziskani oxida¢nich produkti, u které vysledek neni ohroZen teplotni nestabilitou

mikrosomu.
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8 Prilohy

Priloha 1: Schéma metaboliti fentanylu
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(D pyridin, (II) 3-methylpyridin, (III) 2-fenylacetaldehyd, (IV) (2-chlorethyl)benzen, (V) styren,
(VD) norfentanyl, (VII) benzylchlorid, (VIII) benzaldehyd, (IX) despropionylfentanyl, (X) anilin,
(XI) N-fenylpropionamid, (XII) 1-fenethyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin [61].
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Priloha 2: Schéma derivati fentanylu
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(D fentanyl, (II) ocfentanyl, (IlI) acetylfentanyl, (IV) butyrfentanyl, (V) furanylfentanyl, (VI)
tetrahydrofuranylfentanyl, (VII) a-methylfentanyl, (VIII) p-fluorisobutyrylfentanyl, (IX)
carfentanil, (X) p-fluorisobutyrylfentanyl, (XI) akrylfentanyl, (XII) methoxyacetylfentanyl, (XIII)
cyklopropylfentanyl [38].
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Priloha 3: Schéma metaboliti furanylfentanylu
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(D furanylfentanyl hydroxylovany na alifatickém fetézci, (II) furanylfentanyl hydroxylovany na
aromatickém jadre, (III) 1-fenethyl-N-fenylpiperidin-4-amin, (IV) 5-oxo-5-((1-fenethylpiperidin-
4-yl)(fenyl)amino)pent-3-enoova kyselina, (V) 1-fenethyl-piperidin-4-ol, (VI) N-fenyl-N-
(piperidin-4-yl)furan-2-karboxamid, (VII) 4,5-dihydro-furan-2-karboxamid [20].
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Ptiloha 4: Schéma metaboliti acetylfentanylu
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(D) N-fenyl-N-piperidin-4-yl)acetamid, (II) acetylfentanyl s hydroxylovanym alifatickym fetézcem,
(III) 1-fenetyl-N-fenylpiperidin-4-amin, (IV) acetylfentanyl s hydroxylovanym aromatickym
jédrem, V) N-(1-(2-(3,4-dihydroxycyklohexa-1,5-dien- 1-yl)ethyl)piperidin-4-yl)-N-
fenylacetamid, (VD N-(3,4-dihydroxycyklohexa-1,5-dien-1-yl)-N-(1-fenethylpiperidin-4-
yl)acetamid, (VII) N-(1-(3-hydroxy-4-methoxyfenethyl)piperidin-4-yl)-N-fenylacetamid, (VIII)
hydroxylovany acetylfentanyl, (IX) acetylfentanyl s hydroxylovanym piperidinovym kruhem [20].
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Piiloha 5: Schéma metaboliti akrylfentanylu
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(D 1-fenethyl-N-fenylpiperidin-4-amin, (II) akrylfentanyl s hydroxylovanym piperidinovym
jddrem, (III) akrylfentanyl s hydroxylovanym alifatickym fetézcem, (IV) akrylfentanyl
s hydroxylovanym aromatickym jadrem, (V) N-1-(4-hydroxy-3-methoxyfenethyl)piperidin-4-yl)-
N-fenylakryramid, (VI) N-(1-(2-(3,4-dihydroxycyklohexa-1,5-dien-1-yl)ethyl)piperidin-4-yl-N-
fenylakrylamid, (VII)  N-(3,4-dihydroxycyklohexa-1,5-dien-1-yl)-N-(1-fenethylpiperidin-4-
yl)akrylamid, (VIII) N-(1-(3-hydroxy-4-methoxyfenethyl)- piperidin-4-yl)-N-fenylakrylamid, (IX)
N-fenyl-N-(piperidin-4-yl)akrylamid [20].

Priloha 6: Schéma metabolita sufentanilu
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Schéma metaboliti sufentanilu: (I) sufentanil, (I) norsufentanil, (III) hydroxysufentanil [31].
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Priloha 7: Schéma metaboliti 4-fluorisobutyrylfentanylu
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(D) N-(4-fluorfenyl)-N-(piperidin-4-yl)isobutyramid, (II) 4-fluorisobutyrylfentanyl hydroxylovany
na alifatickém tetézci, (I11) 4-fluorisobutyrylfentanyl s hydroxylovany piperidinovym kruhem, (IV)
4-fluorisobutyrylfentanyl ~ hydroxylovany  na  alifatickém  fetézci, (V)  4-(N-(4-
fluorfenyl)isobutyramid)- 1-fenethylpiperidin-1-oxid, (VI) 1-fenethylpiperidin-4-ol, (VII) N-(4-
fluorfenyl)-N-(1-(4-hydroxy-3-methoxyfenetyl)piperidin-4-yl)isobutyramid, (VII) N-(1-(3,4-
dihydroxyfenethyl)piperidin-4-yl)-N-(4-fluorfenyl)isobutyramid, (IX) N-(4-fluorfenyl)-1-
fenethylpiperidin-4-amin, (X) N-(4-fluorfenyl)-N-(1-(3-hydroxy-4-methoxyfenethyl)piperidin-4-
yl)isobutyramid [20].

Priloha 8: Schéma metabolita carfentanilu
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Schéma metabolitii carfentanilu: (I) carfentanil, (II) norcarfentanil, (IIT) hydroxycarfentanil [39].

56



Priloha 9: Mechanismus oxidace pomoci enzymu CYP450
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Mechanismus oxidace endogennich latek a xenobiotik pomoci enzymu CYP450 [55].
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Ptiloha 10: Zaznamy cyklickych voltamogrami pro jednotlivé fentanyly
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Koncentrace fentanylu 0,25 mmol/l, koncentrace carfentanilu, thifentanylu, sufentanilu a
furanylfentanylu 0,1 mmol/l, zékladni elektrolyt 0,05 M-CH3;COONH4 v H,O s 10 % MeOH (v/v),
pracovni GCE, referentni SCE, rychlost polarizace 50 mV/s.
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Piiloha 11: Tabulka nalezenych produktii elektrochemickych a metabolickych
premén fentanylu a jeho analog a jejich LC-MS charakteristiky

Fentanyl Elementirni  Teoreticka Nalezena Odchylky od Retencni

nebo sloZeni m/z m/z teoretické m/z Cas
jeho analog [M+H]* (mDa) (min)
Fentanyl CH29N>0" 337,2280 337,2342 6,20 5,89
Norfentanyl Ci4H2iN20" 233,1654 233,1664 1,00 4,50
Hydroxyfentanyl CHaoN> 05" 353,2229 353,2229 0,00 4,90
Carfentanil CasH31N2 05" 395,2335 395,2337 0,20 5,90
P UEcuentanil CieH23N2 05" 291,1709  291,1709 0,00 4,58
Hydroxycarfentanil CosH31N2O4* 411,2284 411,2284 0,00 543
Sufentanil CoHsN:02S*  387,2106 387,2201 9,50 6,60
Norsufentanil CieHasN20" 277,1916  277,1969 5,30 5,24
Hydroxysufentanil | ¢, ;1 N,058*  403,2055 403,2055 0,00 6,09
Furanylfentanyl Ca:HaN2 02 375,2073 375,2083 1,00 5,12
Furanylnorfentanyl | ¢, 51,5N,0,* 271,1447  271,1776 32,90 4,78
4-ANPP CioHasNo* 281,2018 281,2018 0,00 421
Thiofentanyl C20H27N20S" 343,1844 343,1855 1,10 5,32
Norfentanyl Ci4H2N20" 233,1654 233,1664 1,00 441
Hydroxythiofentanyl | ¢, py,/N,0,8*  359,1793 359,1790 -0,30 4,52
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Priloha 12: Schéma mechanismu metabolické N-dealkylace amini
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Mechanismus N-dealkylace aminti plisobenim enzymu cytochromu P450. Reakéni schéma
predstavuje abstrakéné-rekombinanéni mechanismus, ve kterém EFe=O ptedstavuje oxozelezo
vazané v hemoproteinu a EFe Zelezitou formu enzymu, ktera ma formalné€ o dva ekvivalenty nizsi
oxidac¢ni stav nez EFe=0. Draha (a) ilustruje mechanismus tvorby aminiovych iontt. Piedpoklada
se, ze akceptor elektronu je komplex oxo-Zeleza v cytochromu P450 (EFe=0) a B je akceptorem
protonu (napt. kyslik jednoelektronovée redukované formy EFe=0) [62].

Priloha 13: Schéma mechanismu elektrochemické N-dealkylace amini
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Mechanismus elektrochemické N-dealkylace amind vyuziva neparovych elektrond terciarniho
aminu, ktery muze poskytnout elektron pro oxidaci. Dusik tedy nejprve ztraci elektron
z piperidinového kruhu za vzniku kationradikalu, ktery se nasledné vlivem ztraty protonu a
elektronu pfeméni na Schiffovu bazi. Druha, pravdépodobnéjsi cesta piedpoklada
disproporcionacni pienos vodiku mezi dvéma kationradikaly. Vznikla Schiffova baze se poté
rychle hydrolyzuje na sekundarni amin [45,62].
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