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SOUHRN

Prace se zabyva vyuzitim hmotnostni spektrometrie s ionizaci desorpnim nano-
elektrosprejem (nanoDESI-MS) k rychlému screeningu a prikazu biologicky aktivnich latek
v krevnich stopach. V teoretické casti jsou popsany i dalSi instrumentdlni metody casto
aplikované ve forenzni chemii. Pro vybrané modelové latky byla vyvinuta metoda umoziujici
rychlou identifikaci toxikologicky vyznamnych latek v krevnich stopach na pevnych povrsich
pro forenzni ¢i toxikologické ucely, zahrnujici 1 vybrané pifedbézné testy na ptitomnost krve.
Zaroven byly navrzeny a vyzkouSeny nové povrchy umoziujici zlepSeni ionizace i moznost

jejich aplikace v praxi.



SUMMARY

This work deals with the use of mass spectrometry with desorption nano-electrospray
ionization (nanoDESI-MS) for rapid screening and identification of biologically active
substances in the blood sample deposited on a solid surface. In the theoretical part, there are
described other instrumental methods frequently used in forensic chemistry. A method
allowing rapid identification of toxicologically relevant substances in blood traces found on
solid surfaces for forensic and toxicological purposes has been developed, including some
selected preliminary tests for the presence of blood. At the same time, new surfaces for
improving the ionization efficiency and the possibility of their application in practice have

been developed and tested.



1. UVOD

Vyzkum v oblasti chemickych véd a forenzniho zkoumani je velmi Siroky a rychly.
Neustale jsou vyvijeny nové a nové postupy a instrumentalni metody jak identifikovat

a stanovovat jednotlivé analyty v rozmanitém spektru vzorkd a matric.

Vyvoj v oblasti zakazanych a navykovych latek rovnéz nezustava bez povSimnuti.
Na Cerny trh se dostavaji nové a ucinnéjsi drogy a stimulanty. Jako ptiklad je mozné uvést
syntetické derivaty fenylethylamind, napt. PMMA (paramethoxymethamfetamin) nebo 2-CB
(4-bromo-2,5-dimethoxyfenyethylamin) [1]. Snizuje se mnozstvi uzivané latky, a také
prekurzory a latky potifebné k jejich vyrobé jsou daleko dostupnéjsi nez kdysi. Toto vSechno
je nutno brat v potaz a pfizplsobit tomu i postupy v analytické chemii, zkoumat plsobeni
novych latek, jejich metabolismus a moznosti identifikace a stanoveni v biologickych

matricich ¢i v nalezenych vzorcich.

Cilem této bakalarské prace je poskytnout zakladni piehled problematiky identifikace
biologicky aktivnich latek v krevnich stopach na pevném povrchu za pomoci hmotnostni
spektrometrie s ionizaci desorpénim neno-elektrosprejem. Soucasné jsou zminény vybrané

metody piipravy vzorku i vlastni analyzy a interpretace zjisténych vysledku.



2. FORENZNI CHEMIE BIOLOGICKYCH VZORKU

2.1 Vymezeni forenzni chemie

Forenzni chemie je jednou z aplikovanych odvétvi chemie, kterd se zabyva prikazem,
identifikaci a stanovenim chemickych latek pro tucely kriminalistického Setfeni zvlasté
nebezpecné trestné ¢innosti a soudniho fizeni. Pro forenzni ucely je za primarni biologicky
materidl povazovana krev, moc¢ a sliny [2]. Z hlediska metod pouzivanych k ziskavani vzorka

k samotné analyze je mozné je délit na [3]:

1. invazivni, tedy ziskané narusenim télesné integrity jedince (jedna se napft. o krev,
vzorky tkani apod.) a
2. neivazivni, tedy takové, k jejichz ziskdni neni nutny zasah do télesné integrity

(napf. moc, sliny, pot apod.).

2.2 Zakladni biologické vzorky

Ve forenznich aplikacich chemie je zapotifebi peclivosti pfi shromaZdovani
a vyhodnocovani stop. Nesmi dojit ke kontaminaci ziskané stopy, proto je nutno veskeré
postupy provadét v ochrannych rukavicich, odévech ptipadné i respiratorech, aby byla zcela
eliminovana moznost ptimého kontaktu se stopou. Biologické materidly odebrané k analyze
¢1 dokonce samotné analyty podléhaji biologické 1 chemické degradaci a je nutné je dobie
uchovavat nebo konzervovat.
Je-li znamo, které latky chceme konkrétné identifikovat, jde o cilenou analyzu, kdy je podle
hledané latky mozné pfizplsobit pouzité metody, postupy a instrumentaci. V opacném
piipadé testujeme vzorek na pritomnost zakazanych nebo podezielych latek. V tomto piipadé
se jedna o systematickou analyzu, kdy je pozadovan objektivni prikaz piitomnosti
jakéhokoli xenobiotika ve zkoumaném biologickém vzorku [3].
Mezi ¢asto pouzivané biologické vzorky ziskané ze stop na mistech ¢inli patii zejména krev,
moc, sliny, tkdné ¢i kozni derivaty (vlasy, chlupy apod.) nebo sperma. Nize jsou uvedeny
zakladni fyzikalné-chemické charakteristiky uvedenych biologickych materialli, pfedevSim

pak krve, jiZ se tato prace zabyva.



Mo¢ — Je to svétle zluta tekutina s charakteristickym zapachem, ktery je zfetelny
predevs§im po del§im styku se vzduchem, kdy ptisobenim enzymi z mocoviny vznika
amoniak [4]. Obvykle se jedna o primarni biologickou tekutinu pouzivanou k analyze,
protoze koncentrace hledanych latek zde byvaji vyssi a kromée samotnych latek se zde

vyskytuji i jejich metabolity a konjugaty [3].

Sliny — Vznikaji ve slinnych zlazach a asi z 99,4 % obsahuji vodu, dale pak organické
a anorganické latky, enzymy a proteiny, které upravuji jejich viskozitu a kohezi [4].
Koncentra¢ni hladina zkoumanych analyti byva nizka, zalezi na distribuci a pfenosu
z krve, odkud se transportuji difuzi. Prinik do slin je silné ovlivnén vlastnostmi
samotnych latek — zejména jejich rozpustnosti. Dal§i nevyhodou je moznost
kontaminace vzorku jiz v Ustech, napt. vlivem koufeni, potravy nebo bakterialni
infekce. Podstatnou vyhodou je neinvazivni zptisob odbéru a snadna dostupnost
vzorku, predevSim pro rychlé orienta¢ni analyzy zaméfené napf. na piitomnost

navykovych latek.

Tkané a koZni derivaty — Patii mezi méné Casto pouzivané alternativni materialy,
predevs§im proto, Ze analyty se do nich transportuji az sekundarné z krevniho ob&hu
[3]. Jisté omezeni je zpisobeno také jejich Spatnou dostupnosti a nutnosti invazivniho
zasahu do organismu (s vyjimkou napt. vlasii). U mnoha latek vSak muize dochézet
K jejich deponovani, piedev§im ve $patné prokrvenych tkanich obsahujicich tuk, nebo
sekundarné v koznich derivatech jako jsou vlasy. Tam je mozné latky prokazat i po
delsi dobé, ktera od uzivani nebo expozice uplynula, a je mozné z jejich obsahu
usuzovat na miru intoxikace, zdali se jednd o nahodnou a nérazovou davku,

dlouhodobou expozici, nebo chronické zneuzivani [3,5].

Krev — Tvofi slozitou soustavu, je to kapalna cirkulujici tkan skladajici se z bunék
(Cervené krvinky, bilé krvinky, krevni desticky) a z tekuté plazmy, kterd obsahuje asi
90-91 % vody , 6-8 % plazmatickych proteinti a zbytek tvofi rozpusténé anorganické
soli véetné transportovanych latek [4]. Normalni hodnota pH krve je 7,4 £ 0,04.
Hlavnimi funkcemi krve je dopravovat Zziviny, kyslik a stopové prvky do tkani

a zaroven odvadét odpadni a metabolické produkty. Krev v téle zajist'uje transport



jinych latek a metabolitd, jako jsou napt. aminokyseliny, hormony ¢i vitaminy, véetné
lé¢iv a jinych biologicky aktivnich latek. Pii priniku zkoumané latky do organismu
travicim traktem (GIT), plicemi (inhalace, koufeni, dychani apod.), sliznicemi (nos,
usta apod.) nebo pfimym intravendéznim (i.v.), intramuskuldrnim (i.m.) nebo
subkutannim (s.c.) zpisobem je krev primarnim zdrojem vzorku pro analyzu. Miize
obsahovat jak aktivni latku pfi jejim transportu, tak i jeji metabolity pfi jejich odvadéni
z mist biotransformace. Analyzou vzorku krve je mozno jednoznacné prokazat

ptitomnost latky v organismu.

2.3 Biotransformace analytu v organismu [3]

Stejné tak, jak je dileZité rozpoznat ve vzorku biologicky aktivni latku, je nutné znat
i jeji metabolismus a produkty, které biotransformaci vznikaji. Pro ucely forenzni nebo
toxikologické analyzy je moznost pritkazu metabolitd velmi diilezitou ¢asti. Biotransformaci
je minéna zmeéna struktury chemické latky vlivem puasobeni chemickych pochodl v zivém
organismu. Z hlediska chemickych vlastnosti délime cizi latky vstupujici do organismu na
hydrofilni a lipofilni. Latky hydrofilni, tedy polarni ¢i ionizovatelné, jsou vesmés vylucovany
ledvinami a vpavodni formé opoustéji organismus. Naopak latky lipofilni jsou
transformovany na polarnéjsi metabolity a teprve tyto jsou z organismu postupné vylucovany.

Cely proces transformace ma v obecné roving€ dveé faze — nesyntetickou a syntetickou,
V nesyntetické fazi (rekace I. faze) dochazi k oxida¢nim, redukénim nebo hydrolytickym
reakcim, dealkylacim a tvorbé sulfoxidli za katalyzy enzymy, nejcastéji ucinkem jaterniho
enzymatického systému cytochromu P 450 (CYP450) . V syntetické fazi (reakce II. faze)
dojde ke konjugaci metaboliti vzniklych v nesyntetické fazi s endogennimi substraty

pfitomnymi v organismu, napt. kyselinou glukuronovou, glycinem ¢i glutathionem (Tab. I).

Tabulka I. — Pfehled struktur vybranych konjugaénich substrati [3]

Trivialni nazev Systematicky nazev Strukturni vzorec
Kyselina 3,4,5,6-tetrahydroxy- i
glukuronova tetrahydropyran-2- o~ N O
karboxylova kyselina
HO OH
OH



Pokracovani tabulky 1. ze strany 4

Glycin 2-aminoethanova OH
kyselina CHZ—C/
H,N \\o
Glutathion v-L-glutamyl-L- o o SH o
cysteinylglycin HOWNHJ;(NHJJ\OH
(redukovana forma) NH, 5

Ptiklad metabolismu centralniho analgetika tramadolu je uveden na obrazku 1. Tramadol je
metabolisovan pies N- a O-desmethylované produkty a déale nésleduje glukurodinace
fenolické skupiny. O-desmethyl metabolit je navic farmakologicky aktivnéjsi, nez samotny

tramadol [8].

HLC CH H,C CH
3 \N/ 3 3 \N/ 3 HN/CHS
CHj
| I. faze |. faze
(e} desmethylace™ HO desmethylace™ HO
OH OH OH
tramadol O-desmethyltramadol N,O-didesmethyltramadol
& 7 .
% &
HsC. - CHs HC
(0]
HO (e} l:l
\O HO
OH O\Cfo
HO OH
HO
OH O
HO OH
HO

O-glukuronidy desmethyltramadolu
(esterové formy)

Obr. 1 —Priklad mozného metabolismu tramadolu. 1. faze - desmethylace a didesmethylace

a Il faze - konjugace s kyselinou glukuronovou [6-8]



3. KREV A BIOLOGICKY AKTIVNI LATKY

3.1 Orienta¢ni zkouska na pritomnost krve

Orientacni zkousSka, prokazujici ptfitomnost krve ve vzorku, je nezbytnou soucasti
ptedchazejici vlastni analyze. Je nutné potvrdit nebo vyvratit, zdali se skutecné jedna o vzorek
krve ¢i zaschlé stopy vina nebo jidla, protoze analyza byva mnohdy nakladna. Obvykle se tato
kvalitativni analyza provadi pfimo na misté¢ Cinu, aby se zamezilo zdmén¢ vzorki. Ne vzdy je
to vSak mozné, napi. vzhledem k mnozstvi vzorku, jeho lokalizaci (pevny povrch, latka ¢i jiny
material schopny sorpce ¢inidel) apod. Z mnoha typt kvalitativni analyzy krevnich stop jsou

zde uvedeny dva nejbéznéjsi a nejjednodussi:

3.1.1 Priikaz krve pomoci luminolu

Luminol (5-amino-2,3-dihydroftalazin-1,4-dion) je luminofor, pii jehoz oxidaci
pomoci peroxidu vodiku nebo jiného anorganického peroxidu v bazickém prostiedi
za katalyzy dochazi k chemiluminiscenci. Luminiscence je charakteristicka svétle modrym
zabarvenim emitovaného svétla o vinové délce 425 nm [9,10]. Katalyza této oxidacné-
reduk¢ni reakce je zde zajiSténa pravé krevnim barvivem hemoglobinem. Bazické prostiedi,
nutné pro spravny pribéh reakce, je mozno zajistit upravou pH vhodnym pufrem. Vhodné pH
je vrozmezi 9-10. Vybér a pouziti pufru vSak zavisi na celé fad¢ faktort. Predev§im nesmi
zaddna ze slozek pufru nijak interagovat se vzorkem nebo jeho ¢astmi. Za uvedenych
podminek umozituje luminol velmi spolehlivou detekci krevni stopy, jeho detekéni limit je

v fadech nanogrami krve deponované na povrchu [10,11].

NH, O NH, O
[ .
NH i hemoglobin O
| +20H +H0O0, ——> +N,+4H,0+hv
NH 0
! [

Obr. 2 — Oxidace luminolu v bazickém prostredi peroxidem vodiku [10]

Orientacni zkouska za pomoci luminolu mé vSak sva omezeni. Kromé¢ hemoglobinu mohou

uvedenou reakci katalyzovat také ionty ndkterych prechodnych kovi, piedeviim Cu®*, Co™,



Fe®* nebo néktera oxidagni ¢inidla, zejména pak chlornanové anionty ClO", které jsou asto

ptitomny v desinfek¢nich prostiedcich [10].

3.1.2 Prikaz krve pomoci benzidinové zkousky

Jako benzidiny jsou oznaCovany 4,4’-diaminoderivaty bifenylu. Tyto latky patii mezi
redoxni indikatory, a jsou v redukovaném stavu bezbarvé. Derivaty benzidinu se peroxidem
vodiku oxiduji na oxida¢ni produkty modré barvy, tzv. benzidinovou modi. Reakce je
katalyzovana bud’to enzymaticky pomoci peroxidas (POD) nebo latkami, které ve své
molekule obsahuji porfyrin hem s centralnim atomem zeleza, tedy napi. krevni barvivo
hemoglobin. Pro ucely kvalitativni orienta¢ni analyzy se Cast&ji
pouziva 3,3 5,5 -tertramethylbenzidin (TMB) v prostiedi kyseliny octové nebo kyselého
pufru [12,14]. TMB na rozdil od siln¢ kancerogenniho benzidinu neni nebezpeény [13].

Schéma reakce probihajici pti oxidaci TMB peroxidem vodiku ze katalyzy hemem je uvedena

na obr. 3.
HsC CH, HsC CH,
H,0,, hem
H,N NH, —— HN—= ——NH
-2H,0
H,C CH, HsC CH,

Obr.3 — Oxidace TMB peroxidem vodiku za vzniku benzidinové modri [14]

3.2 Instrumentalni metody v analyze krve pro forenzni ucely

Existuje zna¢né mnozstvi instrumentélnich metod, které jsou vice ¢i méné vhodné pro
analyzu krevnich vzorkl pro forenzni nebo toxikologické tcely. Obvyklym postupem byva
predevsim zuzit okruh hledanych latek, napt. za pomoci imunochemickych a enzymatickych
technik, tenkovrstevné chromatografie (TLC) a standardl prokazovanych latek. Teprve poté
se pristupuje k pfesnéjSim instrumentalnim technikam, které jednoznacné identifikuji nebo
kvantifikuji danou latku. Mezi sofistikované instrumentalni techniky vyuzivané pro forenzni

analyzu biologickych materiali patii zejména separacni metody a spektralni metody. Tyto



metody vsSak témét vzdy vyzaduji upravu vzorku jako naptiklad extrakci, Cisténi i

prekoncentraci [15,16].

Imunochemické metody jsou zaloZzeny na specifické imunologické reakci
antigenu (resp. analytu) s pfitomnou protilatkou. Podminkou je existence specifické
protilatky, ktera je citlivad na pfitomnost analytu ve vzorku. Tyto metody pracuji na principu
kompetice mezi analytem a znaCenym analytem (nejCastéji radioaktivné, fluorescencné,
enzymaticky atd.) o pfitomnou protilaitku. Detekce analytu je poté zaloZzena na jeho
schopnosti vytésnit znaceny analyt z vazby na protilatku. Jedna se o technicky nenaro¢né
metody, které jsou vSak casto nedostatecné specifické, a proto je nutné potvrdit pozitivni

vysledek jinou objektivni analytickou metodou [3,17].

Separaéni metody jsou dulezité, nebot’ v analyzovanych vzorcich jsou ¢asto pritomny krome
analytu 1 dalsi latky, které tvoii matrici vzorku. Separace slouzi k odd€leni hledané latky
(analytu) od ostatnich (matrice, interferenty). Mezi nejCastéji uzivané separacni metody patti
chromatografické metody zaloZené na kontaktu dvou navzdjem nemisitelnych fazi (mobilni
a stacionarni) mezi které se analyt rozdéluje na zaklad€ rizné afinity k nim. Podle pouzité
mobilni faze se d€li na plynovou chromatografii (GC) a kapalinovou chromatografii (LC,
resp. HPLC). Pokud je jako mobilni faze pouzita kapalina pii nadkritické teploté a tlaku,
jedna se o tzv. superkritickou fluidni chromatografii (SFC) [3,20]. Dal$i moznosti separace
latek nabizi kapilarni elektromigraéni metody, které vyuzivaji odliSnou pohyblivost
latek ve stejnosmérném elektrickém poli. V praxi se nejCastéji setkame s metodami
zaloZzenymi na principu kapilarni zonové elektroforézy (CE) nebo izotachoforézy (ITP).
Podstatnou vyhodou téchto metod je niz§i mnozstvi vzorku potiebné k separaci, které se
pohybuje v fadu nanolitrii [18,19]. Separa¢ni metody slouzi pouze k de€leni analyti mezi
sebou a také k jejich oddé€leni od matrice vzorku. Po vlastni separaci musi nasledovat detekce
separovanych analyti, jejich identifikace a nasledn¢ i1 kvantifikace. Samotna identifikace latek
byva obvykle provadéna spojenim separacnich metod s jinymi analytickymi metodami,
zejména spektralnimi (nejcastéji UV/VIS detekce nebo MS). Piedevsim spojeni s hmotnostni
spektrometrii umoziuje nejen separaci latek v matrici, ale rovnéz jejich jednoznacnou

identifikaci. NejcastéjSim piipadem tandemové instrumentalni analyzy, hojné vyuzivané



ve forenzni analyze, je spojeni plynové ¢i kapalinové chromatografie a hmotnostni

spektrometrie (GC/MS, resp. LC/MS) [2,3,18-20].

Hmotnostni spektrometrie (MS) je z principu separa¢ni metoda, byva vSak fazena mezi
metody spektralni. Molekuly zkoumané latky jsou ionizovéany, coz podle typu ionizace miize
vést az k fragmentaci molekuly. Vzniklé ionty nebo fragmenty molekul, li§ici se pomérem
hmotnosti ku naboji (m/z), jsou nasledné urychleny a pfivedeny na separator (magneticky,
kvadrupdlovy, prilletovy analyzétor, iontova past, iontova cyklotronové rezonance), kde jsou
rozdéleny do svazkd podle jednotlivych m/z. Nasledné dopadaji na detektor (napf. iontovy
nasobi¢) kde dojde k jejich kvantifikaci. Tyto procesy probihaji ve vysokém vakuu aby

nedochazelo kK vzajemnym rekombinacim vzniklych fragmentt [21].

Infracervena spektroskopie (IR) je metoda zaloZena na absorpci elektromagnetického zafeni
o vIno&tech v rozsahu 14 000 — 20 cm™ molekulami vzorku [22]. Absorpce IR zafeni vede ke
zméndm vibranich a rotacnich stavli v molekulach. Metoda je vhodnd pro analyzu
a potvrzeni identifikace Cistych latek, pfipadné k dikazu charakteristickych funkénich skupin

Vv molekulach.

Ostatni spektralni metody zaloZené¢ na absorpci zéateni (UV/VIS, AAS atd.) nebo emisi
zafeni (fluorimetrie, luminometrie, AFS, AES atd.) se pouzivaji ztidka. Spektrofotometrii
ve viditelné oblasti (UV/VIS) je moZzné pouzit ke stanoveni koncentrace rozpusténych latek
vroztocich a to bud pfimo (pokud absorbuji dané zareni) nebo napt. po pievedeni

na komplex ¢i derivat, ktery tyto vlastnosti ma.



3.3 Vybrané biologicky aktivni latky

3.3.1 Stimulanty

Kofein

Kofein je alkaloid, pisobici jako centrdlni stimulant. Vyskytuje se pfirozené
v n¢kolika rostlinach, zejména v kavé (Caffea arabica) a caji (Camellia sinensis), Casto je
vSak vyrabén synteticky a pfidavan do rliznych népojl ¢i stimula¢nich prostfedkl. Chemicky
se jedna o xanthinovy (purinovy) alkaloid (1,3,7-trimethylxanthin). Ptehled fyzikalné-
chemickych vlastnosti je uveden v tabulce 1. Z forenzniho hlediska neni kofein vyznamnou
latkou pro jeho stimulac¢ni u€inky avSak proto, Ze je Casto pfidavéan k jinym drogdm, aby
zdanlivé zvysil jejich mnozstvi [24]. Pro prikaz a stanoveni kofeinu ve vzorcich drog
I biologickych tekutinach existuje fada metod, v praxi ¢asto pouzivanymi jsou separacni

metody ve spojeni s hmotnostni spektrometrii [25].

Tabulka 1. — Fyzikalné-chemické vlastnosti kofeinu [8]

Kofein

Strukturni vzorec O CH
HCy | N

L
0 N N
g

Systematicky nazev (IUPAC): 1,3,7-trimethyl-1H-purin- 2,6(3H,7H)-dion

Sumarni vzorec CgH10N4O2

Relativni molekulova hmotnost (M) 194,2

Disocia¢ni konstanta (pK,) 14,0 (20 'C)

Nikotin

Mezi centralné plsobici stimulanty patifi také nikotin. Jedna se o vysoce toxicky
pyridinovy alkaloid vyskytujici se v nékolika rostlinach celedi lilkovitych (Solanaceae),
predev§im pak v tabaku (Nicotiana). Nikotin je silné navykova latka, ktera je casto

aplikovana zejména koufenim tabakovych vyrobkli, coz vede k mnoha zdravotnim
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problémtim [26]. I kdyz se jednd o toxickou latku, pro forenzni ucely neni latka pftili§
vyznamnd. Otravy nikotinem jsou spiSe vyjimecné, lze se s nimi vSak setkat [27,28]. Daleko
rozhodujici vliv zdali pachatel je ¢i neni kufdk. Prehled fyzikalné-chemickych vlastnosti

nikotinu je uveden v tabulce I1I.

Tabulka I1l. — Fyzikalné-chemické vlastnosti nikotinu [8]
Nikotin

Strukturni vzorec

X N
7z \CH3
N
Systematicky nazev (IUPAC): 3-(1-methylpyrrolidin-2-yl)pyridin
Sumarni vzorec C1oH12N>
Relativni molekulova hmotnost (M;) 162,2
Disocia¢ni konstanta (pK,) 3,2:7,9(20 C)

Metamfetamin

V Ceské republice jde o jednu z nejéast&ji zneuzivanych drog, znamé;jsi pod nazvem
pervitin. Stejné jako jiné strukturné piibuzné latky patii do skupiny amfetamint, které jsou
ve velké mife zneuzivany jako stimulacni drogy. Na cerny trh se nejcastéji dostava ilegalni
syntézou z jeho prekurzort, predevsim efedrinu a pseudoefedrinu [29]. Pusobi jako agonista
neurotransmitert dopaminu, noradrenalinu ¢i serotoninu, coz vede ke stimulaci a zvySené
vykonnosti [3]. Analyza metamfetaminu je dilezitd jak z hlediska toxikologického
tak z hlediska forenzniho. V biologickych tekutinach je mozna analyza (v€. metaboliti)
za pouziti béznych metod GC-MS ¢i LC ve spojeni s UV detektorem nebo s hmotnostni
spektrometrii [29-31]. Metamfetamin je navic chiralni latka, u které rozliSujeme dva
enantiomery (R-, S-), jejichz vzajemny pomér ¢i nepfitomnost jednoho z nich mutze vést
k tvaham o metodé jejich ilegalni syntézy ¢i o pouzitém prekurzoru. Enantioselektivni
separaci je mozné provést LC S chirdlni stacionarni fazi (napf. S cyklodextriny). Dalsi
moznost predstavuje CE s pouzitim chiralniho selektoru v pracovnim elektrolytu [29,32].

Prehled fyzikaln¢ chemickych vlastnosti metamfetaminu je uveden v tabulce V.
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Tabulka 1V. — Fyzikalné-chemické vlastnosti metamfetaminu [8]
Metamfetamin

i H

Strukturni vzorec H \C/NH\CH
\  CHj
H

Systematicky nazev (IUPAC): N-methyl-1-fenylpropan-2-amin
Sumarni vzorec CioH1sN
Relativni molekulova hmotnost (M;) 149,23
Disocia¢ni konstanta (pK,) 10,1 (20 °C)
3.3.2 Sedativa a hypnotika
Zolpidem

Zolpidem patii do skupiny latek majicich selektivni agonistické ti¢inky na receptory

y-aminomaselné kyseliny (GABA receptory), jednd se o tzv. nebenzodiazepinové

hypnotikum. V pfiméfenych davkach ma tlumivé ucinky na centralni nervovou soustavu

[33]. Jedna se o Casto uzivané hypnotikum urcené k 1écbé insomnie [34]. Z forenzniho

hlediska je latka dulezita napiiklad pii Setfeni piipadd obéti nasilné trestné cinnosti

(znésilnéni, kradeze, podvody apod.), kterym byly pachatelem podany latky snizujici

schopnost jejich vnimani ¢i jednani [35]. Screeningové metody i1 stanoveni zolpidemu

v krevnim séru ¢i moci mohou byt zaloZeny na kapalinové chromatografii s UV detektorem,

fluorescenénim detektorem, hmotnostnim spektrometrem nebo na plynové chromatografii ¢i

kapilarni elektroforéze [36-38]. Piehled fyzikaln¢ chemickych vlastnosti zolpidemu je uveden

v tabulce V.
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Tabulka V. — Fyzikalné-chemické vlastnosti zolpidemu [8]

Zolpidem
Strukturni vzorec N N
CH
N i
H,C
O—
MN—cH,

H,C

Systematicky nazev (IUPAC): N,N,6-Trimethyl-2-(4-methylfenyl)-
imidazo[1,2-a]pyridin-3-acetamid

Sumarni vzorec C19H21N30
Relativni molekulova hmotnost (M;) 307,4
Disocia¢ni konstanta (pK,) 6,2 (20 C)

3.3.3 Analgetika

Tramadol

Je to centralné pisobici syntetické opioidové analgetikum pouZzivané k terapii stfedné
silnych az silnych bolesti. Tramadol je neselektivni agonista -, 0- a x-opioidovych receptori
[39]. Analyza tramadolu je v piipadé forenzni chemie a toxikologie nejcastéji provadéna
kapalinovou ¢i plynovou chromatografii s hmotnostni detekci [27,40-42]. Piehled fyzikalné

chemickych vlastnosti tramadolu je uveden v tabulce VI.
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Tabulka V1. — Fyzikalné-chemické vlastnosti tramadolu [8]

Tramadol
Strukturni vzorec HaCo_ _CHs
N
e
O
OH
Systematicky nazev (IUPAC): 2-[(dimethylamino)methyl]-1-(3-
methoxyfenyl)cyklohexanol

Sumarni vzorec C16H2sNO,
Relativni molekulova hmotnost (M;) 263,4
Disocia¢ni konstanta (pK,) 8,3: 9,41 (20 C)
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie a pFistrojové vybaveni

Veskera méfeni byla provedena na hmotnostnim spektrometru s iontovou pasti (LCQ,
Thermo Finnigan, San Jose, USA), kde jako iontovy zdroj slouzila modifikovana sprejovaci
¢ast nano-elektrospreje se sprejovaci kapilarou pokrytou kovem (PicoTip emitter GlassTip,
ID=2 + 1 um; New Objectiv, Woburn, USA) [43]. Kapilara byla pfed kazdym méfenim
naplnéna sprejovaci kapalinou a poté na ni bylo vloZeno sprejovaci napéti v rozsahu +1,5 az
+3,5 kV. Jako desorp¢ni povrch bylo zvoleno mikroskopické sklicko se zdrsnénym povrchem
(Sigma-Aldrich, Praha) a filtry ze sklenénych mikrovlaken (typ Z7, stt. velikost pora 2,5 um,
Merci, Praha). Snimky filtri ze skelnych mikrovldken byly ziskany pomoci transmisni
elektronové mikroskopie ve spolupraci s Mikrobiologickym tstavem AV CR.

Jako modelové analyty byly pouZity kofein, metamfetamin (Sigma Aldrich, Praha),
nikotin (Merck, Praha), tramadol a zolpidem (poskytnuty Ustavem soudniho 1ékaistvi LF UP
Vv Olomouci). Pro ptipravu detekénich ¢inidel byly pouzity luminol, TMB, peroxoboritan
sodny (Merck, Praha), uhli¢itan sodny a peroxid vodiku (Sigma-Aldrich, Praha).
Deionizovana voda byla pfipravena deioniza¢ni stanici MilliQ UV (Millipore, MA, USA). Na
ptipravu sprejovaci kapaliny byly pouzity methanol (Merck, Praha), acetonitril a kyselina

mravenci (Sigma-Aldrich, Praha). VSechny pouzité chemikalie byly analytické Cistoty.
4.2 Orientacni zkousky a jejich provedeni

a) Luminol — p¥iprava ¢inidla

Ke 100 mg luminolu v 50 ml kadince bylo pfidano 9 ml deionizované vody. K vzniklé
suspenzi bylo ptidano 0,5 g bezvodého uhlic¢itanu sodného (Na,COg3) a vSe bylo dikladné
rozpus$téno. Do mikrozkumavky bylo odvazeno 0,5 g peroxoboritanu sodného (NaBO3-4H;0)
a doplnéno objemem 1 ml deionizované vody a dikladné ropzuSténo pomoci ultrazvukové
lazné. Pfed pouzitim Cinidla k analyze byly oba roztoky smichdny a ¢inidlo bylo pfiddno bud’
do roztoku, o kterém se predpokladalo, ze obsahuje krev, nebo se rozpraSovalo na krvi
zneCiStény povrch (odév, papir atd.). Pozitivni zkouSka se projevila modrou viditelnou

modrou luminiscenci, pozorovatelnou ve tmé.
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b) TMB — priprava ¢inidla

Na lodi¢ce bylo odvazeno 5 mg TMB a rozpusténo v 5 ml dimethylsulfoxidu. Jako
zakladni roztok bylo piipraveno 50 ml roztoku kyseliny octové o koncentraci 0,1 mol/l. Pfed
analyzou bylo smichano 1 ml roztoku TMB s9 ml zakladniho roztoku kyseliny octové
a k pripravené smési bylo ptidano 5 pl 30% peroxidu vodiku. Vzniklé ¢inidlo bylo pouzito
obdobné jako v pfipadé luminolu, pozitivni zkouska se projevila jasné modrym zabarvenim

V prib¢hu asi 1 minuty.

4.3 Priprava standardi a vzorki k analyze

Odvazend mnozstvi uvedenych modelovych analyti byla rozpusténa v piislusném
mnozstvi methanolu, aby koncentrace standardnich roztoka analytli byla 1 mg/ml. Pln4 lidska
krev byla bez jakékoli Upravy pouzita jako vzorek k analyze. Do mikrozkumavky bylo
odpipetovano vzdy 100 ul standardu o koncentraci 1 mg/ml a pii laboratorni teploté bylo
rozpoustédlo odpateno. Poté byl do mikrozkumavky odpipetovano 1 ml krve, aby vysledna
koncentrace latek v krvi byla 100 mg/l. K ovéfeni postupit a vyvinuté metody analyzy byly
pouzity redlné vzorky krve od pacientll po intoxikaci, obsahujici studované analyty. Tyto

vzorky byly poskytnuty Ustavem soudniho lékaistvi LF UP v Olomouci.

Biologické vzorky, zejména krev bez jakékoli upravy, obsahuji velké mnozstvi
interferujicich latek nizkomolekularniho (transportované latky, vitaminy, hormony, ionty atd.)
1 vysokomolekularniho charakteru (proteiny). Z tohoto divodu je dilezité zvysit ti¢innost
ionizace hledanych latek a minimalizovat €1 snizit vliv matrice. S uspéchem bylo vyuZito
filtrG ze skelnych mikrovlaken (FSM), které se ukézaly jako velice efektivni pro zvySeni
intenzity signalu a jeho stability v nanoDESI-MS métenich [44]. Filtry jsou vyrobeny ze
specidlnich vldken s velmi malymi pory, které dosahuji stfedni velikosti okolo 2,5 pum.
VIdknita struktura filtrG byla potvrzena snimky z transmisni elektronové mikroskopie (TEM,
obr. 4 a 5). K porovnani u¢innosti obou povrchil na zvyseni stability a intenzity signalu byly
vybrany dvé sprejovaci kapaliny, sestavajici ze smési voda/methanol/kyselina mravenci (50 :

49,5 : 0,5; v/v) a ze smési acetonitril/voda/kyselina mravenci (90 : 9,5 : 0,5; v/v).
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Obr. 5 — snimky filtrii ze skelnych mikrovidken s nanesenou krvi porizené pomoci TEM
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4.4 Analyza hmotnostni spektrometrii (nanoDESI-MS)

Desorp¢ni nano-elektrosprejova ionizace patii mezi ionizacni metody pracujici na
principu desorpce a ionizace analyti za atmosférického tlaku. Sprejovaci médium je
aplikovano nano-elektrosprejem na zkoumany povrch kde dochazi k desorpci iontii analytu
vlivem interakci s ionty média vzniklych v nano-elektrospreji. Takto vznikaji protonizované
ionty analytu, které nasledné¢ vstupuji do hmotnostniho analyzatoru. ZjednoduSené schéma
nanoDESI-MS je popsano na obrazku ¢.6. Samotny mechanismus desorpce pomoci

nanoDESI-MS je stale pfedmétem zkoumani [43,45].

Zdroj vysokého
napéti

VN

Sprejovaci
kapilara
Vstup do MS

Sprejovani

Desorbované
ionty

Povrch

AR AL LR )

Deponovany
vzorek

Obr. 6 - Schéma nanoDESI-MS. Prevzato a upraveno z [45]

Studované modelové analyty byly pfedem zmeéfeny bez piitomnosti matrice a byla
ziskdna hmotnostni (MS) a fragmentac¢ni (MS/MS) spektra, ktera slouzila k identifikaci
zkoumanych latek v krevni stopé€. Poté byly postupné naneseny na vzorkovaci povrchy
samotnd krev a krev obsahujici modelové latky. Jednotlivé parametry nastaveni iontového
zdroje a hmotnostniho spektrometru, vcéetné koliznich energii a vyznamnych fragmentt iontt,

jsou uvedeny u kazd¢ analyzované latky.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Volba podminek analyzy

Z experimentalnich vysledkt, které shrnuje tabulka VII., bylo patrné, ze vyssi
intenzitu signalu poskytovala smés acetonitrilu a vody (ACN/voda), kterd byla oproti smési
methanolu a vody (MeOH/voda) az o dva tady vyssi (obr. 7). Testovani intenzity bylo
provedeno na sérii Sesti métenich, kazdé o délce 30 sekund. Intenzita signalu byla sledovana
pomoci standardu nikotinu o koncentraci 0,1 mg/ml, jako absolutni intenzita zdkladniho piku

m/z 163.

Tabulka VI1I. —Vysledky méfeni intenzity signalu jednotlivych sprejovacich kapalin a povrchi

Typ povrchu a Intenzita signalu iontu m/z 163 v jednotlivych méfenich Primérna  Smérodatna % RSD

spej. kapalina 1 2 3 4 5 6 intenzita ~ odchylka

Sklo, MeOH:voda 8,26x 10°  5,17x10°  541x10* 4,98x10°  4,09x 10* 2,68x10* 510x 10*  18426,9 36,14 %
Filtr, MeOH:voda 3,45x10°  2,42x10° 3,11x10° 2,88x10° 2,82x10°  3,01x10°  2,95x10° 34114,0 11,57 %
Sklo, ACN:voda  4,56x10°  3,31x10° 2,38x10° 1,67x10°  1,76x10°  1,51x10° 2,53x10° 1193707,1  47,15%
Filtr, ACN:voda  1,33x10°  1,89x 10° 221x10° 2,10x10°  2,09x10°  2,16x10°  1,96x10° 328856,6 16,75 %

Graf zavislosti intenzity signalu na typu povrchu a sprejovaci
kapaliné

4.00E+06 -

3.50E+06
= 3.00E+06 - [
S 2.50E+06 -
@ 2.00E+06 ‘ I
N 1.50E+06 -
£ 1.00E+06 -

5.00E+05

0.00E+00 : - : : .

1 2 3 4
Typ povrchu resp. sprejovaci kapalina

Obr. 7 — Zavislost intenzity signdlu na typu povrchu a sprejovaci kapaliné

(1 — MeOH/voda, sklo; 2 — MeOH/voda, FSM; 3 — ACN/voda, sklo; 4 — ACN/voda, FSM)
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Jak je vidét z vysledkt v tabulce VII. a ze srovnani na obr. 7, nejvyssi prumérné
intenzity signalu sledovaného iontu bylo dosazeno pfi pouziti zdrsnéného skla a sprejovaci
kapaliny na bazi ACN/voda. AvSak vzhledem ke kolisani signalu a vysoké relativni
smérodatné odchylce (RSD) v sérii méfeni (47,15 %) nebyl tento povrch zvolen jako
nejvhodnéjsi pro dalsi analyzy. Povrch z filtri ze skelnych mikrovldken vykazoval sice
nepatrné niz$i primérnou intenzitu signdlu (pfiblizné o 22 % oproti zdrsnénému sklu),
zaroven vsak s vyrazné vysSi opakovatelnosti. Jako vhodné modelové povrchy pro dalsi
analyzy pomoci nanoDESI-MS byly po vyhodnoceni experimentalnich dat zvoleny filtry ze

skelnych mikrovlaken, se sprejovaci kapalinou tvofenou smési ACN/voda.
5.2 Analyza vzorki

Referencni biologicka matrice

Aby byla doloZena spravnost vysledki analytické metody, musi byt ovéfen i vliv
samotné matrice vzorku. Je nutné zejména dolozit absenci hledaného signalu za pomoci
referencni biologické matrice. Biologicky vzorek bez obsahu hledanych latek je nutné
podrobit stejnému postupu analyzy jako vzorek. Plna lidska krev bez obsahu studovanych
analyti byla nanesena na zkoumany povrch (FSM) a analyzovana stejnym postupem
a metodou, které byly vyuzity v analyze ostatnich vzorku, véetné realnych. Ziskana spektra
krve neobsahovala signal Zadného ze zkoumanych analytd (obr. 8), coZ bylo potvrzeno

1 MS/MS fragmentacnimi spektry.
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Obr. 8 — MS spektrum plné krve bez obsahu studovanych analytii (povrch FSM)
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Pripadova studie I. — analyza tramadolu v Krvi

Vyvinutd metoda nanoDESI-MS analyzy byla aplikovana na analyzu realnych vzorka
obsahujich studované analyty. Jako realny vzorek byla analyzovéana plna krev pacienta, ktera
obsahovala tramadol. Na obrazku ¢. 9 a 10 je uvedeno MS spektrum a fragmentacni MS/MS
spektrum standardu tarmadolu deponovaného na filtru ze skelnych mikrovldken.

V tabulce VIII. jsou uvedeny dalsi parametry analyzy.

Tabulka VIII. — analyzované vzorky obsahujici tramadol
Vzorek Koncentrace Sprejovaci m/z [M+H]®  Sprejovaci Kolizni energie

analytu kapalina napéti U [kV] [9%0]
a) Standard 1 mg/ml ACN/voda 264 +25 28
b) Krev - ACN/voda 264 +25 30
Vyznamné fragmentacni ionty:

H H
+ |,
HsC—N—CH, HaC—N—CH,

(|3H3 -H,0 CH,
—_—
0 o
OH O

M, [M+H]'= 264 M, = 246
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a) analyza standardu tramadolu
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Obr. 9 — nanoDESI-MS spektrum standardu tramadolu (1 mg/ml, povrch FSM)
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Obr. 10 — nanoDESI-MS/MS spektrum standardu tramadolu (1 mg/ml, povrch FSM)
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b) analyza krevni stopy obsahujici tramadol deponované na FSM
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Obr. 11 — nanoDESI-MS spektrum plné krve obsahujici tramadol
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Obr. 12 — nanoDESI-MS/MS spektrum iontu tramadolu v krvi s vyznamnym
fragmentem na m/z 246

187.13 208.27 236.07 ‘ 298.00
|

Na obrazku €. 11 a 12 je uvedeno MS spektrum a fragmentacni MS/MS spektrum plné
krve obsahujici tarmadol deponované na filtru ze skelnych mikrovlaken. Pfitomnost
tramadolu byla potvrzena shodou fragmentacnich MS/MS spekter, ziskanych analyzou krve,

s fragmenta¢nimi MS/MS spektry standardu.
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Piipadova studie II. — analyza metamfetaminu v Krvi

Stejné jako v predeslém piipad€ byla provedena analyza plné krev pacienta obsahujici
metamfetamin. Na obrazku ¢. 13 a 14 je uvedeno MS spektrum a fragmenta¢ni MS/MS
spektrum standardu metamfetaminu deponovaného na filtru ze skelnych mikrovldken.

V tabulce IX. jsou uvedeny dalsi parametry analyzy

Tabulka IX. — analyzované vzorky obsahujici metamfetamin

Vzorek Koncentrace Sprejovaci m/z [M+H]* Sprejovaci Kolizni energie
analytu kapalina napéti U [kV] [96]
a) Standard 1 mg/ml ACN/voda 150 +25 25
b) Krev - ACN/voda 150 +25 25
Vyznamné fragmentacni ionty [47]:
H
H \ +.CH; H
H \ 7 N\ H A
\CH/C H \ /C\
CH, - NH,CH, CH CH,
—_— >
+_
M, [M+H]"= 150 M, =119

a) analyza standardu metamfetaminu
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Obr. 13 — nanoDESI-MS spektrum standardu metamfetaminu (1 mg/ml, povrch FSM)
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Obr. 14 — nanoDESI-MS/MS spektrum standardu metamfetaminu (1 mg/ml, povrch FSM)
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b) analyza krevni stopy obsahujici metamfetamin deponované na FSM
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Obr. 15 — nanoDESI-MS spektrum plné krve obsahujici metamfetamin
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Obr. 16 — zvétsena cast spektra z obr. 14 — patrny iont metamfetaminu na m/z 150
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Obr. 17 — nanoDESI-MS/MS spektrum iontu metamfetaminu v krvi s vyznamnym

fragmentem na m/z 119

Na obrazku €. 15, 16 a 17 jsou uvedena MS spektra a fragmenta¢ni MS/MS spektrum
plné krve obsahujici metamfetamin deponované na filtru ze skelnych mikrovlaken. Pro
prekryv iontem na m/z 149 neni iont metamfetaminu patrny. Vybrana ¢ast spektra byla
zvétSena na obrdzku ¢. 16 a piitomnost metamfetaminu byla potvrzena fragmentacnimi

spektry a jejich srovnéni s fragmenta¢nimi spektry standardu.
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Pripadova studie III. — analyza nikotinu v krvi kuraka

Obdobnym zpiisobem byla pomoci nanoDESI-MS analyzovdna i1 krev kuidka.
Na obrazku ¢. 18 a 19 je uvedeno MS spektrum a fragmentacni MS/MS spektrum standardu
nikotinu deponovaného na filtru ze skelnych mikrovlaken. V tabulce X. jsou uvedeny dalsi

parametry analyzy.

Tabulka X. — analyzované vzorky obsahujici nikotin

Vzorek Koncentrace Sprejovaci m/z [M+H]* Sprejovaci Kolizni energie
analytu kapalina napéti U [kV] [96]

a) Standard 1 mg/ml ACN/voda 163 +25 25

b) Krev - ACN/voda 163 +25 25

Vyznamné fragmentacni ionty [46]:

\ —
| P b, M, = 132
N
M. [M+H]'= 163 | e,
_
N
M. = 106
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Obr. 18 - nanoDESI-MS spektrum standardu nikotinu (1 mg/ml, povrch FSM)
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obr. 19 — nanoDESI-MS/MS spektrum standardu nikotinu (1 mg/ml, povrch FSM)
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Obr. 20 — nanoDESI-MS spektrum piné krve obsahujici nikotin
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Obr. 21 — nanoDESI-MS/MS spektrum iontu nikotinu v krvi s vyznamnymi

5 116.87

RE N A .‘.‘,5

fragmenty na m/z 106 a 132

Na obrazku ¢. 20 a 21 je uvedeno MS spektrum a fragmentaéni MS/MS spektrum plné
krve obsahujici nikotin deponované na filtru ze skelnych mikrovlaken. Pfitomnost nikotinu
byla potvrzena shodou fragmentacnich MS/MS spekter, ziskanych analyzou krve,
s fragmenta¢nimi MS/MS spektry standardu.
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Analyza ostatnich vzorki — kofein v krvi

Ostatni vzorky krve s obsahem biol
uvedenym v kapitole 4. Analyza pomoci nan

jako v predchozich piipadech. Na obrazku ¢.

ogicky aktivni latky byly pfipraveny postupem
0oDESI-MS byla provedena obdobnym zptisobem
22 a 23 je uvedeno MS spektrum a fragmentacni

MS/MS  spektrum standardu kofeinu deponované¢ho na filtru ze skelnych mikrovléken.

V tabulce XI. jsou uvedeny dal$i parametry analyzy.

Tabulka XI. — analyzované vzorky obsahujic

i kofein

Vzorek Koncentrace Sprejovaci m/z [M+H]* Sprejovaci Kolizni energie
analytu kapalina napéti U [kV] [96]
a) Standard 1 mg/ml ACN/voda 195 +25 30
b) Krev 0,1 mg/mi ACN/voda 195 +25 30
Vyznamné fragmentacni ionty [46]:
H
ICI) [ N ~o"
[ ) — &
|
CHg CHj
M, [M+H]"= 195 M, =138
12(: 195.13 o o,
9 HC I N
85 Nt >
; o
70 (|:H3

{ 209.13 229.13
19143 ’\ ﬂ\ 2239% ‘,N
‘r\‘,‘ L L ..L‘g )

175.00
161.00 I
A ha, . Al
i T

23513 24%'13 259.00 271.07
LT N oL 3 A

301.07
279.00 317.00
Lh 22680 swo7 37 5707 33900 aussn

T T T T T T
160 180 200 220
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Obr. 22 — nanoDESI-MS spektrum standardu kofeinu (1 mg/ml, povrch FSM)
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Obr. 23 — nanoDESI-MS/MS spektrum standardu kofeinu (1 mg/ml, povrch FSM)
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Obr. 24 — nanoDESI-MS spektrum piné krve obsahujici kofein (0,1 mg/ml, povrch FSM)

163.11 177.08

298.76
I 189.05
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Obr. 25 — nanoDESI-MS/MS spektrum plné krve obsahujici kofein (0,1 mg/ml, povrch FSM)
S vyznamnym fragmentem na m/z 138
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Na obrazku €. 24 a 25 je uvedeno MS spektrum a fragmentacni MS/MS spektrum plné
krve obsahujici kofein deponované na filtru ze skelnych mikrovlaken. Pfitomnost kofeinu
byla potvrzena shodou fragmentacnich MS/MS spekter, ziskanych analyzou krve,
s fragmentacnimi MS/MS spektry standardu.
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Analyza ostatnich vzorki — zolpidem v Krvi

Krev s obsahem zolpidemu byla ptipravens postupem uvedenym v kapitole 4. Analyza
pomoci nanoDESI-MS byla provedena obdobnym zplsobem jako v pfedchozich piipadech.
Na obrazku ¢. 26 a 27 je uvedeno MS spektrum a fragmentacni MS/MS spektrum standardu
zolpidemu deponovaného na filtru ze skelnych mikrovlaken. V tabulce XII. jsou uvedeny

dalsi parametry analyzy.

Tabulka XII. — analyzované vzorky obsahujici zolpidem

Vzorek Koncentrace Sprejovaci m/z [M+H]®  Sprejovaci Kolizni energie
analytu kapalina napéti U [kV] [9%6]
a) Standard 1 mg/ml ACN/voda 308 +25 35
b) Krev 0,1 mg/mi ACN/voda 308 +25 35
Vyznamné fragmentacni ionty [48]:
= /N
N/ CHg

H3C
CH
3 ___— Othr

O—
H,C / CHs
3 o N
HsC
M. [M+H]'= 308 et
M, = 235
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Obr. 26 — nanoDESI-MS spektrum standardu zolpidemu (1 mg/ml, povrch FSM)
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Obr. 27 — nanoDESI-MS/MS spektrum standardu zolpidemu (1 mg/ml, povrch FSM)
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Obr. 28 — nanoDESI-MS spektrum plné krve obsahujici zolpidem (0,1 mg/ml, povrch FSM)
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Obr. 29 — nanoDESI-MS/MS spektrum plné krve obsahujici
zolpidem (0,1 mg/ml, povrch FSM), s vyznamnymi fragmenty na m/z 263 a 235

Na obrazku ¢. 28 a 29 je uvedeno MS spektrum a fragmenta¢ni MS/MS spektrum plné
krve obsahujici zolpidem deponované na filtru ze skelnych mikrovlaken. Pfitomnost
zolpidemu byla potvrzena shodou fragmenta¢nich MS/MS spekter, ziskanych analyzou krve,

s fragmentacnimi MS/MS spektry standardu.

35



6. ZAVER

Z dosazenych vysledkt je patrny potencial vyvinuté metody hmotnostni spektrometrie
S ionizaci desorpénim nano-elektrosprejem pro toxikologické a forenzni ucely. Byly
studovany desorp¢ni povrchy k dosazeni vyssi intenzity a stability signdlu. Jako nejvhodnéjsi
byl zvolen filtr ze skelnych mikrovldken, ktery vyrazné¢ zvySoval intenzitu signalu
1 opakovatelnost jednotlivych métfeni. Metoda umoziluje identifikaci cilovych analyti v plné
krvi s minimem nutnych uprav ptfed analyzou ¢i bez ptedchozi extrakce anebo separace
analyti. Vyhodou metody je rovnéZ jeji rychlost a jednoduchost. Uvedené vysledky dokladaji
moznost vyuziti metody pro identifikaci studovanych analytd, jejich kvantifikace je vSak
pouzivanymi analytickymi technikami (napt. GC-MC, LC-MS), vyrazné¢ vyssi. I pfes uvedené
nedostatky je metoda vhodna pro rychly screening akutni i letalni intoxikace studovanymi
latkami. Dalsi postupy vedouci ke snizeni detekénich limitl a k detailnéjSimu zkoumani

mechanismu ionizace budou predmétem dalsiho studia.
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7. REJSTRIK POUZITYCH POJMU A ZKRATEK

AAS
ACN
AES
AFS
CE
DESI
ESI
FA
FSM

LC
MeOH
MS
nanoDESI
POD

SFC

TLC

TOF
TMB
UVIVIS

Atomova absorpéni spektrometrie
Acetonitril

Atomova emisni spektrometrie
Atomova fluorescencni spektrometrie
kapilarni elektroforéza

Ionizace desorpcnim elektroprejem
lonizace elektrosprejem

Kyselina mravenéni

Filtry ze skelnych mikrovldken
Plynova chromatografie

Hemoglobin

Vysokoucinné kapalinova chromatografie
vnitini pramer

izotachoforéza

Infracervené spektroskopie
Kapalinovéa chromatografie

Methanol

Hmotnostni spektrometrie

Ionizace desorpénim nano-elektroprejem
Peroxidasa

Superkriticka fluidni chromatografie
Tenkovrstevnad chromatografie

Detekce pomoci doby letu

Tetramethylbenzidin (3,3°5,5’-tetramethylbenzidin)

Spektrofotometrie ve viditelné a ultrafialové oblasti
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