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SOUHRN

Disertatni prace se zabyva studiem rychlych separaci ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii se zaméfenim na analyzu novych psychoaktivnich latek a oligosacharidu.
Teoretickd cast je vénovana rychlym chromatografickym separacim a separacim iontovou
mobilitou ve spojeni s hmotnostni spektrometrii véetné jejich praktickych aplikaci. Jsou zde
rovnéZ popsany postupy umoziujici odliSeni nedostatecné separovanych mobilitnich pikda.
Teoretickou Cast uzaviraji kapitoly zabyvajici se novymi psychoaktivnimi latkami (NPS)
a kyselinou hyaluronovou.

Vysledky prace zahrnuji studium a validaci chromatografické separace 15 NPS
ze skupiny katinontt a fenylethylamini v moc¢i pomoci ultra-vysokoucinné kapalinové
chromatografie (UHPLC) a ultra-vysokoucinné superkritick¢é fluidni chromatografie
(UHPSFC). Kupravé vzorki moce byl pouzit jednoduchy postup ,zfedit-zfiltrovat-
analyzovat“. Z hlediska vytéZnosti 1 matricnich efektti poskytovala UHPSFC kompaktné&jsi
vysledky, avSak na vysSich koncentracnich hladinach dochézelo k ptfenosu analytu
do nasledujici analyzy. Tento jev 1ze minimalizovat prolozenim analytické sekvence slepymi
vzorky. Pfi separaci izomerti NPS bylo dosaZeno lepsSich vysledkt technikou UHPSFC, ktera
oproti UHPLC umozZnila Gspésné€ rozlisit izomery 3-FMC a 4-FMC. Pro vSech 15 NPS byly
stanoveny limity detekce a kvantifikace, pficemz limity detekce se pohybovaly v rozmezi
0,01 az 5 ng/ml moce. Krom& chromatografické separace byly nové psychoaktivni latky
analyzovany pomoci iontové mobility ve spojeni s hmotnostni detekci. Vedle testovani vlivu
druhu driftového plynu na iontové mobilitni separaci byly vypocteny hodnoty CCS (u¢inného
srazkového prifezu), které jsou dalSi charakteristikou latky vhodnou pro potvrzeni jeji
identifikace.

V souvislosti s mensi rozliSovaci schopnosti iontové mobility byl vyvinut jednoduchy
postup k ur€eni ploch nedostate¢né¢ separovanych mobilitnich pik,, ktery vychazi
z ptedpokladu dobré opakovatelnosti driftového ¢asu a tvaru mobilitniho piku (ATD profilu).
Profil mobilitniho piku je popsan jednou nebo vice Gaussovskymi funkcemi, z nichZ je
pro jednotlivé slozky v bindrnich smésich ziskana tzv. ATD funkce. Tyto ATD funkce byly
aplikovany na iontové mobilitni data modelovych smési oligosacharidli odvozenych od kyseliny

hyaluronové. Plochy pikt jednotlivych sloZek ziskané fitovanim dobte korelovaly s hodnotami,



které byly ziskany integraci HPLC pikt. Navrzeny postup se miize uplatnit nejen pii analyze
oligosacharidu, ale také u dalSich analytli Spatné¢ separovanych iontovou mobilitou. Dosazené
vysledky ukazuji vyznam rychlych separaci pii analyze toxikologicky nebo biologicky

zajimavych latek.



SUMMARY

The dissertation deals with rapid separations coupled to mass spectrometry with the
focus on analysis of new psychoactive substances and oligosaccharides. The theoretical part is
devoted to fast chromatographic separations and separations by ion mobility spectrometry
coupled to mass spectrometry, including their practical applications. Procedures allowing
for distinguishing poorly separated mobility peaks are also described. The theoretical part is
concluded by the chapters dealing with new psychoactive substances (NPS) and hyaluronic acid.

The results include the development and validation of chromatographic separation
of 15 NPS (cathinones and phenylethylamines) in urine based on ultra-high performance liquid
chromatography (UHPLC) and ultra-high performance supercritical fluid chromatography
(UHPSFC). A simple "dilute-filter-and-shoot" procedure was used to treat urine samples.
UHPSFC provided more uniform results in terms of recovery and matrix effects, but carryover
of certain analytes was observed at higher concentration levels. This phenomenon can be
reduced sufficiently by inserting blank samples into the analytical sequence. Regarding
the separation of NPS isomers, better results were obtained by the UHPSFC that allowed for
successful differentiation of 3-FMC and 4-FMC isomers, as opposed to UHPLC. Limits
of detection and quantification were determined and LOD in the range from 0.01 to 5 ng/mL
urine was observed. Besides chromatographic separation, new psychoactive substances were
analyzed using ion mobility coupled to mass detection. In addition to testing the influence
of the drift gas on the ion mobility separation, the CCS (collision cross section) values were also
measured. CCS represents another characteristic suitable for confirming the identity of the
substance.

Due to the lower resolving power of ion mobility, a simple procedure has been developed
to determine areas of insufficiently separated mobility peaks, based on the assumption of good
repeatability of drift time and peak shape (ATD profile). The mobility peak profile is described
by one or more Gaussian functions, from which ATD functions are obtained for the individual
components of the binary mixtures. These ATD functions were applied to the ion mobility data
of model mixtures of hyaluronic acid-derived oligosaccharides. The peak areas of the individual
components obtained by fitting correlated well with the values got integrating HPLC peaks.

ATD functions might be useful not only for analysis of oligosaccharides but also for other



analytes poorly separated by ion mobility. The achieved results demonstrate the importance

of rapid separations for analysis of toxicologically or biologically relevant substances.
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1. UVOD

Vyznam analytické chemie v dnesni dobé dokladéa skutecnost, ze se tento obor stava
stale vice nepostradatelnou soucasti fady odvétvi, mezi které patii farmacie, toxikologie,
potravinaisky primysl, sledovani Zivotniho prostfedi, dopingové kontroly a mnoho dalsich.
Vysoké naroky na analyzu rozmanitych vzorka vedou k vyvoji velmi citlivych a selektivnich
technik umoziujicich analyzu Sirokého spektra analyti v matri¢né slozitych vzorcich ve velice
kratkych ¢asech. Pravé rychlost separace je jednim z hlavnich parametrii, kterému je v této praci
vénovana pozornost.

Diserta¢ni prace je zaméfena na studium, vyvoj a aplikaci rychlych separaci ve spojeni
s citlivou hmotnostné spektrometrickou detekci. Vyvijeny a porovnany byly dvé
chromatografické techniky (UHPLC a UHPSFC) v analyze patnacti novych psychoaktivnich
latek v lidské moci. Kromé& chromatografické separace byla feSena také problematika iontové
mobilitni separace téchto latek scilem urceni jejich ucinného srazkového prufezu jako
charakteristické veliCiny pfispivajici k identifikaci. Pro odliSeni $patn¢ separovanych iontove
mobilitnich pikd byl navrzen postup, ktery byl testovdn na binarnich smésich oligosacharidli

odvozenych od kyseliny hyaluronové.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Uvod K rychlym separacim

Z hlediska chromatografie lze za rychlé separace povazovat analyzy, u kterych dochazi
k eluci slozek vzorkt v jednotkach minut pfip. sekund. V ptipad¢€ iontové mobility Ize vysledky
meéteni ziskat v jednotkach az desitkdch sekund. Nartstajici zajem o oblast vyvoje rychlych
separaci je zpiisoben ptredevsim neustale se zvysSujicim poctem provadénych analyz a potifebou
ziskat rychle vysledky a to i v piipad€ matricné slozitych a rozmanitych vzorkt. Cilem je dospét
k co nejrychlejsi separaci dosahujici potfebné Uc¢innosti a rozliSeni s naslednou citlivou a
selektivni detekci. Rychlé separace nachazeji své uplatnéni v mnoha oblastech, kde je kladen
diraz predevsim na Cas. Naptiklad v toxikologii, klinické chemii, pfi dopingovych kontrolach,
ale 1 v proteomice a metabolomice, kde je potiebna uc¢inna separace velmi komplexnich vzorki
obsahujicich az stovky slozek.

Na zékladé téchto pozadavkil je v poslednich letech sméfovana pozornost na vyvoj
vysokotlakych technik poskytujicich vysledky ve vyznamné kratSich casech ve srovnani
s technikami konven¢nimi. Mezi tyto techniky, dnes jiz b&ézné pouzivané, fadime ultra-
vysokoucinnou kapalinou chromatografii (UHPLC) vyuZivajici pro zvySeni u¢innosti separace
staciondrni faze s pln€ poréznimi Casticemi mensimi neZ 2 pm. Rychlych separaci lze vSak
dosdhnout 1 jinymi cestami, neZ je zmenSovani pln€ poréznich castic, napf. pouZitim
monolitickych kolon nebo povrchové poréznich castic. Pozdé€ji na trh uvedena ultra-
vysokoucinnad superkritickd fluidni chromatografie (UHPSFC) neni prozatim tak bé&znou
technikou, v mnoha ptipadech se vSak osvédcila jako vhodna alternativa k UHPLC. Pravé proto
je mozné nalézt fadu publikaci, ve kterych jsou tyto dvé techniky vzajemné porovnavany [1-7].
RovnéZ elektromigraéni techniky je mozné vyuZit k rychlym separacim. To doklada fada
publikovanych aplikaci, které v modu kapilarni elektroforézy (CE) jsou schopny separaci v fadu
sekund az jednotek minut [8-11].

Dal$im typem techniky umoznujici rychlou separaci, které je taktéz vénovana pozornost,
je spojeni iontové mobility s hmotnostni spektrometrii (IM-MS). Tato technika je schopna
poskytovat rychlé¢ vysledky i bez nutnosti zatazeni chromatografického systému, jelikoz

umoziuje separaci iontli pfimo v mobilitni cele integrované s hmotnostnim spektrometrem.



Spojeni IM-MS pfineslo nové moznosti v separaci a kvantifikaci izobarickych/izomernich
sloucenin. IM-MS roz$ifuje moznosti identifikace latek, ovétovani struktur, ale také zlepsuje
pomér signalu k Sumu pfi kvantitativni analyze. K ovéfeni a identifikaci latek se vyuziva
charakteristické veli¢iny — ué¢inného srazkového priafezu neboli CCS (collision cross section),

jehoz hodnotu Ize touto technikou urcit [12].

2.2. Rychlé chromatografické separace

V poslednich letech doslo ke znacnému nartistu poctu novych komeréné dostupnych
technologii v oblasti chromatografie. Cilem téchto novych technologii je dosaZeni rychlejsi
analyzy bez ztraty kvality separace nebo ziskani vys$siho rozliSeni v rozumném ¢ase [13].

Jednou z moznosti jak dosdhnout rychlejSich separaci je zmenSovani plné¢ poréznich
castic chromatografického sorbentu az na primér mensi nez 2 um, coz ovsem pfinasi zvySené
naroky na chromatografickou instrumentaci z hlediska tlaku, za kterého je systém schopen
pracovat. Tento smér vyvoje rychlych separaci se prosadil v roce 2004 ptichodem prvniho
komeréné dostupného UHPLC systému Acquity UPLC od firmy Waters. Dne$ni moderni
systémy jsou schopny pracovat az do tlakd 1500 bard (~ 22000 psi) [14]. Z Van Deemterovy
kiivky pro riizné pruméry ¢astic sorbentu (Obr. 1) je zfejmé, Ze optimalni separacni G€innosti
pro mensi ¢astice je dosaZeno pii vysSich linedrnich pritokovych rychlostech a v jejich $ir§Sim
rozsahu a to z dvodu nizkého odporu proti pfevodu hmoty ve stacionarni tazi. S pouzitim kolon
naplnénych ¢asticemi mensimi nez 2 pm lze tak dosdhnout lepsi t€innosti, rozliSeni a zkraceni

doby analyzy [15,16].
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Obr. 1: Znazornéni van Deemterovy kiivky pro rlizné priméry plné poréznich ¢astic

stacionarni faze. (pfevzato z cit. [16])

Na druhou stranu vyuziti takto malych ¢astic sebou nese nértst zpétného tlaku v systému
dle Darcyho zékona [17,18]. Pfi rychlych a U¢innych separacich za ultra-vysokého tlaku je
kladen velky diraz na kvalitu a stabilitu stacionarni faze. V dne$ni dob¢ jsou pro techniku
UHPLC dostupné ruzné typy stacionarnich fazi (pro reverzni, normalni LC, hydrofilni
interak¢ni chromatografii (HILIC) aj.) v rozmezi priméru ¢astic sorbentu 1,5 — 2 um. Tento typ
kolon se s Gspéchem vyuziva v fad¢ odvétvi jako je napiiklad farmacie, biomedicina, analyza
potravin a monitoring slozek Zivotniho prosttedi.

Dalsim pokrokem ve vyvoji stacionarnich fazi bylo vyvinuti povrchovée poréznich Castic
(SPP — superficially porous particles) slozenych z pevného neporézniho jadra o priméru 1,7 um
a porovitého vnéjsitho obalu o tlouSce ~ 0,5 pm. Tento moderni typ stacionarnich fazi,
oznacovan také jako ,,fused-core®, ,,core-shell* nebo ,,solid-core®, fesi diky malym rozmérim
¢astic problém nizké kapacity kolon, ktery nastava pii pouziti klasickych povrchové poréznich
¢astic s veétSimi rozmeéry. Soucasné také pouZivané malé rozméry povrchové poréznich ¢astic
pozitivné ovlivnily odpor proti pfevodu hmoty ve staciondrni fazi, podélnou a vitivou difuzi
[19-22]. Koncept povrchové poréznich staciondrnich fazi s primérem castic pod 3 um byl
komercializovan v roce 2007 piedstavenim této nové generace Castic urcenych pro separaci
malych 1 velkych molekul [23]. Pouziti kolon naplnénych timto typem c¢astic umoziuje

dosdhnout podobnych vysledkli jako u UHPLC kolon s 2-3krat nizSimi tlaky [24,25]. SPP



kolonova technologie predstavuje jednoho z hlavnich konkurentti k UHPLC kolondm, jelikoz
pocet vyrobct téchto kolon nariista [13,20,26].

Zrychleni chromatografické separace Ize také docilit pomoci monolitickych
stacionarnich fazi. Jsou tvofeny jednim kusem porézniho pevného materidlu s jedineCnymi
vlastnostmi z hlediska permeability a Uc€innosti [27,28]. Na monolitickych kolonach lze
pozorovat dva typu port: I) makropdry — umoziujici rychly tok mobilni faze skrz monolit
pii relativné nizsich tlacich, II) mesopory — které zajist'uji velky povrch monolitu a tim 1 vysokou
separacni kapacitu [29]. Béhem 90. let 20. stoleti byly vyvinuty jak organické monolity napf.
na bazi polymetakrylatu (vhodné k separaci biomolekul véetné oligonukleotidii, peptidi a
intaktnich proteinti [30,31]), tak anorganické monolity zaloZzené napf. na oxidu kiemicitém.
Ty nachazeji uplatnéni pfi separaci malych molekul. Dnes je roz§ifena druha generace monolitd
uvedenych v roce 2011, které maji mensi makropory 1,2 pum a vétsi mesopory 15 nm. Tato
generace kiemicitych monolitt ma obdobné kinetické vlastnosti jako kolony naplnéné
poréznimi ¢asticemi mensimi nez 2 pm [32]. Ve srovnani s kolonami plnénymi klasickymi plné
poréznimi ¢asticemi o priiméru 5 pm umoziuji monolitické kolony dosazeni vyssi i€innosti za
soucasn¢ nizsich zpétnych tlakl [33,34]. Komeréné dostupné monolitické kolony z oxidu
kfemicitého se ptipravuji v PEEK kolonach a mohou byt vystaveny maximalnimu tlaku 200 bar
[4]. Na Obr. 2 a 3 jsou srovnany razné typy vysSe popsanych staciondrnich fazi z hlediska

ucinnosti a zpétnych tlakl pti danych pritocich [35].
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Obr. 2: Zobrazeni van Deemterovy kiivky pro rizné typy staciondrnich fazi. (pfevzato

z cit. [35])
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Obr. 3: Srovnani kolonového tlaku (100 mm x 2,1 mm) pro riizné stacionarni faze

pii pouziti mobilni faze voda:acetonitril (1:1 v/v) a teploté¢ 30 °C. (pfevzato z cit. [35])

Stacionarni faze jsou vyuzivany nejen pii vyrobé klasickych kolon, ale také se pouzivaji
jako naplin kanalkli separa¢nich mikroCipt [36], které mohou nachizet uplatnéni v oblasti
mobilnich analytickych systému. Zajimavou oblasti, ve které se s uspéchem vyuziva novych
stacionarnich fazi, jsou tzv. sub-sekundové separace neboli separace pod jednu sekundu. Tyto
separace vyuzivaji nejkratSich komeréné dostupnych kolon (50 % 4,6 mm i. d.), které jsou
naplnény riznymi staciondrnimi fazemi (obvykle povrchové poréznimi ¢asticemi), k analyze
ruznych tiid sloucenin. Binarni nebo ternarni smési, chirdlni a achirdlni analyty jsou oddéleny
v Case 1 kratSim neZ jedna sekunda. Tento novy pfistup by mohl byt vyuzivan jak pfi rychlém
screeningu, tak ve dvourozmérné kapalinové chromatografii [37].

S vyvojem novych a stabilnéjSich stacionarnich fazi zac¢al byt na poli chromatografické
separace vice studovan vliv teploty, coz sméfovalo k nové technice — ultra rychlé kapalinové
chromatografii za zvySené teploty (UFHTLC - Ultra Fast High Temperature Liquid
Chromatography). S rostouci teplotou klesa viskozita mobilni faze [38], sniZuje se zpétny tlak
v systému a lze pracovat za vyssich pratokt, coz vede k rychlejSimu vymyti latek z kolony [39].
Pii extrémné vysokych teplotach postaci pro separaci €ist¢ vodna mobilni faze, kterd oproti
organickym mobilnim fazim piinasi fadu vyhod z hlediska ceny, toxicity a vlivu na Zivotni
prostiedi. Na druhou stranu tato technika sebou nese i fadu uskali, napt. degradaci
termolabilnich analyti, vliv teploty na stabilitu stacionarni faze a konstrukéni narocnost
instrumentace [40].

Na poli rychlych separaci se stale Castéji Ize setkat s aplikaci superkritické fluidni

chromatografie (SFC), ktera se v poslednich letech stala uzite€nou alternativou k UHPLC.



Superkritickd fluidni chromatografie je zaloZena na jedinecnych fyzikalnich vlastnostech
mobilni faze, kdy je vyuzivan pfedevsim oxid uhli¢ity (COz) v nadkritickém stavu. Nevyhodou
CO:z je jeho nizka polarita a s tim 1 spojena nedostatecna eluce polarnich latek z kolony. Tento
problém je Casto vyfeSen pridanim modifikatoru do mobilni faze. Obvykle se jedna o polarni
organické rozpoustédlo (methanol, acetonitril apod.). Pfi separaci se pracuje pii teploté a tlaku
vys$§im, nez jsou kritické hodnoty. Za téchto podminek mobilni faze vykazuje vyssi hustotu nez
plyn, coz ptispiva k rychlejsi eluci latek bez vzniku nadmérného zpétného tlaku v systému [41].
Difuzivitou a viskozitou se k nému pfiblizuje. Hodnoty diftzniho koeficientu latek se
v nadkritickém stavu pohybuji o 1-2 fady vyse nez v kapalinach [42]. Stejné jako v ptipadé
vyvoje kapalinové chromatografie, kdy byl v roce 2004 ptredstaven systém UHPLC, tak i vyvoj
SFC vedl ke wvzniku systtmu UHPSFC (ultra-vysokou¢innd superkritickd fluidni
chromatografie), ktery umoziuje analyzy za vysokych zpétnych tlakii. Prvni komercné
dostupny ultra-vysokot¢inny superkriticky fluidni chromatograf Acquity UPC? byl v roce 2012
predstaven firmou Waters [3,43].

Aplikace rychlych separaci se uplatituje taktéz v oblasti plynové chromatografie.
Takzvané ,,Fast GC*“ dovoluje 3-10krat snizit ¢asovou naro¢nost analyzy oproti konven¢ni
plynové chromatografii. Od klasické plynové chromatografie se odliSuje v pouziti kratSich
kolon, s uz§im prumeérem a tencim filmem stacionarni faze, rychlejSimi teplotnimi programy,
volbou nosného plynu (vodik) a jeho pratokovou rychlosti [44,45].

K rychlému ziskadni kvalitnich analytickych vysledkid je zapotfebi nejen dobie
optimalizované¢ separace, ale 1 spravné zvolené¢ detekéni techniky kompatibilni
s chromatografickym systémem. S naristem ultra-vysokouc¢innych chromatografickych
separaci se objevuji n€ktera omezeni ve spojeni téchto technologii s hmotnostni spektrometrii
(MS). Pro rychlé separace a zachovani rozliSeni/u¢innosti (ziskani uzkych pikll) je zapotiebi i
adekvatné rychly pracovni cyklus hmotnostniho analyzatoru obecné detektoru. Nejnovéjsi
generace hmotnostnich spektrometri tato spojeni jiz umoziiuji. Nékteré analyzatory jsou
vhodnéjsi pro UHPLC a UHPSFC (napf. trojity kvadrupdl nebo priletovy analyzétor) nez jiné
(napf. iontova past nebo hmotnostni analyzatory s Fourierovou transformaci). Z divodu
pouzivani kolon o nizkych objemech je tfeba pocitat s vyznamnéj$im vlivem mimo-kolonovych
prispeévkli na rozsitovani piki, tedy i1 pfispévku detektoru. Ultra-vysokoucinné systémy

umoziuji pracovat pti vysSich linearnich pratokovych rychlostech mobilni faze, proto je rovnéz



dilezita schopnost zvolené ionizacni techniky zajistit vysokou citlivost i za téchto vysSSich
pratokid. Nejnovejsi vyvoj v oblasti hmotnostné spektrometrické instrumentace spoc¢iva ve
zméng v technologiich analyzatorti a v designu iontové optiky, kterd tak umoziuje lepsi
transmisi iontil a dosazeni vys$i citlivosti a rychlosti méfeni, coZ je vyhodné pro spojeni ultra-
vysokoucinné chromatografie s hmotnostni spektrometrii na poli rychlych separaci [13,46].
Toto tvrzeni je dolozeno prudkym naristem poctu publikaci zabyvajicich se technikou UHPLC-
MS (Obr. 4 A, C). Mezi nejcastéji vyuzivané hmotnostni analyzatory ve spojeni UHPLC-MS
patii jednoznaéné trojity kvadrupol (QqQ) a kombinace kvadrupélu s priletovym analyzatorem

(Q-TOF) (Obr. 4 B) [13].
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Obr. 4: A) Zobrazeni poctu publikaci vyuzivajicich techniku UHPLC-MS od roku 2004.
B) Zobrazeni poctu aplikaci UHPLC-MS systému na zéklad€ pouzitého typu MS analyzatoru.
(ptevzato z cit. [13]) a C) Graf poctu publikaci aktualizovany o roky 2012 —2017. (vyhledavani
na Web of Science dle slov ,,(UPLC or UHPLC) and MS* 6. 3. 2018)



2.3. Aplikace rychlych chromatografickych separaci

S rychlymi chromatografickymi separacemi se setkavame v celé fad¢ odvétvi, kde se
vyuzivaji k identifikaci a kvantifikaci riznych typi analytd. Tato kapitola pojednéva o praktické
aplikaci dvou technik ultra-vysokouc¢inné chromatografické separace (UHPLC a UHPSFC)
piedevsim z oblasti bioanalyzy, studia metabolismu Ié¢iv, multi-rezidualniho screeningu vzorkt
potravin a zivotniho prostiedi.

UHPLC-MS technika nachdzi uplatnéni pii cilené analyze 1éCiv v biologickych
matricich, jako je plazma, moc, sliny, tkanég, vlasy aj. Soucasti tohoto typu vzorkt je cela fada
endogennich sloucenin, které mohou interferovat se sledovanym analytem a piekryvat
detekovany signdl. Proto je diillezité minimalizovat matri¢ni efekty a zlepSit analytické postupy
jiz od ptipravy vzorku, pfes chromatografickou separaci, detekci a zptisoby kvantifikace (napf.
pouziti standardl znacenych stabilnimi izotopy). V ptipad¢ analyzy matri¢né slozitych vzorki
se proto jako nejvyhodnéjsi kombinace jevi spojeni UHPLC s tandemovou hmotnostni
spektrometrii [13,47]. Tato kombinace technik byla vyuzita pfi vyvoji metody pro stanoveni
1é¢iva nifedipinu (blokator vapniku, pouzivany pti lécbé kardiovaskularnich poruch) v lidské
plazmé u 30 dobrovolnikii. Metoda s celkovym ¢asem separace do 1,2 min. byla validovana
v Sirokém koncentracnim rozmezi (0,05 — 150 ng/ml) a jeji reprodukovatelnost byla ovéiena
reanalyzou 116 vzorka [48].

V piipadé studia metabolismu 1é€iv rozliSujeme dva typy pfistupd. Prvnim je cilena
analyza, kdy jsou slouCeniny/struktury metaboliti zndmy ¢i predpoklddany. Vyuziva se
predevsim pii studiu stability, aktivity ¢i pfi kvantifikaci metaboliti. Po chromatografické
separaci se jako detek¢ni technika nejcastéji voli trojity kvadrupdl pracujici v rezimu SRM
(single reaction monitoring, sledovani jedné/vybrané reakce). Druhy pfistup se uplatituje pii
identifikaci metabolitli a zkoumani metabolickych cest 1éCiv. Jedna se o necilenou analyzu a
vyuziva se hmotnostné spektrometrickych systémi s vysokou rozliSovaci schopnosti [13,47].
UHPLC-MS/MS nachazi uplatnéni ve farmakologii a farmakokinetice pii tzv. ADME
screeningu 1é¢iv. Jednd se o monitoring absorpce, distribuce, metabolismu a exkrece aktivni
1é¢ive latky. UHPLC separace na koloné BEH (Ethylene Bridged Hybrid) C18 s ¢asticemi
o velikosti 1,7 um naptiklad umoznila zkratit celkovou dobu analyzy o 80 % ve srovnani

s klasickou HPLC separaci [49].



Dalsi oblasti, kde se s vyhodou uplatiiuje UHPLC, je multi-rezidudlni screening.
V ramci tohoto screeningu je dualezité najit rovnovahu mezi zvolenou extrakéni technikou a
zaroven dosazenim co nejvyssiho rozliSeni tak, aby byl co nejlépe minimalizovan vliv matrice.
Do této kategorie spada analyza pocetnych a komplexnich vzorka potravin, zivotniho prostredi
aj. Pfi téchto analyzach je rovnéz podstatné snizit riziko falesné pozitivnich a falesné
negativnich vysledkt. Naro¢nost vyvoje metody umoziujici multi-rezidudlni screening vyplyva
z nutnosti skloubit hned nékolik dilezitych faktorG. Metoda musi umoznovat monitoring
vysokého poctu sloucenin rtiznych struktur nachazejicich se v komplexni matrici v nizkych
koncentracich [13,47]. Jako ptiklad vyuziti UHPLC-MS v oblasti multi-rezidualniho screeningu
1ze uvést analyzu 23 perfluorovanych alkylovych sloucenin v potravinach zivoc¢isného ptivodu
(mléko a ryby). Vyvinutd metoda zahrnuje prekoncentraci analytl disperzni extrakci tuhou fazi
pomoci sorbentu C18 a ENVI-Carb, coz umoZznilo doséhnout limiti kvantifikace
perfluorovanych sloucenin v rozsahu 0,001 — 0,006 pg/kg pro mléko a 0,002 — 0,013 pg/kg
pro ryby [50]. V pfipad¢ analyzy mléka stoji také za zminku screening 21 veterinarnich 1éciv
metodou kombinujici rychlou QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe)
extrakci s UHPLC separaci a QqQ detekci s celkovym ¢asem separace 3 minuty [51].

Hlavni vyzvou v oblasti metabolomiky je pochopeni principi fungovani bunéénych
metabolickych procest. Sledované analyty jsou sou¢asti komplexnich biologickych matric, jako
jsou tkané a télni tekutiny. Pfitom je nezbytné pouZit separacni metodu s vysokym rozliSenim a
citlivosti, aby bylo mozné detekovat a kvantifikovat 1 velmi nizké obsahy metaboliti, které si
Casto byvaji chemickou strukturou velmi podobné [13,47]. Piikladem vyuziti UHPLC-MS
v metabolomice je stanoveni biomarkert znacicich rozvoj Alzheimerovy choroby. Onemocnéni
je mozné rozpoznat na zékladé mnozstvi amyloidnich B-peptidli v mozkomisnim moku. Jejich
izolace ze vzorku byla provedena SPE extrakci (Oasis MCX) s naslednou UHPLC separaci
na kolon¢ BEH300 C18 (2,1 x 150 mm, 1,7 pm). Detekce byla provedena na zakladé¢ sledovani
MRM (multi-reaction monitoring, sledovani vice reakci) ptechoda (Obr. 5) pomoci QqQ. Bylo

dosazeno hodnot LOQ lepSich nez 0,1 ng/ml mozkomiSniho moku [52].
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Obr. 5: A — C) Chromatogramy pro MRM piechody jednotlivych amyloidnich
B-peptidu extrahovanych z mozkomisniho moku, D) standardy téchto latek znacené izotopem

ISN. (ptevzato z cit. [52])

Kromé Sirokého uplatnéni UHPLC v oblasti rychlych separaci se stale Castéji dostava
do popiedi technika UHPSFC. Ta je vhodna pro Sirokou skalu analyti a mtze slouzit jako
alternativni nebo doplitkova metoda k UHPLC. V tadé publikaci jsou prave tyto dveé separacni
techniky srovnavéany. Prostfednictvim UHPSFC byly analyzovany napfiklad smési bézné
uzivanych 1éciv [43], dopingové latky (anabolika, hormony, kanabinoidy, glukokortikoidy aj.)
[1,2,7,53], nové syntetické drogy [54], izomery farmaceuticky zajimavych latek [5] a textilni
barviva [55].

S nartistajici sofistikovanosti dopingovych podvodii v profesiondlnim i amatérském
sportu je nezbytné pracovat na vyvoji nastrojii a metod umoznujicich odhalit zneuzivani
zakazanych latek sportovci. V ramci antidopingovych kontrol byva sledovana ptitomnost
nelegalnich latek nebo jejich metabolitli v téle sportovce. Za jednu ze slibnych metod odhalujici
pfes sto dopingovych latek v moci lze povazovat UHPSFC-MS/MS metodu vyvinutou
L. Novdkovou a kol. Jeji vysledky byly porovnany s vysledky ziskanymi konvenc¢nim UHPLC-
MS/MS systémem. Ob¢ metody umoznuji separaci béhem 7 minut véetné ekvilibrace. UHPLC-

MS/MS prokazalo nizsi limit detekce pro 21 % analytii, zatimco UHPSFC-MS/MS poskytovala
11
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metody v limitech detekce vyznamné nelisily. Tato studie prokazala, ze UHPSFC-MS/MS je
slibnou technikou pii odhalovani dopingovych podvodu [1,2].

Aplika¢ni moznosti UHPSFC-MS/MS metody byly prokdzany rovnéz pii kontrole
alergennich disperznich barviv pfitomnych v textilnich vyrobcich. Metoda zaloZzena
na ultrazvukem asistované extrakci vzorku textilu umoznuje ve spojeni s tandemovou
hmotnostni spektrometrii (QqQ) detekci az 17 barviv v ase kratSim nez 5 min. Pro dosazeni
optimalni chromatografické¢ separace byly testovany Ctyfi typy stacionarnich fazi, z nichz
nejlepsi separaci a citlivost detekce poskytla kolona BEH C18 [55].

UHPSFC nachéazi své uplatnéni také v oblasti kontroly kvality farmaceutickych
produktt. Jako ptiklad lze uvést analyzu tablet agomelatinu, ktery patii do skupiny novych
antidepresiv. Aktivni farmaceutickd slozka agomelatinu mize byt pti vyrobé doprovdzena az
Sesti strukturné velice podobnymi necistotami, které ovSem maji odlisné fyzikalné-chemické
vlastnosti. Nejlepsi chromatografickd separace suplnym rozliSenim byla dosaZena
na stacionarni fdzi BEH 2-EP pfi pouZiti CO. s gradientem organického modifik4toru
(methanolu) od 5 do 30 % s pfidavkem 20 mM mravenc¢anu amonného a 5 % vody (Obr. 6).

Latky byly detekovany PDA detektorem pii 225 nm [6].

AU
~

0.00 1.00 2.00 winutes 3.00 4.00
Obr. 6: Separace aktivni farmaceutické slozky agomelatinu a Sesti strukturné
podobnych  necistot. 1.  2-(7-methoxynaftalen-1-yl)acetonitril, 2.  N,N-bis[2-(7-
methoxynaftalen-1-yl)-ethyl]acetamid, 3. 2-(7-methoxynaftalen-1yl)acetamid, 4. agomelatin
(API), 5. 2-(7-methoxynaftalen-1-yl) kyseliny octové, 6. bis[2-(7-methoxynaftalen-1-yl)-
ethyl]amin, 7. (2-(7-methoxynaftalen-1-yl)ethan-1-amin hydrochlorid. (pfevzato z cit. [6])
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Kromé vyse zminénych aplikaci existuje celd fada dalSich studii zabyvajicich se
vyuzitim obou ultra-vysokouc¢innych chromatografickych technik. Z téchto studii vyplyva, ze
muze v konecném disledku vést ke snizeni provoznich ndkladd, popt. k omezeni vlivu

na zivotni prostiedi diky mensi spotiebé rozpoustédel.

2.4. Separace iontovou mobilitou a iontovou mobilitou s hmotnostni

spektrometrii

Na zcela odlisném principu rychlé separace funguje iontov€é mobilitni spektrometrie
(IMS). Jedna se o techniku, kterd umozinuje separaci jiz ionizovanych latek béhem nékolika
milisekund. Jeji princip je zalozen na separaci iontl v plynné fazi na zakladé jejich rozdilné
pohyblivosti. Pohyb téchto iontl je ovliviiovan elektrickym polem vkladanym na mobilitni celu
a také srdzkami s driftovym (tlumicim) plynem pfitomnym v cele. Rychlost pohybu ionti je
rovnéz dana jejich hmotnosti, ndbojem, velikosti a tvarem, pficemz vlastnosti iontu analytu a
driftového plynu wurcuji tzv. Ginny srazkovy prufez iontu [56-58]. Instrumentace
pro analytickou iontové mobilitni spektrometrii byla prvné ptedstavena pod nazvem plasmova
chromatografie nebo plynova elektroforéza [59]. Tato nova technika byla nasledné rozvijena
predevs§im ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. V roce 1962 bylo poprvé popsano spojeni
téchto dvou tak blizkych technik iontové mobility s hmotnostni spektrometrii (IM-MS) [12,58].
Jak lze vidét na Obr. 7, tak pfiblizné€ od roku 2000 dochazi k vyznamnému vyuziti této techniky

v oblasti vyzkumu, coZ doklada nartist v poctu recenzovanych publikaci [58].
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Obr. 7: A) Graf zobrazujici vyvoj v poctu publikaci souvisejici s technikou IM-MS
béhem poslednich 30 let. Sipky ukazuji roky, kdy byly uvedeny na trh komeréni piistroje.
(ptevzato z cit. [58]) B) Graf poctu publikaci aktualizovany o roky 2014 — 2017. (vyhledavani
na Web of Science dle slov ,,ion mobility and mass spectrometry* 6. 3. 2018)

Iontoveé mobilitni spektrometr se sklada ze tii zakladnich ¢asti (iontovy zdroj, iontove
mobilitni cela a detektor). V ptipadé spojeni s hmotnostnim spektrometrem je mezi iontove
mobilitni celu a detektor zatazen hmotnostni analyzator. Jako iontovy zdroj pro IM-MS byva
voleno MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization, ionizace a desorpce laserem
za UcCasti matrice) nebo ESI (electrospray, elektrosprej). Nasleduje mobilitni cela, ve které ionty

migruji vlivem elektrického pole. Dalsi ¢asti je hmotnostni analyzator. Obvykle se jedna o TOF
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nebo Q-TOF, coz jsou analyzatory s vysokou rychlosti méteni. Posledni ¢asti je detektor iontd

(Obr. 8) [60,61].

. . . iontové hmotnostni
z e .
lontovy zdroj - mobilitni cela - analyzator ‘ detektor

MALDI TOF
ESI Q-TOF

Obr. 8: Schéma IM-MS.

Ve spojeni IM-MS jsou vyuzivany predevSim c¢tyfi typy iontové mobilitnich
spektrometri — iontové mobilitni spektrometrie v driftové trubici (DTIMS), s pohybujici se
vinou (TWIMS), s vysokonapétovou asymetrickou vlnou (FAIMS) a se zachycenim iontl
(TIMS) [12,57,58,60-65]. Jednotlivé principy iontové mobilitnich cel jsou uvedeny v kapitole
2.4.1., kde je rovnéz pojednavano o jejich vyhodach a nevyhodach (Tab. I).

2.4.1. Iontové mobilitni cely

e Jontoveé mobilitni spektrometrie v driftové trubici

Jedna se o nejstar$i a zaroven koncepcné nejjednodussi iontové mobilitni analyzator.
Ionty jsou pfivedeny do driftové trubice, kde putuji plisobenim slabého elektrického pole
(5 — 100 V) za ptfitomnosti inertniho plynu (nejcastéji se jednd o helium) s protismérnym
proudénim. K separaci iontl dochazi na zakladé rozdilnych iontovych mobilit. Mensi a
kompaktnéjsi ionty se méné Casto srazeji s inertnim plynem, jsou méné zpomalovany a jejich
driftové Casy jsou krat§i ve srovndni s vétSimi ionty (Obr. 9) [58,60-62]. Doba potiebna
k priletu iontu driftovou trubici (driftovy cas) se vztahuje k jeho rotacné primérované
prifezové plose tj. t€innému srazkovému priatfezu (CCS, Q). Pti pouziti tohoto typu mobilitni

cely jsou hodnoty CCS méfeny a vypocitdvany piimo viz kap. 2.4.2. (str. 20).
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Obr. 9: Princip iontové mobilitni spektrometrie v driftové trubici. (pfevzato z cit. [62]

a upraveno)

e Jontoveé mobilitni spektrometrie s pohybujici se vinou

Druhy typ mobilitni cely je tvofen sérii kruhovych elektrod, kdy se na kazdou z téchto
elektrod vklada stejnosmérné napéti, ¢imz je vytvarena kontinudlni symetrickd potencidlova
vlna. Na sousedni elektrody se aplikuje radiofrekvenéni napéti opa¢nych fazi, které fokusuje
ionty. Cela je napInéna inertnim plynem s protismérnym pohybem. Ionty s vy$s§i mobilitou jsou
unaseny vlnou rychleji, zatimco ionty s niz8§i mobilitou se ptfevaluji pies vinu a putuji tak

pomaleji (Obr. 10) [58,60-62].

ziontového zdroje —» —» k detektoru

«— proud plynu

%) (&)
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potencidlovy gradient —»

Obr. 10: Princip iontové mobilitni spektrometrie s pohybujici se vinou. (pfevzato z cit.

[62] a upraveno)

Hodnoty ucinného srazkového priifezu s vyuzitim tohoto typu iontové mobilitni cely

nelze méfit ptimo z divodu komplikovaného piisobeni elektrického pole na ionty. Uginny
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srazkovy prifez lze ziskat pomoci kalibrace na standardy, jejichz hodnoty CCS jsou znamy

z méteni v driftové trubici (DTIMS).

e Jontové mobilitni spektrometrie s vysokonapétovou asymetrickou vinou

Dalsi uvedené zatizeni (Obr. 11) je zkonstruovano ze dvou elektrod, na které se vkladaji
napét'ové pulzy. lonty jsou zavadény do mobilitni cely kolmo k elektrickému poli a rovnobézné
s proudénim driftového plynu. Disperze iontl je uréovédna stfidavym asymetrickym tvarem
napétovych pulzi. Kladny vysokonapétovy pulz je vkladan po kratsi dobu oproti
nizkonapét'ovému negativnimu pulzu. Aplikaci jen téchto pulzl by dochazelo k vychyleni ionti
k jedné ze dvou elektrod a nakonec ke kontaktu iontt s elektrodou a jejich neutralizaci. Z tohoto
diivodu je nutné trajektorii pohybu iontl upravit vlozenim kompenzacniho napéti, kdy pii jeho
urcité hodnot¢ na detektor prochazi pouze urcité ionty. Skenovanim tohoto napéti lze ziskat celé
iontoveé mobilitni spektrum.

Tento typ iontové mobilitni cely se primarné vyuziva k odstranéni nezddouciho pozadi
v analyzovaném vzorku a k separaci analyt. Nelze ji vyuzit k ur€ovani G¢inného srazkového
prafezu (CCS), jelikoz se aplikuji vysoké hodnoty elektrického pole, coz neumoznuje piimou

korelaci mezi driftovym €asem a strukturou analytu [58,60-62].

proud plynu >

z iontového zdroje - > O/\/\/\/\/ » k detektoru

A
potencialovy gradient |

Obr. 11: Princip iontové mobilitni spektrometrie vysokonapétovou asymetrickou

vlnou. (pfevzato z cit. [62] a upraveno)
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e Jontové mobilitni spektrometrie se zachycenim iontu

V potadi ctvrty uvedeny iontové mobilitni spektrometr vyuziva elektrické pole
s axialnim gradientem k udrzeni iontd ve stacionarni pozici (nehybn¢) oproti pohybujicimu se
driftovému plynu. Sila elektrickd je v rovnovaze s pusobenim proudu plynu a ionty se
po dosazeni rovnovahy sil ve sméru podélné osy nepohybuji, jsou zafokusovany a separovany
na zékladé poméru velikosti k naboji. Aplikované radiofrekvencéni napéti ionty fokusuje
v radidlnim sméru. Separované ionty jsou nasledné za snizovani intenzity elektrické¢ho pole
(snizovani elektrické sily na né pisobici) eluovany driftovym plynem, ktery je unasi smérem
k hmotnostnimu analyzatoru/detektoru (Obr. 12). Ionty s vétSim pomérem velikosti k naboji

vstupuji do detektoru diive oproti iontim s mens$im pomérem [63-66].

)
3
> 2
o ©
- =
c ©
o) N
N mobilitni
% cela vystupni
:%E, nalevka
I vstupni
i négevk
'
i % k detektoru
|——
; |

tlakovy rozdil
P1>P2

Obr. 12: Princip iontové mobilitni spektrometrie se zachycenim iontl. (pfevzato z cit.

[64] a upraveno)
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Tab. I. Srovnani vyhod a nevyhod ¢tyt typt iontové mobilitnich cel [58,63-65].

Vyhody

Nevyhody

DTIMS

Ptimé stanoveni CCS ()
z Mason-Schampovy rovnice.

Oddéleni iontd s velice
podobnou mobilitou — vysoka
rozliSovaci schopnost (>100, def.
Q/AQ méteno FWHM).

Geometrické uspofadani
nyn¢jSich  komer¢nich  pfistroji
dovoluje zafazeni mobilitni cely
pouze hned za ionizaci.

Pokud se iontové mobilitni
separace provadi za atmosférického
tlaku, dochazi ke ztratam iontl
pti jejich pfenosu do vakuovaného
hmotnostniho prostoru.

TWIMS

CCS (€2) mohou byt urceny
pomoci kalibrace.

Muize byt vyuzito pfi
mobilitni separaci fragmentovych
iontli generovanych napi. kolizi
indukovanou disociaci.

Nutnost provedeni kalibrace
pii urcovani CCS (Q).

Relativné nizka rozliSovaci
schopnost (<~45, def. O/AQ méteno
FWHM").

Muze dochézet ke zvySovani
vnitini energie iontt v TWIMS cele
a jejich fragmentaci.

FAIMS

Vysoka rozliSovaci
schopnost (<~100, meéfeno
FWHM").

Relativné jednoducha
instalace iontové mobility
na rizné typy hmotnostnich
spektrometra.

CCS (Q) nelze urcit.

Geometricka  konfigurace
piistroji umoziuje zafazeni
mobilitni  cely pouze  hned
za ionizaci.

Snizeni citlivosti v disledku
horsiho pracovniho cyklu
pii vlozeni kompenzac¢niho napéti.

TIMS

Zaftizeni je kompatibilni a
snadno propojitelné s MS.

Lze dosahnout rozliSovaci
schopnosti >100.

MozZnost dosazeni vysSi
citlivosti diky lepSimu pfenosu
iontil.

Pro ur¢ovani CCS (Q) nutna
kalibrace.

Pii soucasném technickém
feSeni je mobilitni cela pfedfazena
pfed kolizni celu, nelze provadét
mobilitni separaci fragmentovych
iontil.

"FWHM - full widht at half of maximum, $itka piku v poloving vysky
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2.4.2. U¢inny srazkovy priiez (Collision Cross Section, CCS, Q)

Uginny srazkovy priifez je mirou interakce iontu s neutralnimi molekulami driftového
plynu. Souvisi s chemickou strukturou, tvarem a velikosti iontt, ale také s pouzitym typem
driftového plynu. Hodnoty CCS jsou tmérné velikosti molekuly driftového plynu. Pfimé
urovani ucinného srazkového prifezu je mozné jen v piipadé pouziti iontové mobilitni cely
DTIMS, kdy se driftové ¢asy métené pii dané teploté (T) a tlaku pievadeji na CCS feSenim
Mason-Schampovy rovnice (1) bez nutnosti pouziti standardu. Pfimé méteni Ize aplikovat jen
na malé molekuly. U velkych molekul (napt. proteiny) mize dochézet ke zméndm hodnot CCS
v zavislosti na teploté. V piipadé€ iontové mobilitni cely TWIMS se méteni u€inného srazkového
prafezu pro analyt provadi pomoci kalibrantu, jehoz hodnoty CCS jsou v daném driftovém
plynu znamy. Experimentéalni hodnoty Gi¢inného srazkového priifezu lze srovnat s teoretickymi
hodnotami vypoctenymi napt. v programu MOBCAL pomoci molekuldrné dynamickych
simulaci [58,67].

3ze ([ 2m 1/2_ 1
(0= — .
16N \pkgT Ko

kde Ky — redukovana mobilita (hodnota pro standardni tlak a teplotu), z — pocet
elementarnich nabojii iontu, e — naboj elektronu, N — pocet cCastic driftového plynu
v jednotkovém objemu, kz — Boltzmanova konstanta, 7 — absolutni teplota plynu,

n — redukovand hmotnost paru ion-driftovy plyn [58].

2.5. Aplikace iontové mobility ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

Iontova mobilita se vyuziva samostatné v fad¢ aplikaci napt. pii bezpecnostnich
kontrolach na letiStich, pfi ov&fovani Cisticich procedur ve farmaceutické vyrobé a analyze
farmaceuticky aktivnich latek, pfi analyze pesticidll a veterinarnich 1é¢iv [68-73]. S uvedenim
komer¢nich feSeni IM-MS se oteviely dalsi zajimavé aplikacni moznosti. Mezi hlavni pfinosy
tohoto spojeni patii: potlaceni chemického Sumu, separace iontli do tiid, separace izomerQ a
izobarickych latek, zlepSovani identifikace latek (pomoci charakteristiky ti¢inného srazkového
prifezu).

Jednou z oblasti kde 1ze IM-MS aplikovat je studium 1é¢iv a jejich metaboliti [74,75].

Jedna se o soucast vyvoje novych 1éCiv a pochopeni principi fungovani léciva, jelikoz
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v organismu muze dochazet ke vzniku metabolitii s toxickym ucinkem. Tyto metabolity se
v biologickych vzorcich nachazeji v pfili§ nizkych koncentracich, nez aby bylo mozné
pro charakterizaci jejich struktury pouzit NMR spektroskopii. Slibnou technikou s nizkymi
limity detekce vhodnymi pro analyzu metaboliti je LC-MS/MS. Problematickd mize byt
identifikace izomernich latek poskytujicich identickd tandemova hmotnostni spektra, pokud
nedisponujeme piislusnymi referencnimi standardy k ur€eni retencnich Casti izomert [58].
Touto problematikou se zabyval Dear a kol. (2010), kteii vyuzili spojeni LC-IM-MS
k charakterizaci modelové smési hydroxylovanych metabolitd ondansetronu. Technikou
TWIMS-MS od sebe tspésné rozlisili ondansetron a tfi jeho polohové izomery (6-, 7- ,8-(OH))
(Obr. 13). Autoti rovnéz prostfednictvim softwaru MOBCAL vypocitali teoretické hodnoty
CCS, které nasledné¢ porovnali s experimentdlnimi hodnotami CCS ziskanymi z méfeni
TWIMS-MS. Hodnoty CCS ziskané obéma zplisoby se lisily o méné nez 1 A2, coz Ize vyuzit
pii prifazeni konkrétni struktury uréitému mobilitnimu piku a tedy pii identifikaci jednotlivych
izomeru. [ kdyz by v tomto pifipadé iontova mobilita neposkytla dostate¢nou separaci izomera
ve smési, IM-MS se miize stat i¢innym ndstrojem pfi strukturni charakterizaci metabolitl [74].
To bylo nésledné potvrzeno i1 studii zabyvajici se polohovymi izomery metabolitl léciv

publikované v roce 2011 [75].
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Obr. 13: Mobilogramy ondansetronu a jeho 6-, 7- a 8-hydroxyl metabolitl. (pfevzato
z cit. [74])
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TaktéZz problematiku separaci chiralnich latek je mozné feSit prostiednictvim IM-MS
[76-78]. Dwiedi a kol. ptedstavili metodu chirdlni iontové mobilitni spektrometrie (CIMS)
pro separaci enantiomert 1é¢iv, aminokyselin a cukrii. Tato technika je podobna tradi¢ni IMS
s tim rozdilem, Ze soucasti driftového plynu je také t€kavé chiralni ¢inidlo, v tomto pfipad¢ se
jednalo o (S)-(+)-2- butanol. Separace iontl je pak zalozena na jejich stereospecifické interakci
s timto chirdlnim ¢inidlem. Tato metoda byla uspésné testovana na schopnosti separovat
enantiomery, jak je dolozeno napf. separaci racemické smeési atenololu (Obr. 14)[76]. Ne kazdé
technické tfeSeni IMS dovoluje piidavat do driftového plynu takovéto Cinidlo. Napiiklad

u TWIMS by mohlo dochazet k jeho kondenzaci v piistroji.

100 T Mimture of 5- umil R-Atenslol with drift times of Z4o66ms und I5.06ms respectively
80+
60 -+

40 4
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Obr. 14: Mobilogram racemické smesi atenololu v driftovém plynu N> s obsahem

10 ppm chiralniho ¢inidla (S)-(+)-2- butanolu. (pfevzato z cit. [76])

Velmi perspektivni oblasti, ve které se zacCinid uplathovat technika IM-MS, je
zobrazovani (imaging) tkani. Profilovdni a zobrazovani tkdni umoZziuje pfimou analyzu a
lokalizaci biomolekul (bilkovin, peptidl a lipidl), zatimco je udrZena celistvost tkani.
Zobrazovani povrchil probihd s Zddnou nebo minimalni upravou vzorki. Ve spojeni s IM-MS
dochazi k vyznamnému zvySeni selektivity a potla¢eni vlivu biologické matrice na hodnotu
pomeéru signal/Sum a také k separaci izobarickych interferujicich molekul. Jackson a kol. vyuzili
spojeni MALDI-IM-MS za ucelem mapovani distribuce lipidii v mozkové tkani krys. Lipidy
pfedstavuji vyznamné biomolekuly nachazejici se v mozku. Hlavnimi detekovanymi
biomolekulami byly v tomto ptipadé fosfolipidy, konkrétné fosfatidylcholin a sfingomyelin
[79].
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Dalsi potencialni oblasti pro vyuziti IM-MS je monitoring prib¢hu reakci v redlném
case. Kontrola reakei v realném case je dillezitou soucasti procesu vyroby chemikalii a 1éCiv.
Je to zptisob, jak pii vyrob¢ zajistit jejich pozadovanou cistotu a kvalitu. Kromé standardné
vyuzivanych technik jako LC, IC, MS, NMR je zadouci mit k dispozici i nové techniky
poskytujici v kratSich ¢asech kvantitativni a strukturni informace o reak¢nich meziproduktech a
produktech, coz dovoluje flexibiln¢ ovliviiovat prabéh probihajici reakce. Harry a kol. ovétili
moznost pouziti IM-MS pro monitorovani prubéhu reakce na pokusu zaloZzeném
na deprotonizaci 7-fluor-6-hydroxy-2-methylindolu hydroxidem sodnym. Autofi soucasn¢
porovnavali data ziskand z IM-MS s daty naméfenymi samotnou hmotnostni spektrometrii.
Vysledky obou metod jsou srovnatelné, avSak iontova mobilita pfinasi moznost jak dosdhnout

vetsi selektivity a miize prispét i k feSeni problém strukturni analyzy [80].

Rozsitujici se vyuzivani IM-MS ve védecké sféte, biotechnologiich a farmacii klade
vys$si naroky na vyvoj a zdokonaleni odpovidajici instrumentace. V literatufe 1ze nalézt fadu
dalsich ptikladd, které dokladaji pfinos iontové mobility v oblasti zlepSovani chemického Sumu,
strukturni analyzy, zvySeni selektivity méfeni. Tak jak se bude IM-MS stavat komercné
dostupngjsi, tak i vyhody tohoto post-ioniza¢niho separa¢niho kroku budou vyuzivany nejen

ve vyzkumu, ale i pfi béznych laboratornich a pramyslovych aplikacich.

2.6. Postupy pro odliSeni nedostate¢né separovanych mobilitnich piki

V ptedchozi kapitole bylo spojeni iontové mobility s hmotnostni spektrometrii
fady izomernich a izobarickych slou¢enin. Iontova mobilita s technologii TWIMS nebo DTIMS
disponuje rozliSovaci schopnosti v rozsahu desitek az stovky, coz nemusi byt v mnoha
pfipadech dostatecné. Pro srovnani v hmotnostni spektrometrii je dosahovano rozliSovaci
schopnosti v fadu desitek tisic az miliont. V IMS lze separace zlepsit pouZzitim vysSiho tlaku
driftového plynu nebo pfimou néhradou dusiku jakoZto driftového plynu napiiklad argonem
nebo oxidem uhli¢itym [81]. Ani tyto upravy experimentilnich podminek vSak nemusi vést
k pozadovanému zlepSeni separace.

Nedokonale separované analyty mohou byt odliSeny za pouZiti chemometrickych metod.

Tyto metody jsou obecné zaloZeny na vyhledavani urcitého poctu slozek ve smési s naslednym
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extrahovdnim jejich mobilogramii z experimentalnich dat. Jedna z vyuZzivanych metod se
nazyva SIMPLISMA (Simple-to-use Interactive Self-modelling Mixture Analysis).
SIMPLISMA je algoritmus, ktery je schopen dekonvulovat soubor dat do nezavislych
komponent [82]. Metoda vyvinuta Windigem a Guilmentem [83] mtze byt aplikovana prave
na iontoveé mobilitni data. Jedna ze studii pouzila metodu SIMPLISMA pro detekci klastrovych
iontl generovanych ze smési par pentan-1-olu a oktan-1-olu. Tento pfistup vyzadoval sadu dat
se dvéma nezavislymi proménnymi napft. driftovym ¢asem a koncentraci. Béhem sbéru dat byla
koncentrace ménéna za pomoci programované teploty odpafovani vzorku [84]. Zpracovani dat
metodou SIMPLISMA bylo mimo jiné aplikovéno i pii identifikaci vybuSnin [85]. Dalsi
moznosti jak fesit problematiku prekryvajicich se piki v mobilogramu nabizi metoda XFIDTD
(Extracted Fragment Ion Drift Time Distributions, extrakce signalu fragmentovych iontil
v zavislosti na driftovém case). Latky jsou odliSeny na zékladé jejich jedinecnych
fragmentovych iontl. Tento postup byl pouzit napt. pii analyze izomeri fosforylovanych
peptidi, extraktl z nafty a izomerid glykani mandzy [86,87]. U zminénych metod neni nezbytné
znat predem pocet analytil, ale jejich signdly se musi lisit pro n¢které kombinace nezavislych
experimentalnich proménnych jako driftovy cas-koncentrace nebo driftovy ¢as-hmotnostni
spektrum. K selhani pfi zpracovani dat muze dojit naptiklad v pripadé Spatné oddélenych
izomeru s identickym nebo velmi podobnym hmotnostnim spektrem.

Princip dekonvoluce se také Casto aplikuje na komplexni chromatografické signaly,
u kterych dochézi k ¢astecné koeluci z diivodu nedostate€ného rozliSeni. Pocet koeluovanych
latek je moZné urcit na zaklad¢ prvni nebo druhé derivace. Chromatograficka data jsou nasledné
vyhlazena a popsdna kombinaci jednotlivych chromatografickych pikt, které reprezentuji
konkrétni analyty [88]. Tvary téchto piki je mozné predikovat pomoci chromatogrami z analyz
standardt danych latek. Pfi navrhovani jejich tvaru se pfedpoklada, Ze pik miize byt symetricky,
frontujici nebo chvostujici, avSak sjednim maximem a dvéma inflexnimi body. Tento
pfedpoklad nebyva v nékterych piipadech splnén u iontové mobilitnich dat. Profil mobilitnich
dat jednoho analytu mlize mit vice nez jedno maximum nebo vice nez dva inflexni body, coz by
mohlo byt mylné interpretovano jako dasledek ptitomnosti vétsiho poctu latek. [89]. Pticinou
muze byt vliv prostorového néboje nebo piitomnost konfomerti nebo protomerti (proton miize
byt lokalizovan na rGznych mistech ve struktufe iontu). V disledku toho muze bézna

dekonvoluce mobilogramu detekovat vice nez jeden pik pro jeden analyt. Mize také dojit
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k situaci, ze ¢ast signalu jednoho analytu je pfifazena latce druhé a tim je chybné stanoven
pom¢r analytii. Ptikladem je analyza piekryvajicich se izomernich oligosacharidi [89]. ATD
(arrival time distribution) profil jednoho analytu byl fitovan Gausovskymi funkcemi s cilem
zptesnit odecCet driftového Casu a tim i ur¢eni CCS konformert jednoho analytu. Postup byl
demonstrovan na crown-etherovych komplexech a peptidech [90], neslouzil vsak k odliSeni
signalt riznych analyti.

Technika iontové mobility poskytuje velmi stabilni hodnoty driftového casu, které
nejsou ovlivnény matrici vzorku. Dobra opakovatelnost driftového ¢asu a tvart ATD profila
umoznuje popsani téchto profili superpozici Gausovskych funkci. Kazdd vytvofend ATD
funkce odpovida jednomu analytu a mtize se skladat z jednoho nebo vice Gausovskych funkei.
Tento ptistup umoziujici fesit problematiku integrace piekryvajicich se asymetrickych pikl byl
aplikovan pfi analyze izomert oligosacharidii kyseliny hyaluronové [91]. Podrobné feSeni této

problematiky je jednim z cilii disertacni prace a je soucasti experimentalni ¢asti a vysledku.

2.7. Nové psychoaktivni latky a jejich analyza

Nové psychoaktivni latky (NPS) nazyvané rovnéz jako ,,nové syntetické drogy* tvori
Sirokou skupinu zneuzivanych latek. Tyto latky se ziskavaji pozménénim chemické struktury
zakdzanych drog, jako jsou katinony, kanabinoidy, benzodiazepiny, fenylethylaminy apod.,
nebo syntézou latek s odliSnou strukturou, ale pisobici na stejné receptory jako klasické drogy.
Maji obdobné ucinky jako zakazané navykové drogy, avSak mohou byt na trh uvadény jako
jejich legalni nahrada, protoZze nejsou legislativnim procesem dostate¢né rychle zatfazeny
na seznam zakazanych latek. Casto jsou dostupné nejen na nezdkonném (,,éerném®) trhu, ale
dokonce i1 voln€ na internetu a v obchodech typu ,,Amsterdam shop®. Vyznamnéj$i nartst
ve zneuzivani NPS byl zaznamenan v roce 2009 (Obr. 15) a od tohoto roku se pocet nové
uvedenych psychoaktivnich latek neustale zvySuje [92,93]. Pouze v Evrop¢ jich bylo béhem let
2014 — 2016 nove detekovano celkem 265 [94]. Podle posledni dostupné statistiky byly v roce
2015 syntetické katinony nejcastéji zadrZzenou skupinou latek v rdmci NPS a to v mnozstvi

Citajici celou jednu tietinu vSech zabavenych drog v uvedeném roce (ptes 1.8 tuny) [94].
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Obr. 15: Grafické zobrazeni poctu NPS ohldsenych UNODC systémem vcasného

varovani. (pfevzato z cit. [93])

Nebezpecnost NPS spociva v neznalosti jejich fyziologickych ucinkt, ¢imz predstavuji
velmi vazné riziko pro lidské zdravi [95-97]. Rutinni postupy pouzivané v toxikologickych
laboratotich byly vyvinuty pro identifikaci klasickych zneuzivanych drog, a proto mohou
v pripad¢ identifikace NPS selhavat. Vyvoj novych metod a postupti umoznujicich jejich rychlé
odhaleni je zéasadni pro zlepSeni v oblasti diagndzy intoxikace nebo identifikace téchto
neznamych latek.

Pro screening NPS v zadrZenych vzorcich a biologickych materidlech byla popséana fada
metod, nejcastéji zalozenych na principu plynové a kapalinové chromatografie ve spojeni
s hmotnostni detekci [92,98-101]. Separace a identifikace téchto latek pomoci GC-MS vyzaduje
precisténi vzorku, extrakci a Casto také derivatizaci polarnich analytl (silylace, acetylace,
methylace). V ptfipadé pouziti elektronové ionizace poskytuji tyto latky casto jednoducha
hmotnostni spektra bez ptritomnosti molekulového iontu, coz nemusi postacovat k jejich
identifikaci. Navic se mize jednat o nové analogy, jejichz hmotnostni spektra nejsou soucasti
databaze. Identifikaci miize napomoct vyuziti chemické ionizace, poskytujici informaci
o molekulové hmotnosti [98]. S komplikacemi se lze setkat napftiklad pti pouziti GC-MS
u analyzy fluormethkatinonii a fluoramfetamini. Izomery fluormethkatinonli se vyznacuji
rozdilnou tepelnou stabilitou, kterou vSak Ize fesit jejich acetylaci. OvSem ani po zatazeni tohoto
derivatizacniho kroku nedochézi ke zlepSeni separace a jednotlivé izomery byvaji odliSeny jen

¢astecné (~ 0,2 min). Rovnéz interpretace hmotnostnich spekter izomera fluormethkatinont 1
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fluoramfetaminli byva obtizna a to z divodu velké podobnosti spekter jednotlivych izomera
[102]. Urcitych uspéchii bylo dosazeno pii separaci izomerd N-alkylovanych katinont
(ethylmethkatinonti a dimethylmethkatinonti) pomoci GC-EI-MS/MS. Strukturni izomery byly
v tomto ptipad¢ odliSeny na zakladé razné intenzity produktovych ionth [103]. Jako nadéjné se
jevi spojeni plynové chromatografie s vakuovou ultrafialovou spektroskopii (GC-VUV).
Pomoci VUV absorpcnich spekter je mozné rozlisit fadu izomert, véetné 3-fluormethkatinonu
od 4-fluormethkatinonu, coz bylo potvrzeno studii zabyvajici se analyzou 43 syntetickych drog.
Technika VUV poskytuje unikatni UV spektra, ktera v kombinaci s retenénimi daty umoziuji
odlisit polohové izomery, avSak limity detekce této techniky v soucasné dobé nedosahuji hodnot
pro GC-MS [104]. Omezenim v ptipadé plynové chromatografie mize byt termalni nestabilita
nékterych NPS v nastiikovém prostoru a riziko strukturnich zmén téchto analytl za zvySené
teploty. Proto se pro tyto latky nabizi vyuZziti jiné chromatografické techniky, napt. UHPLC,
u které je eliminovano riziko termalni degradace.

Existuje n¢kolik studii popisujicich analyzu novych psychoaktivnich latek pomoci
UHPLC s UV piipadné ESI-MS detekci. Jedna se o rychlou separa¢ni techniku, kterd ve vétSiné
pfipadli analyz NPS nevyZaduje Casové narocnou derivatizaci. Pouzitim mékké ionizacni
techniky elektrospreje je mozné ziskat informaci o molekulové hmotnosti. Li a kol. ve studii
zabyvajici se screeningem methylovanych a fluorovanych fenylethylamind a katinonti vyuzili
vyhodnost spojeni UHPLC s UV a MS detektory. Piestoze kombinace G¢inné separace a dvoji
detekce predstavuje velice efektivni analytickou techniku, tak v pfipadé rozliSeni polohovych
izomeru katinonti nedostacovala. Zatimco izomery se substituci v ortho-poloze se podafilo vzdy
rozli$it, izomery liSici se v meta- a para- poloze byly odseparovany pouze ¢aste¢né [99]. Dalsi
studie zabyvajici se problematikou rozliSeni izomerit NPS byla provedena Takedou a kol., kteti
pfi separaci izomert testovali jak klasickou C18 kolonu, tak také kolonu s naftylethyl
stacionarni fazi (NAP) (Obr. 16). Druha z uvedenych kolon umoznila uspésné odseparovat
izomery uplatnénim n-m interakci mezi stacionarni fazi a analytem. Tento typ stacionarni faze
se nabizi jako vhodny pro izomerni separaci riizn¢ substituovanych katinonti a fenylethylamini

[105].
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Obr. 16: Separace polohovych izomert 2-, 3-, 4-FMC na kolon¢ NAP a C18. (ptevzato
z cit. [105])

Dalsi technikou s potencialem rychle a uc¢inné separovat psychoaktivni latky s podobnou
¢i izomerni strukturou je UHPSFC. Tato technika byla pouzita pro separaci polarnich
syntetickych katinont a siln¢ bazickych fenylethylamint. Skupina 15 latek zahrnujici rovnéz
4 izomerni pary byla UspéSn€ separovana na silikagelové kolon¢ BEH v Case krat§Sim nez
3 minuty s rozliSenim R>1. Soucasnym zvySenim prutoku a zménou strmosti gradientu mobilni
faze lze analyzu zkratit az na 1,61 min tak, aby izomerni pary byly stale dostatecné rozliSeny

(Obr. 17) [54].

100- 12

min
0.50 1.00 1.50 2.00
Obr. 17: Separace 15 zastupct z fad syntetickych katinonii a fenylethylamini v ¢ase
1.61 min. 1) katinon, 2) bufedron, 3) 3-MMC, 4) MDA, 5) 3-FMC, 6) 4-FMC (flefedron),
7) 2C-H, 8) 4-MEC, 9) BDB, 10) methedron, 11) methylon, 12) ethylon, 13) butylon,
14) 2C-B, 15) nafyron. (ptevzato z cit. [54])

28



Separa¢ni schopnosti relativné¢ mladé UHPSFC techniky jsou ¢asto srovnavany uz
s dobfe zavedenymi GC a UHPLC technikami. V jedné ze studii, ktera porovnavala tyto tfi
chromatografické piistupy, byla feSena separace 31 syntetickych kanabinoidi, pfi¢emz 9 z nich
byly polohové izomery, jejichZ separace byva problematicka. UHPSFC separovala kanabinoid
JWH-018 a vsech jeho devét polohovych izomert s R>1 v ¢ase krat§im nez 7,5 min. V ptipadé
GC byly separovany jen Ctyii tyto izomery v ¢ase pod 21 min a UHPLC systém rozlisil pouze
tfi izomery v ¢ase pod 10 min [106]. Srovnani téchto tfi technik bylo také provedeno v dalsi
studii zabyvajici se separaci 34 polohovych izomerti syntetickych katinoni. Dvéma
nejslibnéjsimi systémy umoziujicimi separovat nejveétsi pocet izomert byly UHPSFC a UHPLC
v HILIC mddu, které oddélily 28 respektive 27 katinonti. Pomoci GC s nepolarni kolonou bylo
separovano 22 izomertt a v piipadé UHPLC s CI18 kolonou pouze 7. Z hlediska poctu
separovanych polohovych izomert, ale také doby analyzy, se osvéd¢ily techniky UHPSFC a
UHPLC s HILIC kolonou, jejichz vystupy mohou byt pro ziskdni co nejspolehlivéjsich dat
doplnény o informace poskytnuté technikou GC [107].

S nartGstajicim poctem novych NPS vyskytujicich se na trhu je nezbytné disponovat
selektivnimi a ¢asové nenaroénymi metodami umoziujicimi identifikovat jak Cisté latky, tak
pro toxikologické ucely také latky ptitomné v biologickych vzorcich. Dllezitym faktorem neni
Soucasti vysledkt této prace je porovnani dvou rychlych chromatografickych metod (UHPLC
a UHPSFC) pfti analyze 15 NPS pfitomnych ve vzorcich mo¢i. Ob& metody byly Uspésné

validovany a jsou aplikovatelné pro rutinni analyzy [108].

2.8. Iontové mobilitni spektrometrie v analyze kyseliny hyaluronové

Sacharidy jsou skupinou latek zastavajicich fadu dualezitych roli v zivych organismech.
Jsou vyuzivany ptedevsim jako zdroj energie, byvaji zékladni stavebni jednotkou mnoha bun¢k
a také bunky chrani pfed piisobenim rtiznych vnéjSich vlivl. Jsou latkami biologicky aktivnimi,
pfipadné slozkami biologicky aktivnich latek (napft. glykoproteiny, koenzymy, hormony aj.)
[109]. Sacharidy se mohou vyskytovat jako samostatné cukry (monosacharidy) nebo jako
stavebni bloky oligomernich respektive polymernich struktur (oligosacharidii a polysacharidii).

Monosacharidy jsou tvoteny jednou cukernou jednotkou, pfi€emz oligosacharidy se skladaji
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z 2 — 10 monosacharidovych jednotek spojenych vzajemné glykosidovymi vazbami. Pro vice
nez 10 monosacharidovych jednotek se pouziva oznaceni polysacharidy [109].

V ramci této disertacni prace je feSena problematika piekryvajicich se mobilitnich pika
série oligosacharidii odvozenych od kyseliny hyaluronové (HA). Je to pfirozené se vyskytujici
linearni polysacharid, ktery patfi do skupiny glykosaminoglykani (GAG), dfive znamych
pod oznacenim kyselé mukopolysacharidy. Kyselina hyaluronova (HA) se od ostatnich GAG
lisi tim, Ze je nesulfatovana a nevytvari proteoglykany, jelikoz se nevaze na specifické proteiny.
Tato latka je v zivych organismech vSudypfitomna. Je bézné syntetizovana fadou bunck a je
pfirozenou soucasti télesnych tekutin a tkani napfi. jako Zelatinova slozka sklivce oka, slozka
tekutiny kloubd nebo hlavni komponenta placenty [110]. Bylo prokazano, ze tato latka je
neimunogenni, netoxicka a neplisobi zanétlivé [111,112]. Ve své pfirozené formé existuje HA
jako polymer o vysoké molekulové hmotnosti 10° — 107 Da, jelikoz miize obsahovat az desitky
tisic sacharidii navdzanych za sebou. Molekula HA se skladd ze stfidajicich se jednotek
disacharidi tvofenych N-acetyl-D-glukosaminem (GIcNAc) a D-glukuronovou kyselinou
(GlcA), které jsou dohromady spojeny stfidajicimi se f1—4 a B1—3 glykosidickymi vazbami
(Obr. 18).

COOH CH,OH COOH CH,OH
J 0 OH
on © o on © o
0
OH OH OH
OH HN OH HN
7/CH3 7/CH3
0 o
L I n-1

Obr. 18: Struktura molekuly kyseliny hyaluronové.

Z analytického hlediska identifikace sacharidii miZe byt znacn€ komplikovéana izomerii
(stereochemie monomernich jednotek, variability jejich vazby a potencidlniho vétveni fetézce).
Obecné identifikace izomerti a izobarickych sloucenin je moznéa prostfednictvim tandemové

hmotnostni spektrometrie, kterd vS§ak mtze selhat v pfipadé spektralni podobnosti latek nebo
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pfi nedostupnosti pfislusného standardu [113]. V této situaci se zdsadnim krokem stava
separace. Kromé klasickych chromatografickych nebo elektroforetickych technik se nabizi také
iontové mobilitni spektrometrie, kterda umoziuje rozliSeni izomert na zakladé tvaru jejich
molekuly. Schopnosti této techniky byly vyuzity, jak pti analyze malych sacharidi, tak také pti
charakterizaci fragmenti polysacharidd. Jednalo se o objasnéni struktury tetros a hexos ve formé
sodnych aduktt [114]. V dalsi studii byly separovany izomerni disacharidy prostfednictvim
TWIMS [115]. Pti separaci téchto latek byl také studovan vliv zmény driftového plynu.
Nahrazeni N> oxidem uhli¢itym vedlo ke zlepSeni rozliSeni izomert disacharidi [116]. Presto
ve vsech téchto zminénych ptipadech nebylo dosazeno optimalniho rozliSeni a iontoveé mobilitni
piky se ptekryvaly.

Mozny zplisob feSeni problematiky piekryvajicich se iontové mobilitnich piki byl
pfedstaven ve studii zaméfené na analyzu izomerQ derivati HA prostiednictvim IM-MS
kombinované s ionizaci elektrosprejem. Pro rozliSeni vSech polohovych izomert bylo vyuzito
selektivni redukce pfislusnych oligosacharidii pomoci NaBHs. V hmotnostnich spektrech
produktt redukce separovanych iontovou mobilitou byly identifikovany jedine¢né fragmentoveé
ionty umoznujici rozliSeni jednotlivych izomerd. Tvar mobilitnich pikli izomernich
deprotonovanych molekul byl uréen na zakladé¢ ATD produktového iontu, ktery je jedinecny
pro kazdy izomer. Znalost tvaru mobilitniho piku umoznila urcit poméry ploch izomerti, aniz
by byla vyzadovana identifikace pomoci standardi [89]. Jak je jiz uvedeno na konci kapitoly
2.6., problematika oligosacharidli kyseliny hyaluronové je feSena 1 vramci vysledkl

experimentalni ¢asti této prace.
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3. CIiLE DISERTACNI PRACE

Tématem doktorské prace bylo studium, vyvoj a aplikace rychlych separaci ve spojeni

s hmotnostni spektrometrii. Stanoveny byly dva cile:

1. Studium chromatografického chovani NPS ze skupiny katinonl a fenylethylaminii,
porovnani dvou technik (UHPLC a UHPSFC) s hmotnostni detekci pfi analyze NPS v lidské
moci. Kromé chromatografickych separaci bylo ukolem otestovat moznost iontové mobility
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii pfi identifikaci zminénych latek.

2. Navrhnout postup pro odliSeni nedostate¢né separovanych iontové mobilitnich pikt a

otestovat jej na analyze oligosacharidii odvozenych od kyseliny hyaluronové.

Reseni obou cilti vedlo k publika¢nim vystuptim:

1. Borovcova L., Pauk V., Lemr K., Analysis of new psychoactive substances in human
urine by ultra-high performance supercritical fluid and liquid chromatography:
validation and comparison, J. Sep. Sci. (2018) — v tisku
DOI: 10.1002/js5¢.201800006

2. Borovcova L., Hermannova M., Pauk V., Simek M., Havli¢ek V., Lemr K., Simple
area determination of strongly overlapping ion mobility peaks, Anal. Chim. Acta

981 (2017) 71-79.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Ultra-vysokoucinna chromatografie novych psychoaktivnich latek

Materialy uvedené v této ¢asti byly publikovany v ramci prvoautorské publikace cit.

[108].

Chemikalie a vzorky

Pouzity byly dale uvedené chemikéalie: methanol (MeOH), acetonitril (ACN), aceton a
propan-2-ol (i-PrOH) v HPLC C¢istot¢, kyselina mravenci (>95%) a mravenc¢an amonny (>=99%)
vie zakoupeno od spoleénosti Sigma-Aldrich (Praha, Ceska Republika). Voda byla piecisténa
Milli-Q systémem (Millipore, Mollsheim, Francie).

K analyze bylo pouzito 15 standardi (p.a.) novych psychoaktivnich latek ve formé
hydrochloridd.  Struktury téchto latek jsou zobrazeny na Obr. 19. Standardy
3-fluoromethkatinonu (3-FMC) a 3-methylmethkatinonu (3-MMC) byly ziskany od spolecnosti
Cayman Pharma (Neratovice, Ceska Republika), zbylé byly zakoupeny od spole¢nosti Lipomed
AG (Arlesheim, Svycarsko).

Vzorky moce byly ziskdny od Sesti dobrovolnikil (tfech Zen a tfech muzl) a jejich

smichanim byl vytvofen jeden vzorek smésné moci.
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Obr. 19: Struktury testovanych fenylethylaminl a katinond. 1) katinon; 2) bufedron;
3) 3-MMC; 4) MDA; 5) 3-FMC; 6) 4-FMC (flefedron); 7) 2C-H; 8) 4-MEC; 9) BDB;
10) methedron; 11) methylon; 12) ethylon; 13) butylon; 14) 2C-B; 15) NRG (nafyron).
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Priprava standardnich a pracovnich roztoki

Zasobni roztoky jednotlivych standardd drog byly pfipraveny ve smési MeOH:H>O
(50:50 v/v) o koncentraci 1 mg/ml a skladovany pti -18 °C. Tyto latky byly rozdéleny do skupin
dle jejich hmotnostn¢ spektrometrické odezvy: LCI (NRG); LCII (methedron, methylon,
ethylon, butylon, 2C-B); LCIII (bufedron, 3-FMC, 4-FMC, 2C-H, 4-MEC); LCIV (katinon,
3-MMC, MDA, BDB); SFCI (3-MMC, methylon, ethylon, butylon, NRG); SFCII (bufedron,
3-FMC, 4-FMC, 4-MEC, methedron); SFCIII (2C-H, 2C-B); SFCIV (katinon, MDA, BDB).
Nasledné byly vSechny analyty smichany a ziedény MeOH k ptipravé roztoki 1 az 9 dle

Tab. II, jejichz ptidavek slouzil k ptipravé pracovnich roztokl resp. modelovych vzorku.

Tab. II. Koncentrace novych psychoaktivnich latek v jednotlivych roztocich standardd.

Cislo UHSFC-MS, ng/mL UHPLC-MS, ng/mL
roztoka SFCI  SFCII SFCIII SFCIV LCI LCII LCHI LCIV
9 1000 10000 25000 100000 - - - -
8 500 5000 12500 50000 200 2000 10000 20000
7 100 1000 2500 10000 100 1000 5000 10000
6 20 200 500 2000 20 200 1000 2000
5 4 40 100 400 4 40 200 400
4/5 2 20 50 200 - - - -
4 0,8 8 20 80 0,8 8 40 80
3 0,4 4 10 40 0,4 4 20 40
2 0,2 2 5 20 0,2 2 10 20
1 0,1 1 2,5 10 0,1 1 5 10

Celkem byly pfipraveny tii kalibra¢ni fady pro kazdou techniku. Jedna kalibra¢ni fada
latek v ¢istém rozpoustédle a dvé kalibra¢ni fady pro moc¢ s piidavkem standardii (ptidavek pred
resp. po upraveé vzorkll). Vzdy bylo smichéno 200 pl vody nebo moci s 10 pl roztoku standardu
o vhodné koncentraci (Tab. II) a dale bylo pfidano 790 ul MeOH (UHPLC) nebo i-PrOH
(UHPSFC). Vzorky byly ponechany v ultrazvuku po dobu 1 minuty a filtrovany pies nylonové
stifkackové filtry o praméru 13 mm s velikosti porti 0,22 um (Labicom, Olomouc, Ceska

Republika). V piipad¢ ptipravy kalibra¢ni fady pro moc¢ s ptidavkem po upravé byla nejprve
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smichana mo¢ s MeOH (UHPLC) nebo i-PrOH (UHPSFC) v pom¢ru 2:8. Smés byla protiepana,
ultrazvukovéna po dobu 1 minuty a zfiltrovana. Ze smési bylo odebrano 990 pl, ke kterym bylo
nasledné ptidano 10 pl roztoku standardu o dané koncentraci (Tab. II). Slepym vzorkem byla
smés moci a dané¢ho rozpoustédla v poméru 2:8. Vsechny tii kalibracni série byly uchovavany

v autosampleru pii 10 °C a analyzovany béhem 24 hodin.

Pristrojové vybaveni

K vlastnimu méfeni vzorki novych psychoaktivnich latek byly pouZity Acquity UPC? a
I-Class Acquity UPLC systémy ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem Xevo TQOS s iontovym
zdrojem elektrosprejem Z-spray (vse Waters, Manchester, Velkd Britanie). Pfistroje byly
ovladdany a data byla sbirdna softwarem Waters MassLynx 4.1. K integraci chromatografickych
pikt byl pouzit software TargetLynx (vSe Waters, Manchester, Velka Britanie). Vypocet Log D
pti 25 °C byl proveden pomoci softwaru Advanced Chemistry Development (ACD/Labs) verze
11.02.

Hmotnostni detekce

Latky byly analyzovany v kladném modu, pficemz parametry elektrospreje byly
nastaveny na tyto hodnoty:

e napcti na sprejovaci kapilare: +2,8 kV

e teplota zdroje: 150 °C

e pritok plynu (N2) kénusem: 150 I/h

e napéti (offset) zdroje: 50 V

e zmlZovaci plyn (N2): 5/ 3 bar pro UHPLC-MS / UHPSFC-MS

e desolvatacni plyn: 1000 1/h / 700 1/h pro UHPLC-MS / UHPSFC-MS

e desolvatacni teplota: 500 °C /300 °C pro UHPLC-MS / UHPSFC-MS

Pomocnou kapalinou v elektrospreji pti UHPSFC-MS byl MeOH. Jeho pritok

0,4 ml/min byl zajiStén izokratickym vysokotlakym Cerpadlem Isocratic Solvent Manager

(Waters, Manchester, Velka Britanie).
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Pro kazdou latku byly vybrany dvé fragmentacni cesty (dva SRM piechody, selected
reaction monitoring, sledovani vybrané reakce) na zakladé¢ poméru signdlu k Sumu. Pritok
kolizniho plynu (Ar) byl nastaven na 0,2 ml/min. Napéti na konusu a kolizni energie byly
optimalizovany pro kazdy ptechod SRM zvlast. Doba prodlevy (dwell time) byla nastavena
na 0,005 s, zpozdéni pfi prepindni mezi prechody (inter-channel delay) na 0,003 s. Piehled

zvolenych SRM piechodi, pouzité napéti na kénusu a kolizni energie jsou uvedeny v Tab. II1.

Tab. III. Zkoumané NPS a jejich SRM piechody.

4 Sumarni Prekurzorovy Napéti na kénusu, Fragmentové Kolizni
Latka
vzorec ion \% ionty energie, V
117 18
1 katinon CoH11NO 150 30
132 12
28 131 20
2 bufedron CiiHisNO 178
20 147 12
10 145* 20
3 3-MMC CiHisNO 178
20 147 12
103 25
4 MDA CioH13NO> 163 40
105 17
103
5 3-FMC C1oH12NOF 182 32 27
148
4-FMC 103
6 CioH12NOF 182 32 27
flefedron 148
165 45
7 2C-H CioH15sNO; 135 25
182 30
30 144 28
8 4-MEC Ci2HisNO 192
10 145 18
177 40
9 BDB C11HisNO; 135 17
194 20
146 26
10 methedron C11HisNO» 194 28
161 12
132 24
11 methylon C11Hi3NO;3 208 10
160 16
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146 26

12 Cthlel’l C12HsNOs 222 32
174,1 18
146 26
13 butylon C12H5sNO3 222 32
174,1 18
260 2129
14 2C-B C1oH14NO,Br 30 30
262 2149
NRG 141 22
15 C19H23NO 282 40
nafyron 211 18

- tuéné€ vypsané ionty byly pouzity ke kvantifikaci pro ob¢ techniky, pouze v ptipadé¢ odliSnosti

jsou ionty pouzité pro kvantifikaci pro UHPSFC-MS oznaceny *

Chromatografické podminky

a) UHPLC-MS

Nejlepsi separace bylo dosazeno pii pouziti kolony Acquity UPLC Phenyl (100 x
2,1 mm, 1,7 pm) s in-line filtrem. Mobilni faze byla slozena z H,O (A) a MeOH (B), pficemz
ob¢ slozky byly s pfidavkem 0,1 % kyseliny mravenc¢i. Program gradientové eluce byl
nasledujici: 0 min — 95 % A; 3 min — 5 % A; 3.1 — 5 min — 95 % A. Pritok mobilni faze byl
nastaven na 0,45 ml/min a teplota kolony na 35 °C. Davkovano bylo 5 ul vzorku a oplach

davkovaci jehly byl proveden 800 ul smési HoO:MeOH 9:1 (v/v).

b) UHPSFC-MS

UHPSFC metoda byla pfejata z predchozi publikace [54] a upravena tak, aby bylo
dosazeno co nejlepsiho kompromisu mezi rozlisenim izomerd a rychlosti analyzy. K analyzam
byla pouzita kolona Acquity BEH (100 x 3,0 mm, 1,7 um) s in-line filtrem pti 40 °C. Mobilni
fazi tvofil oxid uhli¢ity s modifikatorem (methanol s 20 mmol/l mravencanu amonného).
Gradient modifikatoru byl nastaven nasledovné: 0 min — 6 %; 3 min — 25 %; 3.1 — 5.5 min —
6 %. Pritok mobilni faze byl 2,0 ml/min. Automaticky regulator tlakového odporu byl nastaven
na 2000 psi (138 barti). Davkovéno bylo 5 pl vzorku. K oplachu davkovaci jehly bylo vyuZito
smési HoO:MeOH 1:1 (v/v) s0,1 % kyseliny mravenc¢i (1000 pl) a nasledné smési
MeOH:i-PrOH 3:1 (v/v) s 0,1 % kyseliny mravenci (1000 ul).
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Vypocet rozliSeni

Rozliseni bylo vypocitano ze vzorce:

R=1,176 (—RE_RA_)

Wi1/2A1TW1/2B

kde tr4, trp — jsou retencni Casy latek A a B a w124, wi/zp— Sitka piki v poloving vysky

latky A a B.

Parametry validace metody
Veskeré vzorky byly na kazdé koncentraéni trovni analyzovany 6-krat.

e Preciznost byla vypocitana jako relativni smérodatna odchylka (RSD) z ploch pikii.

e Kalibracni kiivky byly sestrojeny jako zavislosti koncentrace na primérné hodnoté
plochy pikii pomoci softwaru OriginPro 2015 (OriginLab, Northampton, MA, USA).
Pro jednotlivé body byla stanovena podminka preciznosti pod 15 % (pod 20 % na tirovni
LOQ). Kalibra¢ni kiivky byly konstruovany pomoci vazené linearni regrese 1/x?[117],
v posuzovaném rozsahu byly line4rni (koeficient determinace R? byl vyssi nez 0,990).

e Piesnost byla ur€ena porovnanim hodnot ziskanych z kalibracnich zavislosti a pravych
hodnot (obsah standardu v pfipravovaném vzorku).

e Limity detekce a kvantifikace byly vypocitany jako 3,3 x o/S respektive 10 % o/S, kde
o predstavuje smérodatnou odchylku tseku na ose y a S hodnotu smérnice kalibra¢ni
zavislosti.

o VytéZnost (RE, %) byla vypocitana jako pomér ploch piki A1/A2, kde Al je plocha
piku daného standardu pfidaného do vzorku moce pted jeho upravou, A2 plocha piku
daného standardu pfidaného do vzorku moce po jeho tprave.

e Matri¢ni efekt (ME, %) byl uren jako pomér A2/A3, kde A3 je plocha daného standardu
ziskana analyzou jeho roztoku v Cistém rozpoustédle.

e Ke stanoveni pifipadného pienosu analytu do naslednych analyz (carryover) byl
po analyze vzorku o nejvyssi koncentraci (horni hranice kvantifikace ULOQ) nasttiknut
vzorek moce bez piidavku sledovanych latek (slepy pokus). Pomér plochy piku zjisténé

pro slepy pokus a vypoctené hodnoty plochy piku odpovidajici LOQ byl vyjadien v %.
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4.2. Analyza novych psychoaktivnich latek pomoci spojeni iontové

mobility s hmotnostni spektrometrii

Materidly uvedené v této ¢asti jsou soucdsti diplomovych praci Sandry Benické
s nazvem ,Jontova pohyblivost s hmotnostni spektrometrii ve forenzni analyze“ a Jany
Ondruchové s nazvem ,,U¢inny srazkovy prifez pii identifikaci drog spojenim iontové mobility
s hmotnostni spektrometrii®, nékteré¢ c¢asti byly rovnéz prezentovany na workshopech,
prednaskach a formou plakatovych sd€leni. U obou zminénych diplomovych praci byla autorka
disertac¢ni prace konzultantkou a podilela se na méfeni, vyhodnocovani a korekturach textt.

Podilela se taktéz na ptipraveé vySe zminénych prezentaci.

Chemikalie a vzorky

Pro pfipravu roztokii byly pouzity methanol a acetonitril (HPLC Cdistota; VWR
International S.A.S.), kyselina mravenéi (>95%; Sigma Aldrich, Praha, Ceska Republika)
a voda upravena Milli-Q systémem (Millipore, Mollsheim, Francie).

Analyzovéno bylo 15 standard novych psychoaktivnich latek (viz kap. 4.1. Chemikalie
a vzorky a Obr. 19) a navic ethylfenidat (EPH), pentedron a methoxetamin (MXE) (Obr. 20),
které byly poskytnuty Celni spravou CR. Pro uréeni hodnot CCS byly jako kalibraéni standardy
pouzity DL-polyalanin (Sigma Aldrich, Praha, Cesk4 Republika) a smés nizkomolekularnich
latek: N-ethylanilin (98%), acetaminofen (>99%), alprenolol hydrochlorid (>98%),
ondansetron, clozapin-N-oxid, kolchicin (>95% HPLC), verapamil hydrochlorid (>99%)
a reserpin (>99% HPLC) (vie Sigma-Aldrich, Praha, Ceska Republika).
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Obr. 20: Struktury drog poskytnuté Celni spravou CR a) ethylfenidat (EPH,
M; = 247,1572 g/mol), b) pentedron (M; = 191,1310 g/mol) a ¢) methoxetamin (MXE, M, =
247,1572 g/mol).

Piiprava roztokii drog a kalibrantii

Zasobni roztoky jednotlivych standardi drog byly pfipraveny o koncentraci 1 mg/ml
ve smési MeOH:H,O (50:50 v/v). Postupnym fedénim byly nésledné pfichystany pracovni
roztoky o koncentraci 1 pg/ml.

Zasobni roztok kalibrantu polyalaninu byl pfipraven o koncentraci 1 mg/ml ve smési
ACN:H20 (50:50 v/v). Poté bylo nachystano 10 ml pracovniho roztoku o koncentraci 2 pg/ml
polyalaninu, jenZ obsahoval 20 pl zdsobniho roztoku polyalaninu, 1 pul 0,1% HCOOH a odmérna
baiika byla nakonec doplnéna po rysku smési ACN:H20 (50:50 v/v).

Druhy kalibrant tvofeny smési latek se pfipravoval obdobnym zplsobem. Prvné byly
piipraveny zasobni roztoky o koncentraci 1 mg/ml vSech Sesti latek (acetaminofen, alprenolol,
N-ethylanilin, clozapin-N-oxid, kolchicin, ondansetron, reserpin a verapamil). Z nich byl

pfipraven smésny pracovni roztok o vysledné koncentraci 2 pg/ml obsahujici zminéné latky.

Pristroje, nastaveni parametri a prubéh méreni

Vsechny vzorky novych psychoaktivnich latek byly méteny na pftistroji Synapt G2-S
spojujici iontovou mobilitu s hmotnostni spektrometrii. Vybaven byl elektrosprejem Z-spray.
Ovladani a sbér dat byly zajistény prostiednictvim softwaru Waters MassLynx 4.1. (v§e Waters,
Manchester, Velka Britanie). Roztoky standardi novych psychoaktivnich latek o koncentraci

1 pg/ml byly davkovéany do iontového zdroje pifimou infuzi priitokem 10 pl/min.
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Latky byly analyzovany v kladném modu, pficemz parametry elektrospreje byly
nastaveny na tyto hodnoty:

e napéti na sprejovaci kapilare: +1,25 kV

e teplota zdroje: 100 °C

e prutok plynu (N2) kénusem: 100 1/h

e napéti (offset) zdroje: 80 V

e napéti na konusu: 30 V

e zmlzovaci plyn (N2): 6 bar

e desolvatacni plyn: 600 I/h

e desolvataéni teplota: 400 °C

Pti testovani driftového plynu byly parametry iontové mobility nastaveny s ohledem
na pouzity plyn (zménu u¢inného srazkového priifezu) a riziko fragmentace analytli v mobilitni

cele (nastaveni RF napéti) podle Tab. IV.

Tab. IV. Parametry iontové mobility.

N2 CO: Ar
Rychlost viny
2200 1100 1100
(m/s):
RF napéti (V): 250 150 150
Vyska viny (V): 40 40 40
Pratok
driftového plynu 90 90 90
(ml/min):

V ptipadé¢ urovani u¢innych srazkovych prifezli probihalo méfeni pouze v driftovém
plynu dusiku pii rychlosti viny 700 m/s. Ostatni parametry byly zachovany. Divody zmény
rychlosti viny jsou vysvétleny v kap. 5.2.2. Méfeni jednotlivych novych psychoaktivnich latek
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a kalibrantu (polyalanin respektive smés nizkomolekularnich latek) neprobihalo jednotlivé, ale
v navaznosti za sebou. Nejprve byl prométen kalibrant (1), poté prob&hlo Sest méteni dané drogy
a na zaver byl opét proméien tentyz kalibrant (II). Oznaceni I a I znaci poradi méfeni, nikoli
konkrétni kalibracni smés. Ziskana data byla zpracovéna v programu DriftScope (Waters,

Manchester, Velka Britanie).
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4.3. Urceni ploch nedostate¢né separovanych mobilitnich piki

Materialy uvedené v této ¢asti byly publikovany v ramci prvoautorské publikace cit.

[91].

Chemikalie a vzorky

Navrzeny postup byl testovan pomoci oligosacharidii odvozenych od kyseliny
hyaluronové (HA), které byly dodany spole¢nosti Contipro a.s. (Dolni Dobroug, Ceska
republika) a jsou uvedeny v této praci jako oligosacharidy AHA2AN, HA2AN, HA3NN,
HA4AN, HA4NA, HA6AN, HA6NA, HA6ANdeac. Celé Cislo piedstavuje pocet stavebnich
blokl (GlcA — D-glukuronova kyselina a GIcNAc¢ — N-acetyl-D-glukosamin), A znac¢i dvojnou
vazbu mezi C4 a C5 GIcA a deac ptedstavuje deacetylaci jedné stavebni jednotky GIcNAc.
Symboly AN, NA, NN popisuji stavebni bloky na koncich oligosacharidovych fetézct.
Napriklad v ptipadé¢ HA4AN (Obr. 21) byla GIcA ptitomna na neredukujicim se konci, GIcNAc
byl na konci, kde mtize probihat redukce, pricemz u HA4NA tomu bylo naopak. U HA3NN byl
GlcNAc pfitomen na obou koncich. Zasobni roztoky oligosacharidli byly pfipraveny
ve smési MeOH:H>0 (50:50 v/v) o koncentraci 1 mg/ml. Tyto zasobni roztoky byly ziedény
stejnou smesi rozpoustédel na pracovni roztoky o koncentracich 1 pg/ml (pro HA2 a HA3),
5 ng/ml (pro HA4 a HA6).

Methanol (MeOH) a propan-2-ol (i-PrOH) (LC-MS Chromasolv Cistota), kyselina
octovd (ACS reagent grade, >99,7%), kyselina mraven¢i (elu¢ni piisada pro LC-MS),
borodeuterid sodny (>98% atom D) a hydroxid sodny (p.a.) byly zakoupeny od spolec¢nosti
Sigma-Aldrich (Praha, Ceskd Republika). Voda (vodivost <0,3 pS cm) byla pre¢isténa
systémem Elix 35 Water (Merck Millipore, Praha, Ceska Republika).

Redukované izomery oligosacharidli (10 mg/ml ve vod€) byly pfipraveny redukci
oligosacharidi pomoci Sesti ekvivalenti NaBD4. Reakce probihala 30 minut pti 20 °C. Poté
byla pfidana kyselina octovd v mnoZstvi 15 ekvivalenti tak, aby byl rozloZen veskery zbyvajici

sodno-boranovy komplex.
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Obr. 21: Struktura oligosacharidu HA4AN odvozeného od kyseliny hyaluronové.

Pristrojové vybaveni

Experimenty byly provedeny na Synaptu G2-Si (iontova mobilita s hmotnostnim

spektrometrem) s iontovym zdrojem elektrosprejem Z-spray (vSe Waters, Manchester, Velka

Britanie).

Latky byly analyzovany v negativnim moddu, pfi¢emz parametry elektrospreje byly

nastaveny na tyto hodnoty:

napéti na sprejovaci kapilate: -2,7 kV

teplota zdroje: 100 °C

pritok plynu (N2) kénusem: 0 I/h

napéti (offset) zdroje: 80 V

napéti na konusu: 60 V pro AHA2AN, HA2AN a 140 V pro ostatni
zmlzovaci plyn (N2): 6 bar

desolvataéni plyn: 600 I/h

desolvatacni teplota: 250 °C

Parametry iontové mobility:

pritok driftového plynu (N2): 90 ml/min

vyska viny: 40 V

rychlost viny: 360 m/s pro smési obsahujici HA6, 600 m/s pro smési obsahujici HA4
a 1300 m/s pro smési obsahujici HA2
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Kolizi indukovana disociace (CID) izomera oligosacharid byla provedena v kolizni
cele pfed mobilitni celou (tranfer) skolizni energii odpovidajici napéti 50 V za vzniku
jedinecnych fragmentovych ionth m/z 554,133 (HA4ANred) a 557,159 (HA4NAred) nebo
65 V za vzniku jedine¢nych iont m/z 602,246 (HA6ANred) a 575,197 (HA6NAred). Prutok
kolizniho plynu (Ar) byl 2 ml/min.

Pracovni roztok byl zavadén ptimou infuzi do elektrospreje prutokem 5 pl/min. Binarni
smési oligosacharidi (;\HA2AN (m/z 378,081) : HA2AN (m/z 396,096), HA3NN (m/z 599,164)
: HA4NA (m/z 775,182), HA6ANdeac (m/z 1112,302) : HA6AN (m/z 1154,316), HA6ANred
(m/z 1157,405) : HA6NAred (m/z 1157,405) a HA4ANred (m/z 778,249) : HA4NAred
(m/z 778,249)) byly pfipraveny v riiznych pomérech a analyzovany ve tfech opakovanich.
Pro ovladani pfistroje a nasledné zpracovani dat byl pouzit software MassLynx 4.1. (Waters,
Manchester, Velka Britanie).

Pro prvotni testovani navrhovaného postupu byly vybrany binarni smési oligosacharidii
rHA2AN : HA2AN a HA3NN : HA4NA. Pro specifické hodnoty m/z + 0,01 jednotlivych
slozek byly extrahovany mobilogramy a nasledné exportovany do tabulky. V dal§im kroku byla
data manualné posunuta o urcity pocet bini tak, aby byly vytvofeny rizné piiklady separace

sloZek ve smési. Cely rozsah osy driftového ¢asu (13,78 ms) odpovida 200 bint.

Fitovani mobilitnich pikii pomoci Gaussovskych funkci

K fitovani mobilitnich pika (jinak také ATD profili) byl pouzit nastroj ,,peak analyzer
wizard* (OriginPro 2015, OriginLab, Northampton, USA) s naslednym vybérem moZnosti
,»FitPeaks® a nastavenim rezimu zdkladni linie (baseline) na ,,Zadna*“. Prvné€ byla vytvofena ATD
funkce (Fatp). Naméiené ATD profily standardii ptipadné jedinecnych fragmentovych iontl
jednotlivych slozek byly popsany Gaussovskymi funkcemi. Urceni pocateCniho poctu
Gaussovskych funkci a jejich maxim bylo zaloZeno na hledani skrytych pikti v ATD profilech
pomoci druhé derivace a filtrovanim vySky pikl s prahovou hodnotou 1 %. Fitovani bylo
provedeno s iteraéni toleranci 1 x 107'° a nésledujicim nastavenim: plocha piku > 0, vrchol piku
(center) 0,1 ms, Sitka piku v poloviné vysky (FWHM) = 0,01 ms. FWHM nejvétSiho piku byla
odhadnuta pomoci néastroje ,,Peak analyzer, pficemz Siiky ostatnich pikd byly vypocitany

na zékladé vztahu: FWHM, = FWHMj « (centern/centers)'’?, kde / je symbolem pro nejvyssi pik

vt
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v dtsledku diftize iontd, tzn. pfi kratSim driftovém ¢asu by mél byt pik uzsi. Pii fitovani bylo
vyzadovano, aby koeficient determinace (R?) dosahoval piinejmensim hodnoty 0,999.
V ptipadé, Ze byl koeficient determinace (R?) niz§i neZ tato hodnota, byla piidana dalsi
Gaussovska funkce s cilem Iépe popsat ATD profil. Ta byla umisténa bud’ do nejvetsi mezery
mezi sousednimi Gaussovskymi funkcemi (piky), nebo na zéklad¢ vizualni kontroly tak, aby
doslo ke zlepseni hodnoty R2. Vysledné Gaussovské funkce (G, Gi, G2 a dalsi) byly spojeny
za vytvoreni vysledné ATD funkce (Farp):

(t—o)?
FWHMZ

(t = (c — kcy))?
(kwy, X FWHM)Z)

R
G = A/(FWHM x (m) x exp(—4 X In(2) X

1
)2 x exp(—4 X In(2) X

i
Gn = kAp X A/(kwy, X FWHM X (m

Fatp = Vo + G + Gy + G, + G ...
kde 7 je ¢as v milisekundéach (ms), yo je generovano pfi fitovani a predstavuje zakladni
linii (baseline), k4, je konstanta urcujici pomér plochy piku n ku ploSe nejvyssiho piku A.
Podobné tak kw, je pomér pro FWHM a k¢, ptedstavuje posun mezi vrcholem piku 7 a vrcholem

nejvyssiho piku c.

F47rp byla generovéana samostatné pro kazdou slozku ve smési. Hodnoty kA, kwn, kca, ¢
a FWHM byly stanoveny jako praméry tii opakovani. Tato opakovani také poskytla rozdily D.
a Drwryv mezi nejvyssi a nejnizsi hodnotou vrcholu a Sitky piku.

Analyzovany byly binarni smési, tudiZz vZdy byly generovany dvé€ ATD funkce, které
byly nasledné pouZity k nafitovani ATD profil smési, pficemz byly nastaveny nasledujici
parametry: vrchol piku ¢ £ D. (ms), FWHM (Sitka piku v poloviné vysky) FWHM + Drpum
(ms) a plocha piku > 0.

Vzhledem k tomu, Ze ziskané ATD profily jedine¢nych fragmentd a prekurzorovych
iontl byly mirn¢ posunuty, tak také vrcholy pikit ATD funkeci ziskanych z dat fragmentovych
iont byly zarovnéany s profily vzorku. Vystupem popsaného postupu byly plochy pika

jednotlivych slozek ve vzorku.
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Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Pro srovnavaci urceni plochy pikti izomernich oligosacharidi odvozenych od kyseliny
hyaluronové byl pouzit chromatograficky systém Acquity UPLC [-Class ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem Synapt G2-Si s iontovym zdrojem elektrosprejem Z-spray (vse
Waters, Manchester, Velka Britanie). Separace byla provedena na kolon¢ Jupiter 4 pm Proteo
90 A (4,6 x 250 mm, Phenomenex, Torrance, USA) za laboratorni teploty. Mobilni fize se
skladala z HO (A) a MeOH (B), pficemz obé slozky byly obohaceny o 0,1 % kyseliny
mravenci. Program gradientové eluce byl nasledujici: 0 — 3 min — 100% A; 33 min — 70% A;
34 min — 20% A; 36 min — 20% A; 37 min — 100% A; 45 min — 100% A. Pritok mobilni faze
byl nastaven na 0,5 ml/min. Davkovano bylo 5 pl vzorku. Izomerni smési byly pfipraveny

o koncentraci 5 pg/ml v H2O:MeOH (1:1, v/v).

Izomery byly analyzovany v negativhim moddu, pficemz pfistrojové parametry byly
nastaveny na tyto hodnoty:

e napéti na sprejovaci kapilate: -2,7 kV

e teplota zdroje: 100 °C

e pritok plynu (N2) konusem: 50 1/h

e napéti (offset) zdroje: 80 V

e napéti na konusu: 60 V

e zmlzovaci plyn (N2): 6 bar

e desolvata¢ni plyn: 800 1/h

e desolvatacni teplota: 500 °C

Parametry iontové mobility:

e pritok driftového plynu (N2): 90 ml/min
e vyskaviny: 40V

e rychlost viny: 600 m/s

Pro ovladani pfistroje a nasledné zpracovani dat byl pouzit software MassLynx 4.1.

(Waters, Manchester, Velka Britanie).
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Ultra-vysokoucinna chromatografie novych psychoaktivnich latek

Materidly uvedené v této Casti byly publikovany v: L. Borovcova, V. Pauk, K. Lemr,
Analysis of new psychoactive substances in human urine by ultra-high performance
supercritical fluid and liquid chromatography: validation and comparison, J. Sep. Sci. (2018)
v tisku [108]

5.1.1. Chromatograficka separace

V ramci UHPLC experimentti byly pro separaci 15 NPS testovany tii kolony Waters
ACQUITY UPLC BEH Phenyl, BEH Shield RP18 a BEH C8 (vSechny o rozmérech 100 x
2,1 mm, plnéné ¢asticemi 1,7 pm) s riznymi kombinacemi gradientii vodné organické mobilni
faze (MeOH, ACN). Nejlepsi vysledky z hlediska separace, tvaru pikll a doby analyzy poskytla
kolona BEH Phenyl s mobilni fazi obsahujici vodu, methanol a 0,1 % kyseliny mravenci
(Obr. 22 a). Technika UHPSFC pro separaci stejnych 15 NPS byla studovana a popsana v nasi
predchozi publikaci [54] z roku 2015. Vyvinuta separace byla ¢astecné modifikovana. Analyzy
byly provedeny na kolon¢ BEH s mobilni fazi sestavajici se z oxidu uhli¢it¢ho a methanolu
s pfidavkem mravencanu amonného. Gradient byl upraven tak, aby bylo dosazeno krat$i doby
analyzy, aniZ by doslo ke zhorSeni separace prvnich eluovanych latek (Obr. 22 b). Ob& metody

byly porovnény s ohledem na separaci latek a validacni parametry.
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Obr. 22: Chromatogramy vzorki moce s pridavkem NPS a) UHPLC-MS, b) UHPSFC-
MS. 1) katinon; 2) bufedron; 3) 3-MMC; 4) MDA; 5) 3-FMC; 6) 4-FMC (flefedron); 7) 2C-H;
8) 4-MEC; 9) BDB; 10) methedron; 11) methylon; 12) ethylon; 13) butylon; 14) 2C-B; 15) NRG
(nafyron), (struktury NPS viz Obr. 19, str. 34).

Pfi srovnani retenci studovanych NPS se ob¢ techniky jevi jako ortogonalni (Obr. 23).
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Obr. 23: Ortogonalita reten¢nich ¢asi UHPLC a UHPSFC (RT — reten¢ni cas).
1) katinon; 2) bufedron; 3) 3-MMC; 4) MDA; 5) 3-FMC; 6) 4-FMC (flefedron); 7) 2C-H;
8) 4-MEC; 9) BDB; 10) methedron; 11) methylon; 12) ethylon; 13) butylon; 14) 2C-B; 15) NRG
(nafyron), (struktury NPS viz Obr. 19, str. 34).

Retence latek v UHPLC systému s kyselou mobilni fazi korelovala pomérné dobie
s Log D (logaritmem distribu¢niho koeficientu pro systém oktanol/voda pfii pH 4,6), jelikoz
méné polarni analyty s vy$§i hodnotou Log D byly vice zadrzovany (R? = 0,846 Obr. 24).

Pozorovani je v souladu s chovanim latek v systému obracenych fazi a lze predpokladat, ze

vyznamnou roli ma hydrofobni efekt.

51



2.5

1.54

-2 0 2
Log D

Obr. 24: Korelace reten¢nich ¢asti a logaritmu distribu¢niho koeficientu Log D (pH 4,6)
v UHPLC pro NPS. 1) katinon; 2) bufedron; 3) 3-MMC; 4) MDA; 5) 3-FMC; 6) 4-FMC
(flefedron); 7) 2C-H; 8) 4-MEC; 9) BDB; 10) methedron; 11) methylon; 12) ethylon;
13) butylon; 14) 2C-B; 15) NRG (nafyron), (struktury NPS viz Obr. 19, str. 34).

V pouzitém separa¢nim systému UHPSFC naopak vyznamnou roli hrdla adsorpce
a polarni interakce analytu se stacionarni fazi, coZ je vyrazné odliSny mechanismus od zptsobu
déleni latek v systému oktanol/voda (mezi retenci v UHPSFC a log D nebyla zjiSténa korelace).
Poléarni interakce v§ak mohou vyznamné ptispivat k separaci izomernich latek.

Pro jednotlivé izomerni pary byly zjistény nasledujici hodnoty rozliSeni (prvni hodnota
je pro UHPLC, druha pro UHPSFC): R23= 1,86 a 2,20; Rs6 =<0,5 a 1,34; Ro,10 = 5,00 a 1,87;
Riz2,13= 1,85 a 1,92 struktury viz Obr. 19 str. 34. V systému UHPLC bylo dosazeno nejvétsiho
rozliSeni u izomertt BDB a methedronu (Ro,10 = 5,00), které se vyznamné¢ lisi svymi strukturami
a lze u nich ocekéavat vétsi rozdil v hydrofobnim efektu. U ostatnich izomernich part
s podobngj§imi strukturami Ize predpokladat mensi rozdily v hydrofobnich efektech
a vdisledku jejich mensi separaci v systému obracenych fazi. Separace v UHPSFC
s uplatnénim polarnich interakci izomert se stacionarni fazi poskytla lepsi rozliseni. Uspéiné
separace izomerniho paru 3-FMC a 4-FMC bylo dosazeno pouze v UHPSFC (Rs6=<0,5 a 1,34
UHPLC a UHPSFC). Opakovatelnost reten¢nich casti latek na tirovni LOD byla lepsi nez 1 %
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pro vSechny NPS, s vyjimkou 3-FMC a 4-FMC v systému UHPSFC (hodnoty RSD reten¢nich

Cast jsou v Tab. V str. 54).

5.1.2. Priprava vzorki a volba rozpoustédla

Ke zpracovani vzorkd byl volen jednoduchy a rychly postup ,zfedit-zfiltrovat-
analyzovat® (,,dilute-filter-and-shoot*), coz pfispélo k rychlé analyze zahrnujici i zpracovani
vzorkl. K eliminaci vysokého obsahu soli a dalsich slozek (napft. kreatinin, kreatin, mocovina,
kyselina mocova), jakozto moznych rusivych latek pii hmotnostné spektrometrické detekci,
byla testovana fada organickych rozpoustédel s cilem vysrazet alesponl jejich ¢ast. V ptipadé
UHPLC byl pro upravu vzorkii vybran MeOH, ktery oproti rozpoustédlu s vyssi elucni silou
(i-PrOH) vyraznéji nedeformoval tvar pikl. V ptipadé UHPSFC byl testovan aceton, ACN a
1-PrOH. Se vSemi témito rozpoustédly byla dosaZena piijatelna separace NPS 1 pii nastiiku 5 pl.
Avsak u acetonu dochazelo k jeho rychlému odpatovani, ackoli byly vzorky uchovavany
v automatickém davkovaci pii teploté 10 °C. Rovnéz pouziti ACN se neosvedcilo, a to z divodu
nizkych vytéznosti (<40 %) pro vétSinu latek. Navic po dvou az tfech dnech bylo ve vialce
pozorovano oddé€lovani fazi, pravdépodobné z diivodu vysolovéni. Pro zpracovani vzorki byl
nakonec zvolen i-PrOH, piestoze dochazelo ke $tépeni piku 3-FMC. Stépeni Ize eliminovat
snizenim nastfikovaného objemu na mén¢ nez 2 pl, coz ovSem vede ke zhorSeni LOD. Stejné
tak sniZzeni nastfikovaného objemu vedlo ke zlepSeni tvaru piku katinonu a methylonu
pfi UHPLC analyze. Vliv matrice na §tépeni piku byl pozorovan u analytu BDB v systému

UHPSFC (nedochézelo k nému pfti analyze standardu v Cistém rozpoustédle).

5.1.3. Limit detekce

Limity detekce byly ur¢eny pro NPS v moc¢i. Obé chromatografické techniky byly
spojeny se stejnym hmotnostnim spektrometrem, ale rizné hodnoty pritoku i slozeni mobilnich
fazi v UHPLC a v UHPSFC mohly ovlivnit odli$n€ ionizacni uCinnost i signal pozadi.
Ve vétSiné piipadi UHPLC poskytla srovnatelné nebo vétsi plochy pikil pro stejné SRM
pfechody danych analytl na stejnych koncentracnich Grovnich v €istém rozpoustédle i v moci.
Pozorovana byla 2-4 krat vétsi plocha u latek s primarni aminoskupinou (katinon, MDA, BDB,
2C-H a 2C-B). Pro tyto latky je typicka vysoka hodnota pKa, okyselena mobilni fdze v UHPLC

metod¢ podporovala jejich ionizaci. Jejich protonace v UHPSFC muze byt méné ucinna kvili
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mensi dostupnosti protonli v pouzité superkritické mobilni fazi. S vyjimkou 2C-B mély tyto
latky LOD v UHPSFC nad 1 ng/ml. NejlepSich limitd detekce v UHPSFC systému bylo
dosazeno pro latky NRG, butylon, ethylon, methylon, 4-MEC a 3-MMC, jejichZ hodnoty se
pohybovaly v setinach ng/ml. Oproti UHPLC bylo technikou UHPSFC dosazeno az 10 x nizsich
pfiemz v péti piipadech byly ob¢ techniky srovnatelné. Naopak u Sesti NPS bylo dosazeno
lepsich limiti detekce pomoci UHPLC. Vibec nejnizsi limit detekce byl ziskan technikou
UHPLC pro latku NRG (0,01 ng/ml) (Tab. V). Hodnoty LOD byly ovlivnény jak odezvou

analytu, tak Sumem pozadi, matri¢nim efektem a vytéznosti.

Tab. V. Retencnich ¢asy, LOD a LOQ studovanych NPS v moci. Instrumentalni hodnoty LOD
a LOQ byly 5 x nizsi.

UHPSFC-MS UHPLC-MS

Cislo Latka RT (min) LOD LOQ RT (min) LOD LOQ
(RSD*, (ng/ml) (ng/ml) (RSD*, (ng/ml) (ng/ml)
%) %)
(n=06) (n=06)

1 katinon 1,289 5,15 15,61 1,451 0,50 1,51
(0,35) (0,66)

2 bufedron 1,012 0,26 0,78 1,781 0,09 0,26
(0,81) (0,55)

3 3-MMC 1,151 0,07 0,20 1,902 1,04 3,16
(0,73) (0,36)

4 MDA 2,011 2,23 6,74 1,734 1,39 4,22
(0,54) (0,87)

5 3-FMC 0,941 0,37 1,11 1,625 0,06 0,19
(2,25) (0,40)

6 4-FMC 1,059 0,22 0,67 1,648 0,31 0,94
(1,67) (0,18)

7 2C-H 2,124 1,85 5,61 1,844 0,40 1,21
(0,30) (0,22)

8 4-MEC 1,117 0,04 0,13 2,006 0,08 0,23
(0,50) (0,17)

9 BDB 1,739 1,61 4,87 2,001 1,35 4,10
(0,47) (0,21)

10 methedron 1,604 0,19 0,58 1,771 0,33 1,00
(0,87) (0,79)

11 methylon 1,468 0,03 0,09 1,638 0,11 0,32
(0,89) (0,46)
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12 ethylon 1,279 0,03 0,09 1,876 0,25 0,76

(0,58) (0,40)

13 butylon 1,171 0,02 0,07 1,772 0,03 0,08
(0,87) (0,89)

14 2C-B 2,269 0,41 1,23 2,371 0,10 0,31
(0,33) (0,08)

15 NRG 1,095 0,04 0,11 2,741 0,01 0,02
(0,45) (0,06)

* RSD retenc¢nich Casti byly spoc¢teny pro analyzy na LOD urovni

5.1.4. Preciznost, linearni rozsah a presnost

Z hlediska preciznosti byly obé studované techniky srovnatelné. Na trovni LOQ u obou
metod nepiesahla hodnota RSD namétenych ploch 20 % a na vyssich koncentra¢nich tirovnich
byla nizsi nez 15 % s vyjimkou jednoho kalibra¢niho bodu v UHPLC pro analyt bufedron —
20,5 % na urovni LOQ a butylon — 15,2 % na vyssi koncentra¢ni hladin€ (Tab. Al v pfiloze).

Koeficient determinace R? byl vzdy vys&i nez 0,990 v piipadé obou technik s vyjimkou
3-MMC a ethylonu v UHPLC (Tab. AIll v piiloze). Linearni koncentra¢ni rozsah byl pro obé
metody v rozsahu dvou az tff koncentracnich fadi. Horni limit kvantifikace (ULOQ) byl omezen
nelinedrnim prib&hem kalibraéni kiivky u plochy pikt vétsi nez dva miliony.

Vazena linearni regrese (1/x?) poskytla pro vétsinu sloucenin dostate¢nou presnost
+ 15 % [117], s vyjimkou jediného koncentraéniho bodu v UHPLC pro katinon — 81,2 %,
3-MMC - 124,1 % a ethylon — 119,4 % (Tab. Al v ptiloze).

5.1.5. Matric¢ni efekt

Jednoduché zpracovani vzorku neumoznilo odstranit matricni efekt (ME) potlacujici
iontovy signal vSech analyti v UHPSFC i UHPLC (Obr. 25; Tab. Al a Tab. All v pfiloze).
Primérny matri¢ni efekt byl pro ob¢ techniky téméf stejny (62 % UHPLC a 65 % UHPSFC).
V piipad¢ UHPSFC byl matri¢ni efekt pro rizné slouceniny v rozsahu od 47 % do 73 %
s primérnym RSD urenym z matri¢nich efekt pro vSechny analyty na vSech koncentra¢nich
urovnich okolo 6,3 %. U druhé z technik se matri¢ni efekty pro jednotlivé NPS pohybovaly
v §irSim rozmezi 39 % — 94 % a primérnd hodnota RSD byla 12,3 % (Tab. All v pftiloze).
Z diivodu nedostupnosti standardit NPS znacenych stabilnimi izotopy, lze povazovat za vyhodu
vyrovnangj$i matriéni efekty v UHPSFC. Pii volbé jedné z latek jako vnitini standard bude

v UHPSFC jeji chovani blizsi ostatnim stanovovanym latkam.
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Obr. 25: Matricni efekty u techniky UHPSFC-MS a UHPLC-MS. Chybové usecky
odpovidaji smérodatné odchylce matri¢niho efektu pro danou latku a vSechny jeji koncentraéni

hladiny.

5.1.6. Vytéznost

Stejné jako u matri¢niho efektu, tak i u vytéznosti UHPSFC poskytovala blizs§i hodnoty
pro razné latky. Primérna vytéznost (RE) byla 76 % a celkové se pro UHPSFC techniku
pohybovala v rozmezi 71 az 85 % (Obr. 26, Tab. Al a Tab. All v pfiloze). Nebyly pozorovany
zadné vyznamnéjsi zmény vytéZnosti v zavislost na koncentraci, jak dokladaji malé chybové
usecky v grafu na Obr. 26. Primérnd hodnota RSD vytéZnosti pro vSechny analyty a v§echny
koncentraéni Urovné byla 4,1 %. U UHPLC byla vétSinou dosaZena vysSi vytéZnost nez
u UHPSFC (v priméru 91 %), avSak v Sir§im intervalu od 69 % do 119 % (Obr. 26, Tab. Al a
Tab. All v ptiloze). U vétSiny sloucenin (katinon, 2C-H, bufedron, 3-MMC, 3-FMC, 4-MEC,

methedron, methylon, bytylon) vytéznost klesala se zvysujici se koncentraci. Rozdily

v
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sloucenin vyssinez 20 %. Tato z&vislost RE na koncentraci miiZze negativné ovlivnit kvantifikaci
NPS. Primérna hodnota RSD vytéznosti byla pro veskeré analyty a vSechny koncentracni
urovné 11,6 %, coz je témet trojnadsobné vyssi hodnota neZ v ptipad€ techniky UHPSFC.
Rozdily ve vytéznosti mezi technikami UHPSFC a UHPLC zjevné souvisely s pouzitim
rozdilného rozpoustédla pti zpracovani vzorkl. Stejné jako u matriéniho efektu, tak i v ptipadé

vytéznosti jsou kompaktnéjsi vysledky ziskané technikou UHPSFC piiznivejsi pro pouziti

neznac¢eného vnitiniho standardu.

Katinon
NRG 40+ Bufedrone
\ 120 AN
2C-B T ™ -
e P " _ ~ 3-MMC

Methylon ‘ 4-FMC
/
Methedron oo
et JHPSFC )
=== [ JHPLC BDB 4-MEC

Obr. 26: VytéZznost pro UHPSFC-MS a UHPLC-MS. Chybové useCky odpovidaji

smérodatné odchylce vytéZnosti pro danou latku a vSechny jeji koncentra¢ni hladiny.

5.1.7. Prenos analytu do naslednych analyz (carryover)

Ptenos analytu do nasledné analyzy byl v ptfipadé UHPLC vzdy nizs$i nez LOD.
V UHPSFC byl pro katinon a 2C-B pftiblizn¢ 120 % LOQ a 45-80 % LOQ pro MDA, 2C-H,
methedron a methylon (Tab. AIIl v ptiloze). Pfi druhém nastiiku slepého vzorku byl pienos pod

LOD u vSech analytd 1 u UHPSFC. Méné u€inny oplach systému superkritické fluidni
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chromatografie mize byt zplisoben slabsi elu¢ni silou mobilni faze. Pfesto i nejvySsi pienos
pozorovany u katinonu odpovida méné nez 0,4 % nastfikovaného mnozstvi (ULOQ bylo
5000 ng/ml, nasttik 5 pl). K minimalizovani pfenosu je vhodné analyzovat vzorky od nejnizsi
po nejvyssi koncentraci nebo prolozit sekvenci analyzovanych vzorka nastfikem slepych

vzorkd, to vSak prodluzuje celkovou dobu analyzy.

5.1.8. Zavér

Pro stanoveni patnacti novych psychoaktivnich latek v moci byly navrzeny a validovany
dv¢ jednoduché a rychlé metody, UHPLC a UHPSFC. Piestoze pro Upravu vzorkd moci byl
pouzit jednoduchy postup ,ziedit-zfiltrovat-analyzovat™, validacni parametry vytéznost
1 matricni efekt se pohybovaly v akceptovatelném rozmezi. Metoda zaloZend na UHPSFC
poskytovala z hlediska téchto dvou parametri kompaktngjsi vysledky, zatimco u UHPLC
metody byly pozorovany vétsi odchylky pro rizné latky a koncentracni trovné. V piipadé
UHPSFC dochazelo na vys$ich koncentra¢nich hladinach k pozorovatelnému pfenosu analytu
do nasledné analyzy, cemuz lze zamezit proloZenim sekvence nastiikem slepého pokusu.
interakce ve stacionarni fazi, coz pfispélo k izomerni selektivité ve srovnani s nepolarni
stacionarni fazi v UHPLC. Syst¢ém UHPSFC se v tomto kontextu vice podoba kapalinové
chromatografii na normalnich fazich, pfi¢emz je vSak ptidavkem pomocné kapaliny dosazeno
lepsi kompatibility s ionizaci elektrosprejem.

S ohledem na omezenou dostupnost ¢i piimo nedostupnost standardli NPS znacenych
stabilnimi izotopy se jako vhodnéjsi jevi metoda zaloZzena na UHPSFC, které poskytla podobné
matriéni efekty a zejména vytéZnosti pro rtizné NPS. Jedna ze studovanych latek (napf.

methylon) miiZze byt zvolena jako interni standard pro stanoveni ostatnich studovanych NPS.
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5.2. Analyza novych psychoaktivnich latek pomoci spojeni iontové

mobility s hmotnostni spektrometrii

Materidly uvedené v této Casti jsou soucdsti diplomovych praci Sandry Benické
s nazvem ,Jlontova pohyblivost s hmotnostni spektrometrii ve forenzni analyze* a Jany
Ondruchové s nazvem ,,U¢inny srazkovy prifez pti identifikaci drog spojenim iontové mobility
s hmotnostni spektrometrii®, nékteré¢ c¢asti byly rovnéz prezentovany na workshopech,
prednaskach a formou plakatovych sd€leni. U obou zminénych diplomovych praci byla autorka
disertacni prace konzultantkou a podilela se na méfeni, vyhodnocovani a korekturach textu.

Podilela se taktéz na ptipraveé vySe zminénych prezentaci.

5.2.1. Vliv volby driftového plynu na iontové mobilitni separaci vybranych novych
psychoaktivnich latek

Spojeni iontové mobility s hmotnostni spektrometrii (IM-MS) bylo vyuzito pii analyze
18 NPS, jejichZ struktury jsou uvedeny na Obr. 19 a 20. Pozornost byla vénovana ptedevsim
izobarickym a izomernim smésim téchto latek. Sledovan byl vliv zmény driftového plynu (No,
Ar a CO») na selektivitu separace NPS. V Tab. VI jsou shrnuty zjisténé driftové Casy. Prestoze
se driftové Casy pro jednotlivé izomerni latky a jejich smési mirné 1i$i, zlepSeni rozliSeni zménou
driftového plynu asto neni dostacujici a latky nelze ve smési odseparovat. Nejvétsi rozdil
v driftovém case (nejlepsi rozliSeni) viici izobarickym latkam (3-FMC a 4-FMC) 1ze pozorovat

pro 2C-H v Na.

Tab. VI. Driftové ¢asy izomernich a izobarickych NPS ve tfech plynech.

Latka Driftovy ¢as v N2 Driftovy ¢as v Ar  Driftovy ¢as v COz
butylon 7,32 7,38 8,03
ethylon 7,38 7,43 7,92
3-MMC 6,35 6,35 7,11

bufedron 6,13 6,13 6,78

3-FMC 6,08 6,02 7,11
4-FMC 6,02 5,97 7,05

2C-H 6,51 N/A 7,27

BDB 6,78 N/A 7,65

methedron 6,67 6,56 7,43
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Pti srovnani mobilitnich profili danych latek v riznych driftovych plynech (napft.

izomery 3-FMC a 4-FMC Obr. 27 A, B) lze v ptipadé CO» pozorovat Stépeni piki, které Ize

prisoudit riznym konformerim ptipadné protomerim dané latky. Dusik poskytoval Sirsi piky

nez Ar, coz pti srovnatelném driftovém cCase rovnéz naznacuje ptitomnost vice konformerti nebo

protomert.
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Obr. 27: Mobilitni profily v riznych driftovych plynech A) 3-FMC a B) 4-FMC.
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5.2.2. Urcovani u¢inného srazkového prirezu

Iontovéa mobilita ve spojeni s hmotnostni spektrometrii byla dale pouzita ke zjiStovani
charakteristické veliCiny — uc¢inného srazkového prurezu (neboli collision cross section; CCS).
Uginny srazkovy prifez novych psychoaktivnich latek byl uréovéan na piistroji s mobilitni celou
TWIMS (iontova mobilita s vyuzitim putujici viny), kterd vyzaduje kalibraci.

Kalibrace pfistroje byla provedena na dva typy kalibranti — polyalanin a smeés
nizkomolekularnich latek [77]. Polyalanin poskytuje jednonasobné nabité oligomery, které
pokryvaji rozsah m/z 231 — 799 a rozsah CCS 150 — 464 A2, Je vhodny pro pozitivni i negativni
méd. Druhym testovanym kalibrantem byla smés nizkomolekularnich latek obsahujici
acetaminofen, alprenolol, N-ethylanilin, clozapin-N-oxid, kolchicin, ondasetron, reserpin
a verapamil, jejichZz rozsah m/z 122 — 609 dobfe pokryva rozsah m/z testovanych
psychoaktivnich latek. Uginny srazkovy priifez (CCS) této smési je v rozmezi 124,5 — 254,2 A2,

V ptipad¢ obou kalibrantii je dulezité nastaveni rychlosti viny tak, aby se cely rozsah
mobilitnich pikl (celd obalka) kalibrantu nachazel v jednom mobilitnim okné€. Pii Spatném
nastaveni rychlosti viny piechdzeji mobilitni piky kalibrantu do dal§iho mobilitniho okna, coz
vede k chybnym vysledkiim. U obou kalibrantii byla zvolena rychlost viny 700 m/s. Vzdy byl
zm¢éten kalibrant (méfeni I), nasledné vzorek v 6-ti opakovanich a znovu kalibrant (méfeni II).
CCS byla vyhodnocovana na ob& kalibraéni métfeni. Vysledky byly vyuZity pro srovnani
vhodnosti kalibra¢nich smési, testovani pfidavani automaticky nedetekovanych signali
kalibrantu (divodem byla nizka intenzita) a korelace mezi témito dvéma kalibranty. Data byla
vyhodnocovéna v programu DriftScope. V ptipad¢€ obou kalibrantli ziskané hodnoty spolu dobie
korelovaly. Pfidani pikl o nizké intenzité hralo vétsi roli pfi pouziti smési nizkomolekularnich
latek jakoZto kalibrantu. Je vhodné ptidat vzdy vSechny kalibra¢ni body, které jsou k dispozici,
aby byl kalibrantem co nejlépe pokryt interval métenych hodnot CCS kalibrantem.

Postup byl nasledné aplikovan k zjisténi hodnot CCS, které mohou byt vhodnou
dodate¢nou charakteristikou latky dopliujici informace ziskané z hmotnostniho spektra.
V Tab. VII jsou shrnuty vysledky pro modelovou smés. Hodnoty CCS ziskané pii analyze
jednotlivych psychoaktivnich latek (modelové standardy) jsou prakticky shodné s hodnotami
ziskanymi pro danou latku ve smési (modelové vzorky), byt byly méfeny s casovym odstupem

16 dnti. Podobné 1ze ocekéavat shodu mezi standardy a redlnymi vzorky.
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Tab. VII. Hodnoty CCS pro nové psychoaktivni latky v modelové smési métené na kalibrant

Polyalanin.
analyzovana | CCS (A?) CCS (A?) R? CCS (A% R?
latka pro standardy Zjisténé pii Zjisténé pii
analyze ve smési analyze ve smési
Kalibrant 1 Kalibrant 11
3-FMC 141,40 140,01+0,02 138,83+0,02
butylon 153,17 151,89+0,03 150,79+0,03
Snllztsei'“ katinon 133,90 134,26£0,12 | 0,9985 | 133,030,12 | 0,9906
NRG 177,17 177,81+0,12 176,98+0,12
EPH 161,50 161,62+0,08 160,63+0,08

5.2.3. Zavér

Byl testovan vliv druhu driftového plynu pro iontové mobilitni separaci izobarickych
a izomernich latek. Driftové ¢asy se pro jednotlivé izomerni latky a jejich smési liSily pouze
mirné a nebylo dosaZeno potfebného rozliSeni vrcholu ptekryvajicich se piki. Iontové mobilitni
separaci se nepodafilo latky ve smési rozli§it. Vzhledem k dobré opakovatelnosti/stabilité
profili mobilitnich pikti byl navrZzen novy postup zabyvajici se rozliSenim piekryvajicich se
mobilitnich pikd. O této problematice pojednava kap. 5.3., kde je testovan novy postup
na modelovych smésich oligosacharidii kyseliny hyaluronové.

Iontova mobilita ve spojeni s hmotnostni detekci byla pouZita k ur€ovani uc¢inného
srazkového prifezu na pfistroji s mobilitni celou TWIMS. Vyznamnym parametrem nastaveni
byla rychlost viny, jelikoz pfi jejim Spatném nastaveni dochéazi k pfechodu mobilitnich piki
kalibrantu do dal§iho mobilitniho okna, coz vede k chybnym vysledkiim. Byl testovan druh
kalibrantu, pfidavani automaticky nedetekovanych signalt kalibrantu a korelace mezi témito
dvéma kalibranty. Nasledn¢ byl postup aplikovan na modelovou smés péti latek, pro kterou byly
zjistény hodnoty CCS. Hodnoty CCS pro jednotlivé standardy latek se dobie shodovaly
s hodnotami ziskanymi pfi analyze smési, coz ukazuje na potencial CCS pii identifikaci latek,

kdy je mozZné porovnavat CCS neznamé latky se standardem.
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5.3. Urceni ploch nedostate¢né separovanych mobilitnich piki

Materidly uvedené v této Casti byly zvefejnény v publikaci: L. Borovcova, M.
Hermannova, V. Pauk, M. Simek, V. Havli¢ek, K. Lemr, Simple area determination of strongly

overlapping ion mobility peaks, Anal. Chim. Acta 981 (2017) 71-79. [91]

5.3.1. Opakovatelnost driftovych casi

Prokéazana dobra opakovatelnost driftového Casu a tvaru ATD profila (mobilitnich pikl)
byla potfebnym ptfedpokladem pro nadmi nové navrzeny postup umoziujici rozlisit analyty
nedostatecné separované iontovou mobilitou. Stabilita iontové mobilitni separace byla
prokéazana/testovana na tfech oligosacharidech (napt. HA4AN Obr. Bl v pfiloze) pfi pouziti
stejného pfistroje a instrumentdlniho nastaveni v péti riznych dnech. Relativni smérodatna
odchylka (RSD) hodnot driftovych ¢ast byla < 0,9 %. ATD profily se piekryvaji a jsou dobie
opakovatelné. Podobn¢ stabilita driftovych ¢asti byla demonstrovana na analyze sta pesticidi

[118].

5.3.2. Postup zpracovani dat, tvorba ATD funkce

Gaussovsky ATD profil je mozné ziskat pro slouceniny poskytujici ionty s pouze jednim
geometrickym uspotfaddanim. Rozsifené a asymetrické ATD profily ptislusejici jedné slouceniné
jsou zndmkou piitomnosti iontl liSicich se v jejich geometrickém uspofadani. Kazdé z téchto
uspofadani pfispivad k vytvofeni ATD profilu, ktery je mozné popsat linearni kombinaci
Gaussovskych funkci. V idealnim ptipadé se pocet funkci rovna poctu usporadani.

Uvadény postup je vhodny ke zpracovani mobilitnich dat naméfenych pro bindrni smési,
u nichZ pocet geometrickych uspotadani nebyl znadm. Postup zahrnoval celkem tfi kroky:
1) ziskdni mobilograml standardii (jejichZz hmotnostni spektra mohou byt shodnd) nebo
mobilogramil vykreslenych pro jedinecné fragmentové ionty dané latky, ¢imz se obdrzi ATD
profil jednotlivych slou¢enin (Obr. 28 a, b); 2) kazdy profil je popsan jednou (Obr. 28 c) nebo
neékolika Gaussovskymi funkcemi (Obr. 28 d), Gaussovska funkce nebo kombinace téchto
funkei vytvari pro kazdou slou¢eninu ATD funkci (Fatp) (Cervend a modra kiivka na Obr. 28 ¢,
d); 3) ziskané ATD funkce jsou aplikovany na mobilogramy vzorkd k urceni plochy piku

jednotlivych sloucenin v binarni smési (Obr. 28 e, f).
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Obr. 28: Schéma zpracovani dat: a), b) experimentalni ATD profily (mobilogramy)
méiené pro jednotlivé slouceniny; c), d) popsani jednotlivych profilti jednou (c) nebo n€kolika
(v tomto piipad¢ tremi — zelend kiivka) (d) Gaussovskymi funkcemi a vytvotené ATD funkce
(Cervend a modra kiivka); e), f) pouziti vytvofené ATD funkce na experimentalni mobilogramy

odpovidajici dvéma binarnim smésim o riznych pomeérech sloucenin.
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5.3.3. Aplikace ATD funkce na modelové smési

Vyse uvedeny postup byl testovan na modelovych smésich (;.HA2AN : HA2AN
a HA3NN : HA4NA) s manualnim posunem/piekryvem vrcholi pikli (viz experimentalni ¢ast).
Pti tomto testovani byly pouzity smési latek, které se liSily hodnotami m/z. Jejich mobilogramy
tak mohly byt extrahovany/vykresleny a nezavisle integrovany, ¢imz byla ziskdna plocha piku
pro kazdy oligosacharid ve smési. Plochy pak byly porovnany s hodnotami ziskanymi aplikaci
ATD funkci. Slozky AHA2AN a HA2AN vykazovaly symetrické ATD profily. Oba z téchto
profili byly dobife popsany pouze jednou Gaussovskou funkei, ktera v téchto ptipadech byla
rovnéz jejich ATD funkei (Obr. 29). ATD funkce byly aplikovany na binarni modelovou smés
obsahujici A(HA2AN a HA2 AN, pificemz byla modelovana riizna mira separace vyse zminénym
posunem dat (Obr. 29 a-e). Aplikaci testované metody se podafilo prokazat pfitomnost obou
oligosacharidii i v pfipadé mobilogramu s jednim maximem (Obr. 29 e, stejné tak Obr. 30 b, c).
Popisovanym postupem bylo dosazeno dobrych vysledki pro rizné se prekryvajici piky
oligosacharidii. Ve vSech stupnich separace bylo docileno dobré korelace mezi plochami
ziskanymi na zakladé fitovani a hodnotami ziskanymi integraci mobilitnich pik{ (R? > 0.9995,
smérnice~1) (Obr. B2 v ptiloze).

Druhd modelova smés se sklddala z oligosacharidi HA3SNN a HA4NA (Obr. 30).
Symetricky profil HA3NN byl popsan jednou Gaussovskou funkci a asymetricky profil HA4NA
dvéma Gaussovskymi funkcemi, které vytvofili jednu vyslednou ATD funkci Fatp(HA4NA).
Opét pro vSechny modelované separace bylo dosazeno dobré korelace mezi plochami ziskanymi
na zékladé fitovani a hodnotami ziskanymi integraci mobilitnich pikii (R?> > 0.9985,
smérnice~1) (Obr. B3 v ptiloze). Z hlediska separace se jednalo o podobné piipady jako u smési
AHA2AN : HA2AN. Jak vsak lze vidét z Obr. 29 e, 30 b vlivem (a)symetrie ATD profili se
prekryvy pro studované latky liSily. Napf. na Obr. 30 b lze pozorovat vliv frontovani profilu
H4NA, ktery vice zasahuje do profilu druhé slozky smési oproti prekryvu symetrickych
Gaussovskych profilii v piipadé prvni testované smési \HA2AN : HA2AN.
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Obr. 29: Modelové iontoveé mobilitni separace smési (HA2AN : HA2AN (50:50, w/w).
Aplikovan byl posun mobilogramu HA2AN (v binech) a) 11, b) 5, ¢) 3, d) 2, ¢) 1. ATD funkce
byly ziskany pomoci standardli \HA2AN (m/z 378,081) a HA2AN (m/z 396,096).
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Obr. 30: Modelové iontoveé mobilitni separace smeési HA3NN : HA4NA (50:50, w/w).
Aplikovan byl posun HA3NN (v binech) a) 0, b) 19, c) 26, d) 27. ATD funkce byly ziskany
pomoci standardit HA3NN (m/z 599,164) a HA4NA (m/z 775,182).
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Dalsim piikladem je smés obsahujici oligosacharidy HA6ANdeac a HA6AN, ktera
poskytovala pouze jeden mirn€ deformovany pik (Obr. 31). K popsani ATD profilii jednotlivych
slozek (méfeni standardil) bylo vyuzito dvou respektive péti Gaussovskych funkci. Aplikace
ATD funkci Farp(HA6ANdeac) a Fatp(HA6AN) umoznila odhalit piispévek obou
oligosacharidii tomuto jednomu piku. Podobné jako v obou piedchozich ptipadech se ionty
oligosacharidt liSily hodnotou m/z, coz umoznilo nezévisle integrovat jejich mobilogramy.

Vysledky ziskané integraci a fitovanim dobie korelovaly (R? = 0.9987, smérnice ~ 1, Obr. 31).
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Obr. 31: Mobilogram smési HA6ANdeac (m/z 1112,302) : HA6AN (m/z 1154,316)
(50:50, w/w). Linearni korelace poméra plochy piku HA6ANdeac ku celkové plose. Poméry
byly vypocteny z dat ziskanych fitovdnim a integraci. V zavorkéach jsou uvedeny intervaly

spolehlivosti.
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Jak je jiz uvedeno u vyse popsanych ptikladi, vysledné ATD funkce slozek bindrnich
smési byly aplikovany na vzorky s riznym zastoupenim slozek (0:100, 5:95, 25:75, 50:50,
75:25, 95:5 a 100:0). V ptipadé€ nizkého obsahu minoritni sloZky (< 5 %) nachazejici se v hlife
separované binarni smési dochazi ke zhorSeni jeji detekovatelnosti i korelace mezi plochou této
slozky ziskanou pomoci fitovani a integraci mobilitnich pikd. Pro vyssi plochy minoritni slozky
zjisténé plochy vzajemné dobie korelovaly u vSech tii smési (AHA2AN : HA2AN;
HA3NN : HA4NA; HA6ANdeac : HA6AN, viz Obr. 31 a Obr. B2, B3, Tab. BI v ptiloze).
Zjisténé plochy slozek mize rovnéz ovlivnit tvar ATD profilt. Naptiklad na Obr. 30 d (posun
0 27 binll) nebyla fitovanim pii nizkém obsahu detekovana slozka HA4NA (Tab. Bl v ptiloze).
Zatimco pfi posunu o 19 binh (Obr. 30 b) se tuto slozku 1 pfi jejim nizkém obsahu podafilo
detekovat. Tento rozdil je pravdépodobné zplisoben lepSim rozpoznanim piekryvu frontujici
¢asti nez sestupné casti piku HA4NA s pikem HA3NN. Vlivy jako nizky obsah slozky, horsi
nebo fale$né pozitivni vysledky. Pfesto se minoritni slozku podatilo v fad¢ vzorki detekovat

(Tab. BI v priloze).

5.3.4. Aplikace ATD funkce na izomerni smési

Po provedeni testd na modelovych smésich byl vySe popsany postup aplikovan také
na analyzu smési izomerli oligosacharidi. Prvni izomerni smés tvofily oligosacharidy
HA6NAred : HA6ANred, které byly mobilitné pomérné dobie separovany (Obr. 32). Profil
HA6NAred byl popsan jednou Gaussovskou funkci a profil HA6ANred péti funkcemi. Plochy
pikt slozek ziskané fitovanim byly srovndny s hodnotami z integraci mobilitnich i HPLC dat.
V ptipad¢ integrace mobilitnich dat (aplikovana integrace ke kolmici) byla plocha HA6NAred
nadhodnocena v diisledku frontovani druhého piku (HA6ANred). Nadhodnoceni 1ze dolozit
srovnanim pomért ploch slozek. HPLC data poskytla pomér ploch izomert 22,2 : 77,8. Integraci
mobilogramu byl ziskan pomér 31,8 : 68,2 a testovanym postupem 26,9 : 73,1. Z vysledki je
patrné, ze pomé&r ziskany nami navrzenym postupem byl bliz§i HPLC separaci, kdy jsou izomery
zcela separovany. Vysledky ziskané na zékladé€ fitovani dobie korelovaly s vystupy z HPLC
(R?=10.9978, Obr. 32).
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Obr. 32: Mobilogram izomerni smési (HA6NAred : HA6ANred, 50:50 w/w) pro m/z=
1157,405. Linearni korelace poméri plochy piku HA6ANred ku celkové plose smési. Poméry
byly vypocteny zdat ziskanych fitovanim a HPLC. V zavorkach jsou uvedeny intervaly

spolehlivosti.

Separace druhé testované smeési obsahujici izomery HA4ANred a HA4NAred jiz nebyla
uplnd (Obr. 33). Profil prvni slozky (HA4ANred) byl popsan jednou Gaussovskou funkei
a profil druhé (HA4NAred) tfemi. Stejné jako v piipad¢€ prvni izomerni smési i zde bylo
dosazeno vétsSi shody mezi poméry ploch jednotlivych izomeri ve smési ziskanymi HPLC
separaci 22,5 : 77,5 a fitovanim 21,2 : 78,8. Integrace mobilogramu poskytla pomér 33,3 : 66,7.
Dtvodem vyssi shody je lepSi rozliSeni piekrytych pikd pii pouziti fitovani. Integrace
mobilitnich dat je negativné ovlivnéna nesoumérnym profilem druhé slozky (Obr. 33). HPLC
separace izomeru na zakladni linii (chromatografické rozliSeni 1,9 a vyssi) ptekonala metodu

fitovani zvlast€¢ v pfipadé vyznamné odliSnych ploch jednotlivych slozek. Analyza smési
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izomernich oligosacharidii vSak prokéazala aplikovatelnost fitovani i pfi vyznamném piekryvu

mobilitnich pikt (Tab. BII v ptiloze).
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Obr. 33: Mobilogram izomerni smési (HA4ANred : HA4NAred, 50:50 w/w)
pro m/z= 778,249. Linearni korelace pomért plochy piku HA4ANred ku celkové plose smési.
Poméry byly vypocteny z dat ziskanych fitovanim a HPLC. V zavorkach jsou uvedeny intervaly

spolehlivosti.

5.3.5. Aplikace ATD funkce na izomerni smési pri vyuZiti jedinecnych
fragmentovych ionti

V ptedchozich kapitolach byly pro fitovani vyuzity ATD funkce generované na zékladé
naméfenych dat pro standardy. Vytvofeni ATD funkci je také mozné pomoci mobilogrami
vykreslenych pro jedine¢né fragmentové ionty pfisluSného izomeru. Postup vyZzadoval dvé

analyzy izomerni smési: 1) CID (kolizi indukovand disociace) byla aplikovana po mobilitni
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separaci s naslednym vykreslenim ATD profili pro hodnoty m/z jedine¢nych fragmentovych
iontll (podminkou je dostate¢na intenzita jejich signalu). Néaslednym fitovanim ATD profila
byly ziskany vysledné ATD funkce pro oba izomery. ii) Vytvoiené ATD funkce byly poté
pouzity na data stejného vzorku namétené¢ho bez CID. Takovy postup umoziuje odlisit ATD
profily a ur€it plochy pro izomery, u kterych nejsou k dispozici standardy.

Oba pristupy, jak tvorba ATD funkci na standardech, tak pomoci jedine¢nych
fragmentovych iontl, byly testovany na dvou binarnich izomernich smésich o tiech rtiznych

pomérech (Tab. VIII). Ziskané vysledky vykazuji dobrou shodu.

Tab. VIII: Poméry ploch pikt stanovené HPLC a dvéma pfistupy fitovani mobilitnich pikt

pro rizné pomery izomerda.

Izomerni smés HPLC? Fitovani Fitovani (jedine¢nych
(standardii)™ fragmentovych
iont)™¢
HA4ANred : HA4NAred  27,1:72,9(0,2) 25,6:74,4(0,4) 25,3 : 74,7 (0,6)
HA4ANred : HA4NAred 69,2 :30,8 (0,1) 67,9:32,1(0,2) 67,5 :32,5(0,2)
HA4ANred : HA4NAred  97,5:2,5(0,1)  96,5:3,5(0,2) 96,4 : 3,6 (0,1)
HAG6ANred : HA6NAred  76,5:23,5(0,5) 78,9:21,1(0,3) 78,0 : 22,0 (0,3)
HA6ANred : HA6NAred  27,3:72,7(0,6) 32,3:67,7(0,2) 30,0 : 70,0 (0,2)
HAG6ANred : HA6NAred  2,0:98,0 (0,1)  3,7:96,3 (0,1) 2,4:97,6 (0,1)

*V zavorkéch jsou uvedeny smérodatné odchylky.
® ATD funkce ziskana pomoci standardi.

¢ ATD funkce ziskana pomoci jedine¢nych fragmentovych iontt.

5.3.6. Zavér

Navrzeny jednoduchy postup pro ur¢ovani plochy piekrytych mobilitnich pikli vychazi
z dobré opakovatelnosti driftového ¢asu a tvaru mobilitniho piku (ATD profilu). Tvar piku je
popsén jednou nebo vicero Gaussovskymi funkcemi a je ziskéna tzv. ATD funkce pro jednotlivé
slozky v binarnich smésich napt. izomert. K vyhodnoceni byl pouZit program OriginPro 2015,

avSak miZze byt aplikovan i jiny software umoziiujici stejnou analyzu piki. Fitovani a tvorba
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ATD funkce pomoci standardi dovoluje analyzovat smési latek s identickymi hmotnostnimi
spektry. Identifikace a kvantifikace latek se stejnym elementdrnim sloZenim je ptikladem
aplikace, ktera je obtizna i pro hmotnostni spektrometry s velmi vysokou rozliSovaci schopnosti.
V piipadé nedostupnosti standarda Ize tento postup pouzit, pokud slozky ve smési poskytuji
odlisné fragmentové ionty. Navrzeny postup, ktery byl aplikovan na oligosacharidy odvozené
od kyseliny hyaluronové, umoziluje prokazat minoritni slozky ve smési jiz od jejiho zastoupeni
okolo 5 %. Lze jej uplatnit nejen pii analyze oligosacharidi, ale také u dalSich analytl Spatné

separovanych iontovou mobilitou.
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6. ZAVER

V souladu se stanovenymi cili byly v ramci ptedlozené prace studovany a validovany
dvé jednoduché a rychlé chromatografické metody, UHPLC a UHPSFC, pro stanoveni 15 NPS
v moci. K priprave vzorkl byl zvolen jednoduchy postup ,,ziedit-zfiltrovat-analyzovat*. Metoda
UHPSFC poskytovala kompaktnéjsi vysledky v matricnich efektech a vytéznosti oproti
UHPLC, avs$ak na vyssich koncentra¢nich hladinach dochazelo k ptenosu analytu do nasledné
analyzy. VSechny dvojice izomeri psychoaktivnich latek se podafilo GspéSné separovat jen
technikou UHPSF. Pomoci UHPLC se nepodatilo rozlisit izomery 3-FMC a 4-FMC. Z divodu
nedostupnosti standardi NPS znacenych stabilnimi izotopy se UHPSFC jevi jako vhodné;jsi
technika, a to diky podobnéj$im matri¢nim efektim a vytéznostem pro rizné NPS.

Rovnéz byla studovana separace NPS pomoci iontové mobility ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii, v€etné ur¢ovani hodnot CCS pro tyto latky. Testovan byl vliv druhu driftového
plynu k rozliSeni izomernich latek. Driftové Casy téchto part byly ve vSech plynech velice
podobné a nepodarilo se latky dostate¢né odseparovat. Ukézana vSak byla moznost vyuzit CCS
jako charakteristiku dané latky.

Dobra opakovatelnost iontové mobilitnich profili dovolila navrhnout novy postup
k ur¢eni ploch nedostatecné separovanych mobilitnich pikd. Studovany postup byl testovan
na oligosacharidech odvozenych od kyseliny hyaluronové. Podafilo se prokazat jeho
aplikovatelnost na nedostate¢né separované binarni smési. Obecné jej 1ze uplatnit i na jiné latky
nez oligosacharidy.

Jednim z hlavnich hledisek pii vyvoji analytickych metod je jejich ¢asova narocnost.
Dtraz kladeny na rychlou identifikaci neznamé latky byva podstatny zejména pii urcovani
intoxikace. VySe uvedené¢ vysledky poukazuji na moznosti rychlych separaci pfedevsSim

v oblasti analyzy toxikologicky nebo biologicky zajimavych latek.
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SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

ACN - acetonitril
ATD — arrival time distribution
BDB — 1,3-benzodioxolyl-butanamin
BEH — ethylene bridged hybrid
CCS — collision cross section, u¢inny srazkovy priiez
2C-B — 4-brom-2,5-dimethoxyfenylethylamin
2C-H - 2,5-dimethoxyfenethylamin
CID - collision induced dissociation, kolizi indukovana disociace
CO — pienos analytu do naslednych analyz, carryover
CO2 — carbon dioxide, oxid uhli¢ity
DTIMS - drift-time ion mobility spectrometry, iontové mobilitni spektrometrie v driftové
trubici
EI — electron ionization, ionizace elektronem
EPH — ethylfenidat
ESI — electrospray, elektrosprej
FAIMS — field-asymmetric ion mobility spectrometry, iontové mobilitni spektrometrie
s vysokonapétovou asymetrickou vlnou
3-FMC - 3-fluoromethkatinon
4-FMC — 4-fluoromethkatinon
FWHM - full widht at half of maximum, §itka piku v poloving vysky
GAG — glykosaminoglykany
GC — gas chromatography, plynova chromatografie
GlcA — D-glukuronové kyselina
GlecNAc — N-acetyl-D-glukosamin
HA — kyselina hyaluronova
HILIC - hydrophilic interaction liquid chromatography, hydrofilni interakéni chromatografie
HPLC - high performance liquid chromatography, vysokoucinna kapalinova chromatografie
i. d. — internal diameter, vnitini primeér
i-PrOH — propan-2-ol
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IM — ion mobility, iontova mobilita

IMS — ion mobility spectrometry, iontové mobilitni spektrometrie

LLOQ - lower limit of quantification, dolni limit kvantifikace

LOD - limit of detection, limit detekce

Log D — logarithm of distribution coefficient, logaritmus distribu¢niho koeficientu
LOQ — limit of quantitation, limit kvantifikace

MALDI — matrix assisted laser desorption ionizatin, ionizace a desorpce laserem za ucasti
matrice

MDA - 3,4-methylendioxyamfetamin

ME — matrix effect, matri¢ni efekt

4-MEC — 4-methylethkatinon

MeOH — methanol

3-MMC - 3-methylmethkatinon

MRM — multi-reaction monitoring, sledovani vice reakci

MS — mass spectrometry, hmotnostni spektrometrie

MS/MS — tandem mass spectrometry, tandemova hmotnostni spektrometrie

MXE — methoxetamin

NAP — naftylethyl stacionarni faze

NMR — nuclear magnetic resonance, nuklearni magnetické resonance

NPS — new psychoactive substances, nové psychoaktivni latky

NRG — nafyron

PEEK - polyether ether ketone, polyéter éter keton

pKa — disociac¢ni konstanta

QqQ - triple quadrupole, trojity kvadrupol

Q-TOF — quadrupole-time of flight, kvadrupdl s priletovym analyzatorem
QUEChHERS - quick easy cheap effective rugged safe, rychly jednoduchy levny efektivni
robustni bezpecny

R — resolution, rozliSeni

R? — determination coefficient, koeficient determinace

RE - recovery, vytéznost

RSD - relativni smérodatna odchylka
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RT pftip. tr— retention time, retencni cas

S — smérnice kalibracni zavislosti

SD — smérodatna odchylka

¢ — smérodatnou odchylku iseku na ose y

SIMPLISMA - Simple-to-use Interactive Self-modelling Mixture Analysis

SFC — supercritical fluid chromatography, superkritickd fluidni chromatografie

SPE — solid phase extraction, extrakce tuhou fazi

SPP — superficially porous particles, povrchove porézni Castice

SRM - single reaction monitoring, sledovani jedné/vybrané reakce

TIMS trapped ion mobility spectrometry, iontové mobilitni spektrometrie se zachycenim iontt
TOF — time of flight, prilletovy analyzator

TWIMS - travelling-wave ion mobility spectrometry, iontové mobilitni spektrometrie
s pohybujici se vinou

UFHTLC - ultra fast high temperature liquid chromatography, ultra rychld kapalinova
chromatografie za zvysené teploty

UHPLC - ultra-high performance liquid chromatography, ultra-vysokoucinna kapalinova
chromatografie

UHPSFC - ultra-high performance supercritical fluid chromatography, ultra-vysokouc¢inna
superkriticka fluidni chromatografie

ULOQ — upper limit of quantification, horni limit kvantifikace

VUV — vacuum ultraviolet spectroscopy, vakuova ultrafialova spektroskopie

XFIDTD — Extracted Fragment Ion Drift Time Distributions, extrakce signalu fragmentovych

iontd v zavislosti na driftovém ¢ase
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PRILOHY

Prilohy A: Ultra-vysokoucinna chromatografie novych

psychoaktivnich latek

Tab. AI: Srovnani matricniho efektu (ME), vytéznosti (RE), preciznosti a piesnosti

pro techniky UHPSFC-MS a UHPLC-MS na rtiznych koncentracnich urovnich.

UHPSFC-MS UHPLC-MS
Konc., ME, RE, Preciznost, Pfesnost, Konc., ME, RE, Preciznost, Presnost,
Latka ng/ml % % % Y% ng/ml Y% % % %
40 88,7 1155 13,5 100,1
20,0 40,0 728 9,0 99,8 20,0 748 101,9 6,0 81,2
Katinon 100,0 412 696 43 99,3 100,0 593  106,6 2,0 105,9
500,0 454 748 1,7 109,2 500,0 594 986 1,3 97,2
2500,0 502 722 3,6 98,4 10000 70,2 84,9 3,7 100,1
5000,0 56,1 72,1 42 93,3
10,0 714 70,6 7,1 100,1 4,0 3,6 102,1
20,0 69,6 673 73 98,6 20,0 625 1068 33 87,6
MDA 100,0 64,6 699 2,5 106,2 100,0 537 1254 1,1 109,1
500,0 603 754 2,9 102,5 500,0 53,6 1150 1,1 100,0
2500,0 66,7 734 2,8 92,7 1000,0 66,3 100,1 1,5 101,1
2,0 13,2 100,5
50 742 73,6 8,9 97,8 10,0 544 1130 3.8 97,9
»CH 250 76,7 733 4,7 109,7 50,0 463 103,5 3,4 97,9
1250 67,0 770 2,1 107,4 250,0 49,3 923 1,7 96,2
6250 709 72,0 3,7 94,7 500,0 61,2 845 43 107,5
12500 738 736 2,1 90,4
10,0 587 76,1 3,9 99,5 4,0 6,2 98,2
20,0 584 753 49 100,3 20,0 102,1 60,9 4,1 107,7
BDB 100,0 58,1 75,5 1.3 103.6 100,0 86,1 73,0 1,5 108,1
500,0 540 803 1,7 102,4 500,0 83,4 731 1,9 91,6
25000 593 77,6 1,6 94,3 1000,0 1038 67,9 6,6 94,4
0,50 322 1009 20,5 103,1
1,0 663 741 73 100,1 1,0 352 99,8 14,2 96,6
20 615 763 42 98,7 20 360 89,1 7.9 943
bufedron 10,0 647 758 4.4 104,3 10,0
50,0 62,2 820 5,0 108,9 50,0 370 878 1,5 103,0
250,0 66,1 764 5,7 97,9 250,0 402 79,6 1,5 98,6
5000 725 735 42 90,2 5000 510 70,1 3,0 104.,4
20 67,7 1066 12,5 101,5
02 568 80,9 5,1 98,2 40 612 910 9,7 92,3
3-MMC 1,0 59,1 787 3.8 107,7 20,0 66,7 1083 32 124,1
50 579 779 2,7 107,4 100,0 687 82,8 23 100,5
250 593 731 6,9 95,7 5000 70,3 76,0 2,6 89,8



50,0 63,5 74,1 2,5 91,0 1000,0 833 712 1,8 91,8
0,50 610 838 16,8 100,6
1,0 49,7 832 7,8 98,7 1,0 694 848 6,4 101,4
20 490 79,0 2,6 99,3 20 67,7 793 3,1 94,7
3-FMC 10,0 539 747 4,7 102,6 10,0 699 70,6 2,1 101,7
50,0 543 745 4,1 105,1 500 637 713 12 98,9
250,0 57,0 733 42 98,5 250,0 656 69,5 1,8 98,3
500,0 619 734 3,1 94.4 500,0 762 636 0,8 104,5
1,0 531 834 5,7 98,2
20 529 825 43 102,4 20 595 902 8,2 100,0
AFMC 10,0 573 769 7.8 105,5 100 756 76,0 2,9 100,2
50,0 59,8 746 57 105,8 50,0 690 758 1,1 98,9
250,0 60,7 72,5 10,2 95,3 250,0 682 81,0 2,7 105,3
500,0 646 753 2,5 92,9 500,0 699 783 3,5 95,7
020 649 67,5 6,6 102,4
040 678 69,7 94 96,2 050 646 99,0 8,1 102,8
1,0 627 727 47 97,0 1,0 69,7 933 10,0 95,3
AMEC 20 582 807 2,8 99,3 2,0 63,7 947 57 97,2
10,0 653 832 1,0 108,4 10,0 668 946 2,1 105,2
50,0 64,7 827 6,5 103,4 50,0 657 90,7 1,0 103,0
250,0 654 80,8 4,6 93,2 250,0 69,1 83,1 1,2 95,9
500,0 856 759 1,9 100,5
1,0 689 749 45 100,4
20 678 714 5.1 98,5 2,0 436 1121 7,6 99,7
methedron 10,0 643 72,0 6,4 102,7 10,0 434 1068 3,8 102,1
500 61,1 77,7 2,9 107,2 50,0 453 94,1 1,7 95,5
250,0 623 74,7 34 97,6 1000 595 820 32 102,7
5000 67,1 764 2,5 93,6
0,10 63,0 81,0 8,9 95,9
020 640 783 9,1 99,1 0,40 849 4,1 99,2
methylon 1,0 634 742 3,1 104,0 20 67,7 97,0 2,7 102,4
50 622 73,1 4.4 102,8 100 658 89,6 6,7 108,5
250 635 725 5,7 97,7 500 673 799 12 92,9
50,0 685 747 1,7 96,4 1000 80,0 704 12 96,9
0,10 650 795 9,7 100,4 0,10 14,0 104,9
020 581 773 7.1 98,1 020 647 96,6 15,2 89,9
1,0 597 780 5,0 104,2 040 618 948 74 98,9
butylon 50 62,1 798 6,1 108,0 20 631 872 3.8 107,0
250 633 74,6 5,7 94,3 100 60,7 882 1,6 107,4
50,0 685 77,8 33 95,0 50,0 627 789 2,1 95,5
1000 721 735 2,1 96,5
0,10 623 763 33 99,1
020 572 79,0 4,0 99,9
1,0 61,8 802 47 109,1 040 429 1102 47 95,9
ethylon 50 658 774 4,0 106,8 20 374 1269 2,5 119.4
250 632 732 10,3 93,3 10,0 386 1391 1,7 108,8
50,0 71,6 74,0 5.1 91,9 50,0 428 100,1 1,6 85,4
100,0 543 1,0 90,4
2C-B 040 914 71,0 6,7 86,6

II



2,50 66,3 76,4 9,7 99,2 2,0 65,5 102,1 6,7 101,8
5,0 60,1 773 11,9 100,8 10,0 62,8 96,2 4,9 95,3
25,0 622 739 8,2 102,8 50,0 63,5 84,4 2,3 93,3
125,0 582 788 3,0 105,1 100,0 73,9 78,4 24 107,0
625,0 623 76,0 2,1 98,7
1250,0 629 763 3.8 93,4
0,10 658 79,5 6,9 96,9 0,04 75,9 92,4 16,1 100,4
0,20 658 86,0 42 104,0 0,20 96,5 80,5 7.4 97,7
NRG 1,0 71,5 91,0 2,6 110,1 1,0 74,1 97,9 1,2 103,0
5,0 69,4 889 6,2 107,1 5,0 75,7 86,3 2,7 93,8
25,0 73,6 83,0 6,7 96,0 10,0 84,0 87,1 2,2 105,2
50,0 789 784 7,3 85,9

III



Tab. AII: Primérné hodnoty matri¢nich efektii a vytéznosti.

UHPSFC-MS UHPLC-MS
# Latka ME, % ME, SD ﬁquD, w, RE% RE,SD glszl,), y, ME % ME,SD %/ISED, v, RE% RE,SD EISED, v
1 Katinon 466 6.7 143 723 19 2.6 705 122 174 015 112 1.1
2 bufedron 656 3.9 6.0 764 3.0 3.9 386 6.6 17.1 879 118 13,5
3 3-MMC 593 2.6 43 769 32 42 697 74 10.6 893 156 17,5
4 MDA 665 43 6.5 713 3.1 4.4 590 64 10.9 118 109 9.3
5 3-FMC 543 48 8.9 763 3.9 52 676 49 73 747 80 10,7
6 4-FMC 5801 45 7.8 775 44 5,7 634 58 8.5 802 59 74
7 2C-H 725 37 5.1 739 18 2.5 528 65 12,3 083 125 12,7
8 4-MEC 641 3.0 47 768 6.6 8.6 693 75 10.8 902 8.0 8.9
9 BDB 577 21 3.6 770 2.1 2.7 939 106 113 687 538 8.4
10 methedron 652 32 48 745 24 33 479 17 16,1 988 135 13,7
11 methylon 641 22 3.5 757 33 4.4 731 87 11.9 842 115 13,7
12 ethylon 637 48 7.6 767 2.7 3.6 832 67 15,5 19,1 173 14,5
13 butylon 628 38 6.0 778 19 24 642 41 6.4 865 89 10,3
14 20-B 620 27 4.4 765 1.6 2.1 714 120 16.8 864 127 14,7
15  NRG 708 5.0 7.1 845 5.1 6.0 812 94 1.6 888 6.6 74
Primér 622 38 6,3 763 3.1 4.1 647 78 123 911 107 1.6
RSD, % 10.4 3.9 2.4 14,5

1%



Tab. AIII: Kalibra¢ni parametry (y= P*c + Q), limity detekce (LOD), dolni a horni limit kvantifikace (LLOQ, ULOQ), pienos analytu

do naslednych analyz (CO, carryover).

UHPSFC-MS UHPLC-MS
¢ e w o v IO TOT UG OEW 0% o lon Iow Uoo o
1 katinon 0,996 34 531 5,15 15,61 5000 119 <LOD 0,991 810 2702 0,50 1,51 1000 <LOD
2 bufedron 0,995 234 13339 0,26 0,78 500 <LOD <LOD 0,998 217 13372 0,09 0,26 500 <LOD
3 3-MMC 0,994 120 28015 0,07 0,20 50 <LOD <LOD 0,980 209 3416 1,04 3,16 1000 <LOD
4 MDA 0,997 2182 4496 2,23 6,74 2500 67 <LOD 0,993 23658 17067 1,39 422 1000 <LOD
5 3-FMC 0,998 235 6822 0,37 1,11 500 <LOD <LOD 0,999 79 15357 0,06 0,19 500 <LOD
6 4-FMC 0,996 268 5932 0,22 0,67 500 <LOD <LOD 0,999 144 12710 0,31 0,94 500 <LOD
7 2C-H 0,992 550 2976 1,85 5,61 1250 45 <LOD 0,998 1834 4640 0,40 1,21 500 <LOD
8 4-MEC 0,996 -1 25014 0,04 0,13 250 <LOD <LOD 0,998 508 29928 0,08 0,23 500 <LOD
9 BDB 0,998 1170 3742 1,61 4,87 2500 <LOD <LOD 0,993 5753 11499 1,35 4,10 1000 <LOD
10 methedron 0,997 361 12195 0,19 0,58 500 56 <LOD 0,999 302 11640 0,33 1,00 100 <LOD
11 methylon 0,999 165 44716 0,03 0,09 50 80 <LOD 0,996 2965 51454 0,11 0,32 100 <LOD
12 ethylon 0,994 230 77781 0,03 0,09 50 <LOD <LOD 0,978 1131 54015 0,25 0,76 100 <LOD
13 butylon 0,996 150 51427 0,02 0,07 50 <LOD <LOD 0,994 599 44257 0,03 0,08 100 <LOD
14 2C-B 0,998 51 1449 0,41 1,23 1250 121 <LOD 0,996 -37 7211 0,10 0,31 100 <LOD
15 NRG 0,995 113 74264 0,04 0,11 50 <LOD <LOD 0,998 519 87036 0,01 0,02 10 <LOD




Prilohy B: Urceni ploch nedostate¢né separovanych mobilitnich piki
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Obr. B1: Ukazka opakovatelnosti ATD profilu.
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Obr. B2: Linearni korelace pomérti plochy piku AHA2AN ku celkové plose smési

AHA2AN : HA2AN. Poméry byly vypocteny pomoci fitovani pro rizné posuny (v binech):

a)11,b)5,¢)3,d)2,e) 1 adat zHPLC. V zavorkach jsou uvedeny intervaly spolehlivosti.
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Obr. B3: Linearni korelace poméru plochy piku HA3NN ku celkové plose smési

HA3NN : HA4NA. Poméry byly vypocteny pomoci fitovani pro rizné posuny (v binech): a) 0,

b) 19, ¢) 26, d) 27 a dat z HPLC. V zé4vorkach jsou uvedeny intervaly spolehlivosti.
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Tab. BI: Plochy pikii (%) minoritnich slozek v binarnich smésich (\HA2AN : HA2AN,
HA3NN : HA4NA, HA6ANdeac : HA6AN). Mobilogramy jednotlivych slozek byly
z namétenych dat extrahovany pro specifické hodnoty m/z a integrovany. Mobilogramy smeési

byly fitovany ATD funkcemi (Obr. 29-31).

Minoritni Separacni Int(?g.ra'ce Fi.tm"zini ' ’
slozky? posun mo,l)llltnlho mobilitniho piku  Rozdil (%)
(bins) piku(%) (%)
AHA2AN 11 0.7 0.4 -0.3
AHA2AN 11 1.9 1.8 -0.1
HA2AN 11 1.0 1.1 0.1
HA2AN 11 5.0 5.1 0.1
AHA2AN 5 0.7 0.0 -0.7
AHA2AN 5 1.9 1.5 -0.4
HA2AN 5 1.0 1.5 0.5
HA2AN 5 5.0 55 0.5
AHA2AN 3 0.7 0.0 -0.7
AHA2AN 3 1.9 0.6 -1.3
HA2AN 3 1.0 22 1.2
HA2AN 3 5.0 6.2 1.2
AHA2AN 2 0.7 0.0 -0.7
AHA2AN 2 1.9 0.0 -1.9
HA2AN 2 1.0 2.2 1.2
HA2AN 2 5.0 6.3 1.3
AHA2AN 1 0.7 0.8 0.1
AHA2AN 1 1.9 0.0 -1.9
HA2AN 1 1.0 2.5 1.5
HA2AN 1 5.0 6.1 1.1
HA3NN 0 0.0 0.0 0.0
HA4NA 0 0.1 0.1 0.0
HA4NA 0 0.9 0.9 0.0
HA3NN 19 0.0 1.4 1.4
HA4NA 19 0.1 0.4 0.3
HA4NA 19 0.9 1.0 0.1
HA3NN 26 0.0 0.0 0.0
HA4NA 26 0.1 0.0 -0.1
HA4NA 26 0.9 0.0 -0.9
HA3NN 27 0.0 0.0 0.0
HA4NA 27 0.1 0.0 -0.1
HA4NA 27 0.9 0.0 -0.9
HA6ANdeac 0 0.0 0.3 0.3
HA6ANdeac 0 3.7 6.1 24

IX



HA6AN 0 0.0 0.0 0.0
HA6AN 0 2.3 0.0 -2.3
2 byly vyhodnoceny smési s minoritni slozkou o plose 5 % a méné.

Tab. BII: Plochy pikt (%) minoritnich slozek v izomernich smésich (HA6ANred : HA6NAred;
HA4ANred : HA4NAred).

HPLC Fitovani
Minoritni slozka®* integrace piki  mobilitnich piku Rozdil (%)
(%) (%)
HA6ANTred 0.1 0.0 -0.1
HA6ANred 1.5 1.9 0.4
HA6NAred 0.0 0.0 0.0
HA6NAred 2.4 4.4 2.0
HA4ANred 0.0 0.1 0.1
HA4ANred 6.1 6.3 0.2
HA4NAred 0.0 0.3 0.3
HA4NAred 2.8 4.6 1.8

? byly vyhodnoceny smési s minoritni slozkou o ploSe 6 % a méné.
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SOUHRN

Disertani prace se zabyva studiem rychlych separaci ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii se zaméfenim na analyzu novych psychoaktivnich latek a oligosacharidi.
Teoretickd Cast je vénovana rychlym chromatografickym separacim a separacim iontovou
mobilitou ve spojeni s hmotnostni spektrometrii v€etné jejich praktickych aplikaci. Jsou zde
rovnéZ popsany postupy umoznujici odliSeni nedostatecné separovanych mobilitnich pikd.
Teoretickou cast uzaviraji kapitoly zabyvajici se novymi psychoaktivnimi latkami (NPS)
a kyselinou hyaluronovou.

Vysledky prace zahrnuji studium a validaci chromatografické separace 15 NPS
ze skupiny katinoni a fenylethylamini v mo¢i pomoci ultra-vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie (UHPLC) a ultra-vysokouc¢inné superkritické fluidni chromatografie
(UHPSFC). Kupravé vzorki moce byl pouzit jednoduchy postup ,ziedit-zfiltrovat-
analyzovat®. Z hlediska vytéznosti i matricnich efekti poskytovala UHPSFC kompaktnéjsi
vysledky, avSak na vysSich koncentra¢nich hladinach dochazelo k pfenosu analytu
do nésledujici analyzy. Tento jev l1ze minimalizovat proloZzenim analytické sekvence slepymi
vzorky. Pii separaci izomertt NPS bylo dosazeno lepSich vysledka technikou UHPSFC, ktera
oproti UHPLC umozZnila aspésné rozlisit izomery 3-FMC a 4-FMC. Pro vSech 15 NPS byly
stanoveny limity detekce a kvantifikace, pficemz limity detekce se pohybovaly v rozmezi
0,01 az 5 ng/ml moce. Kromé& chromatografické separace byly nové psychoaktivni latky
analyzovany pomoci iontové mobility ve spojeni s hmotnostni detekci. Vedle testovani vlivu
druhu driftového plynu na iontové mobilitni separaci byly vypocteny hodnoty CCS (G€inného
srazkového prifezu), které jsou dalsi charakteristikou latky vhodnou pro potvrzeni jeji
identifikace.

V souvislosti s mensi rozliSovaci schopnosti iontové mobility byl vyvinut jednoduchy
postup k ur€eni ploch nedostatecné separovanych mobilitnich pikt, ktery vychazi
z ptedpokladu dobré opakovatelnosti driftového ¢asu a tvaru mobilitniho piku (ATD profilu).
Profil mobilitniho piku je popsén jednou nebo vice Gaussovskymi funkcemi, z nichz je
pro jednotlivé slozky v bindrnich smésich ziskana tzv. ATD funkce. Tyto ATD funkce byly
aplikovany na iontové mobilitni data modelovych smési oligosacharidi odvozenych
od kyseliny hyaluronové. Plochy piki jednotlivych slozek ziskané fitovanim dobfte korelovaly
s hodnotami, které byly ziskany integraci HPLC pikii. NavrZeny postup se mize uplatnit nejen

pii analyze oligosacharidi, ale také u dalSich analytl Spatné separovanych iontovou mobilitou.



Dosazené¢ vysledky ukazuji vyznam rychlych separaci pii analyze toxikologicky nebo

biologicky zajimavych latek.



SUMMARY

The dissertation deals with rapid separations coupled to mass spectrometry with the
focus on analysis of new psychoactive substances and oligosaccharides. The theoretical part is
devoted to fast chromatographic separations and separations by ion mobility spectrometry
coupled to mass spectrometry, including their practical applications. Procedures allowing
for distinguishing poorly separated mobility peaks are also described. The theoretical part is
concluded by the chapters dealing with new psychoactive substances (NPS) and hyaluronic
acid.

The results include the development and validation of chromatographic separation
of 15 NPS (cathinones and phenylethylamines) in urine based on ultra-high performance liquid
chromatography (UHPLC) and ultra-high performance supercritical fluid chromatography
(UHPSFC). A simple "dilute-filter-and-shoot" procedure was used to treat urine samples.
UHPSFC provided more uniform results in terms of recovery and matrix effects, but carryover
of certain analytes was observed at higher concentration levels. This phenomenon can be
reduced sufficiently by inserting blank samples into the analytical sequence. Regarding the
separation of NPS isomers, better results were obtained by the UHPSFC that allowed
for successful differentiation of 3-FMC and 4-FMC isomers, as opposed to UHPLC. Limits
of detection and quantification were determined and LOD in the range from 0.01 to 5 ng/mL
urine was observed. Besides chromatographic separation, new psychoactive substances were
analyzed using ion mobility coupled to mass detection. In addition to testing the influence
of the drift gas on the ion mobility separation, the CCS (collision cross section) values were
also measured. CCS represents another characteristic suitable for confirming the identity of the
substance.

Due to the lower resolving power of ion mobility, a simple procedure has been
developed to determine areas of insufficiently separated mobility peaks, based on the
assumption of good repeatability of drift time and peak shape (ATD profile). The mobility peak
profile is described by one or more Gaussian functions, from which ATD functions are obtained
for the individual components of the binary mixtures. These ATD functions were applied to
the ion mobility data of model mixtures of hyaluronic acid-derived oligosaccharides. The peak
areas of the individual components obtained by fitting correlated well with the values got
integrating HPLC peaks. ATD functions might be useful not only for analysis

of oligosaccharides but also for other analytes poorly separated by ion mobility. The achieved



results demonstrate the importance of rapid separations for analysis of toxicologically or

biologically relevant substances.
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1. UVOD

Vyznam analytické chemie v dnesni dobé doklada skutecnost, Ze se tento obor stava
stale vice nepostradatelnou soucasti fady odvétvi, mezi které patii farmacie, toxikologie,
potravinaisky prumysl, sledovéani zivotniho prostfedi, dopingové kontroly a mnoho dalsich.
Vysoké naroky na analyzu rozmanitych vzorkl vedou k vyvoji velmi citlivych a selektivnich
technik umoznujicich analyzu Sirokého spektra analytl v matri¢né sloZitych vzorcich ve velice
kratkych Casech. Pravé rychlost separace je jednim z hlavnich parametrti, kterému je v této
praci vénovana pozornost.

Diserta¢ni prace je zaméfena na studium, vyvoj a aplikaci rychlych separaci ve spojeni
s citlivou hmotnostné¢ spektrometrickou detekci. Vyvijeny a porovnany byly dvé
chromatografické techniky (UHPLC a UHPSFC) v analyze patnacti novych psychoaktivnich
latek v lidské moci. Kromé chromatografické separace byla feSena také problematika iontove
mobilitni separace téchto latek s cilem urCeni jejich u¢inného srazkového prarezu jako
charakteristické veliCiny piispivajici k identifikaci. Pro odliseni Spatn¢ separovanych iontové
mobilitnich pikd byl navrZen postup, ktery byl testovan na binarnich smésich oligosacharidi

odvozenych od kyseliny hyaluronové.



2. RYCHLE SEPARACE

Z hlediska chromatografie 1ze za rychlé separace povazovat analyzy, u kterych dochazi
k eluci slozek vzorkd v jednotkdch minut pifip. sekund. V piipadé iontové mobility lze
vysledky méteni ziskat v jednotkach az desitkach sekund. Nartstajici zdjem o oblast vyvoje
rychlych separaci je zptusoben piedevsim neustale se zvySujicim poctem provadénych analyz a
potiebou ziskat rychle vysledky a to i v pfipadé¢ matri¢né slozitych a rozmanitych vzork.
Cilem je dospét k co nejrychlejsi separaci dosahujici potiebné ucinnosti a rozliSeni s naslednou
citlivou a selektivni detekci. Rychlé separace nachazeji své uplatnéni v mnoha oblastech, kde
je kladen diiraz predevS§im na cas. Naptiklad v toxikologii, klinické chemii, pti dopingovych
kontrolach, ale i1 v proteomice a metabolomice, kde je potfebnd UCinnd separace velmi
komplexnich vzorki obsahujicich az stovky slozek.

Na zaklad¢ téchto pozadavkl je v poslednich letech sméfovana pozornost na vyvoj
vysokotlakych technik poskytujicich vysledky ve vyznamné kratSich casech ve srovnani
s technikami konven¢nimi. Dnes je jiz bézné€ pouzivana ultra-vysokoucinna kapalinova
chromatografie (UHPLC) vyuzivajici pro zvySeni G¢innosti separace staciondrni faze s pln¢
poréznimi ¢asticemi mens§imi nez 2 um [1,2]. Rychlych separaci lze vSak dosdhnout i jinymi
cestami, nez je zmensovani plné poréznich ¢astic, napt. pouzitim monolitickych kolon [3-7]
nebo povrchové poréznich castic [8-11]. Pozdé&ji na trh uvedena ultra-vysokouc¢inna
superkriticka fluidni chromatogratie (UHPSFC) neni prozatim tak béznou technikou, v mnoha
ptipadech se vSak osvédcila jako vhodné alternativa k UHPLC. Pravé proto je mozné nalézt
fadu publikaci, ve kterych jsou tyto dvé techniky vzajemné porovnavany [12-18]. Rovnéz
elektromigra¢ni techniky je mozné vyuzit k rychlym separacim. To doklada tada
publikovanych aplikaci, které v médu kapilarni elektroforézy (CE) jsou schopny separaci
v fadu sekund az jednotek minut [19-22].

Dalsim typem techniky umoznujici rychlou separaci, které je taktéz vénovana
pozornost, je spojeni iontové mobility s hmotnostni spektrometrii (IM-MS) [23-26]. Tato
technika je schopnd poskytovat rychlé vysledky i bez nutnosti zafazeni chromatografického
systému, jelikoz umoziuje separaci iontll piimo v mobilitni cele integrované s hmotnostnim
spektrometrem. Spojeni IM-MS piineslo nové moznosti v separaci a kvantifikaci
izobarickych/izomernich sloucenin. IM-MS roz$ifuje moznosti identifikace latek, ovéfovani
struktur, ale také zlepSuje pomér signalu k Sumu pfi kvantitativni analyze. K ovéfeni a

identifikaci latek se vyuziva charakteristické veli¢iny — u¢inného srazkového prifezu neboli
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CCS (collision cross section), jehoz hodnotu lze touto technikou ur¢it [22]. Iontova mobilita
s technologii TWIMS (iontové mobilitni spektrometrie s pohybujici se vinou) nebo DTIMS
(iontové mobilitni spektrometrie v driftové trubici) disponuje rozliSovaci schopnosti v rozsahu
desitek az stovky, coz nemusi byt v mnoha piipadech dostatecné. Zaroven technika iontové
mobility poskytuje velmi stabilni hodnoty driftového Casu, které nejsou ovlivnény matrici
vzorku. Dobra opakovatelnost driftového ¢asu a tvart mobilitnich piki (ATD profili)
umoziuje popsani téchto profili superpozici Gausovskych funkci. Kazda vytvoifena ATD
funkce odpovida jednomu analytu a muze se skladdat z jedné nebo vice Gausovskych funkci.
Tento pristup umoziujici fesit problematiku integrace piekryvajicich se asymetrickych piki
byl aplikovan pfi analyze izomert oligosacharidi kyseliny hyaluronové [27], coZ byl jeden
z cilii disertacni prace.

Nové psychoaktivni latky (NPS) nazyvané rovnéz jako ,,nové syntetické drogy* tvori
sirokou skupinu zneuzivanych latek. Tyto latky se ziskavaji pozménénim chemické struktury
zakazanych drog nebo syntézou latek s odlisnou strukturou, ale ptisobici na stejné receptory
jako klasické drogy. Maji obdobné uc¢inky jako zakézané navykové drogy, av§ak mohou byt na
trh uvadény jako jejich ,,legalni ndhrada, protoze nejsou legislativnim procesem dostatecné
rychle zatazeny na seznam zakazanych latek [28,29]. Nebezpecnost NPS spociva v neznalosti
jejich fyziologickych ucinki, ¢imz predstavuji velmi vazné riziko pro lidské zdravi [30-32].
S naristajicim poctem novych NPS vyskytujicich se na trhu je nezbytné disponovat
selektivnimi a asové nenarocnymi metodami umoznujicimi identifikovat jak Cisté latky, tak
pro toxikologické ucely také latky pritomné v biologickych vzorcich. Dllezitym faktorem neni
Soucasti vysledk této prace je porovnani dvou rychlych chromatografickych metod (UHPLC)
a UHPSFC) pfi analyze 15 NPS ptitomnych ve vzorcich moci [33].



3. CIiLE DISERTACNI PRACE

Tématem doktorské prace bylo studium, vyvoj a aplikace rychlych separaci ve spojeni

s hmotnostni spektrometrii. Stanoveny byly dva cile:

1. Studium chromatografického chovani NPS ze skupiny katinont a fenylethylamind,
porovnani dvou technik (UHPLC a UHPSFC) s hmotnostni detekci pii analyze 15 NPS v lidské
moci. Kromé chromatografickych separaci bylo ukolem otestovat mozZnost iontové mobility
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii pfi identifikaci zminénych latek.

2. Navrhnout postup pro odliSeni nedostate¢né separovanych iontové mobilitnich pika

a otestovat jej na analyze oligosacharidi odvozenych od kyseliny hyaluronové.

Reseni obou cilt vedlo k publika¢nim vystuptim:

1. Borovcova L., Pauk V., Lemr K., Analysis of new psychoactive substances in
human wurine by ultra-high performance supercritical fluid and liquid
chromatography: validation and comparison, J. Sep. Sci. (2018) — v tisku
DOI: 10.1002/jss¢.201800006

2. Borovcova L., Hermannova M., Pauk V., Simek M., Havli¢ek V., Lemr K., Simple
area determination of strongly overlapping ion mobility peaks, Anal. Chim. Acta

981 (2017) 71-79.



4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. Ultra-vysokoucinna chromatografie novych psychoaktivnich latek

4.1.1. Chromatograficka separace

V ramci UHPLC experimenti byly pro separaci 15 NPS (struktury viz Obr. 1)
testovany tf1 kolony Waters ACQUITY UPLC BEH Phenyl, BEH Shield RP18 a BEH C8
(vSechny o rozmérech 100 % 2,1 mm, plnéné Casticemi 1,7 um) s riznymi kombinacemi
gradientl vodné€ organické mobilni faze (MeOH, ACN). Nejlepsi vysledky z hlediska separace,
tvaru pikti a doby analyzy poskytla kolona BEH Phenyl s mobilni fazi obsahujici vodu,
methanol a 0,1 % kyseliny mraven¢i (Obr. 2 a). Technika UHPSFC pro separaci stejnych 15
NPS (struktury viz Obr. 1) byla studovana a popséana v nasi piedchozi publikaci [34] z roku
2015. Vyvinuta separace byla ¢astecné modifikovana. Analyzy byly provedeny na kolon¢ BEH
s mobilni fazi sestavajici se zoxidu uhli¢it¢tho a methanolu s pfidavkem mravencanu
amonné¢ho. Gradient byl upraven tak, aby bylo dosazeno krat$i doby analyzy, aniz by doslo
ke zhorSeni separace prvnich eluovanych latek (Obr. 2 b). Obé metody byly porovnany

s ohledem na separaci latek a valida¢ni parametry.
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Obr. 2: Chromatogramy vzorkd moce
s pifidavkem NPS a) UHPLC-MS,
b) UHPSFC-MS. 1) katinon;
2) bufedron; 3) 3-MMC; 4) MDA; 5) 3-
FMC; 6) 4-FMC (flefedron); 7) 2C-H; 8)
4-MEC; 9) BDB; 10) methedron; 11)
methylon; 12) ethylon; 13) butylon; 14)
2C-B; 15) NRG (nafyron).

Pro jednotlivé izomerni pary byly zjis§tény nasledujici hodnoty rozliseni (prvni hodnota

je pro UHPLC, druhé pro UHPSFC): R2,3= 1,86 a 2,20; Rs,6 =<0,5 a 1,34; Ro,10 = 5,00 a 1,87;

Ri2,13=1,85a 1,92, struktury viz Obr. 1. V systému UHPLC bylo dosazeno nejvétsiho rozliseni

u izomert BDB a methedronu (Roe,10 = 5,00), které se vyznamné lisi svymi strukturami a lze

u nich oc¢ekavat vétsi rozdil v hydrofobnim efektu. U ostatnich izomernich parii s podobné;jSimi

strukturami 1ze ptfedpokladat mensi rozdily v hydrofobnich efektech a v dasledku jejich mensi

separaci v systému obracenych fazi. Separace v UHPSFC s uplatnénim polarnich interakci

izomeru se stacionarni fazi poskytla lepsi rozliSeni. Usp&$né separace izomerniho paru 3-FMC

a 4-FMC bylo dosazeno pouze v UHPSFC (Rsgs =

<0,5 a 1,34 UHPLC a UHPSFC).

Opakovatelnost retencnich cast latek na tirovni LOD byla lepsi nez 1 % pro vSechny NPS,

s vyjimkou 3-FMC a 4-FMC v syst¢mu UHPSFC (hodnoty RSD reten¢nich Casti jsou,

v Tab. I).

4.1.2. Priprava vzorki a volba rozpoustédla

Ke zpracovani vzorki byl volen jednoduchy a rychly postup ,,zfedit-zfiltrovat-

analyzovat® (,,dilute-filter-and-shoot*), coz pfispélo k rychlé analyze zahrnujici 1 zpracovani

vzorkil. K eliminaci vysokého obsahu soli a dalSich slozek (napf. kreatinin, kreatin, mo¢ovina,

kyselina mocova), jakoZzto moznych ruSivych latek pfi hmotnostné spektrometrické detekci,
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byla testovana tfada organickych rozpoustédel s cilem vysrazet alespon jejich ¢ast. V piipadé
UHPLC byl pro upravu vzorkii vybran MeOH, ktery oproti rozpoustédlu s vyssi eluéni silou
(i-PrOH) vyraznéji nedeformoval tvar pikii. V ptipadé UHPSFC byl pro zpracovani vzorki
zvolen i-PrOH.

4.1.3. Limit detekce

Limity detekce byly ur€eny pro NPS v moci. Obé chromatografické techniky byly
spojeny se stejnym hmotnostnim spektrometrem, ale rizné hodnoty pratoku i slozeni
mobilnich fazi v UHPLC a v UHPSFC mohly ovlivnit odli$n€¢ ioniza¢ni G¢innost i signal
pozadi. Ve vétSiné piipadit UHPLC poskytla srovnatelné nebo vétsi plochy piki pro stejné
SRM ptechody danych analytii na stejnych koncentracnich trovnich v ¢istém rozpoustédle 1
v moc¢i. Pozorovana byla 2-4 krat vétsi plocha u latek s primarni aminoskupinou (katinon,
MDA, BDB, 2C-H a 2C-B). Pro tyto latky je typicka vysokd hodnota pKa, okyselend mobilni
faze v UHPLC metod¢ podporovala jejich ionizaci. Jejich protonace v UHPSFC miize byt
méné U¢innd kviili mensi dostupnosti protonti v pouzité superkritické mobilni fazi. S vyjimkou
2C-B mély tyto latky LOD v UHPSFC nad 1 ng/ml. Nejlepsich limiti detekce v UHPSFC
systému bylo dosazeno pro latky NRG, butylon, ethylon, methylon, 4-MEC a 3-MMC, jejichz
hodnoty se pohybovaly v setinach ng/ml. Oproti UHPLC bylo technikou UHPSFC dosazeno
a methylon, pfic¢emz v péti ptipadech byly obé techniky srovnatelné. Naopak u Sesti NPS bylo
dosazeno lepSich limith detekce pomoci UHPLC. Vibec nejnizsi limit detekce byl ziskan
technikou UHPLC pro latku NRG (0,01 ng/ml) (Tab. I). Hodnoty LOD byly ovlivnény jak

odezvou analytu, tak Sumem pozadi, matri¢nim efektem a vytéznosti.



Tab. I. Retenc¢nich ¢asy, LOD a LOQ studovanych NPS v moci. Instrumentéalni hodnoty LOD
a LOQ byly 5 x nizsi.

UHPSFC/MS UHPLC/MS

Cislo Latka RT (min) LOD LOQ RT (min) LOD LOQ
(RSD*,%) (ng/ml) (ng/ml) (RSD*,%) (ng/ml) (ng/ml)
(n=6) (n=6)

1 katinon 1,289 5,15 15,61 1,451 0,50 1,51
(0,35) (0,66)

2 bufedron 1,012 0,26 0,78 1,781 0,09 0,26
(0,81) (0,55)

3 3-MMC 1,151 0,07 0,20 1,902 1,04 3,16
(0,73) (0,36)

4 MDA 2,011 2,23 6,74 1,734 1,39 4,22
(0,54) (0,87)

5 3-FMC 0,941 0,37 1,11 1,625 0,06 0,19
(2,25) (0,40)

6 4-FMC 1,059 0,22 0,67 1,648 0,31 0,94
(1,67) (0,18)

7 2C-H 2,124 1,85 5,61 1,844 0,40 1,21
(0,30) (0,22)

8 4-MEC 1,117 0,04 0,13 2,006 0,08 0,23
(0,50) (0,17)

9 BDB 1,739 1,61 4,87 2,001 1,35 4,10
(0,47) (0,21)

10 methedron 1,604 0,19 0,58 1,771 0,33 1,00
(0,87) (0,79)

11 methylon 1,468 0,03 0,09 1,638 0,11 0,32
(0,89) (0,46)

12 ethylon 1,279 0,03 0,09 1,876 0,25 0,76
(0,58) (0,40)

13 butylon 1,171 0,02 0,07 1,772 0,03 0,08
(0,87) (0,89)

14 2C-B 2,269 0,41 1,23 2,371 0,10 0,31
(0,33) (0,08)

15 NRG 1,095 0,04 0,11 2,741 0,01 0,02
(0,45) (0,06)

* RSD reten¢nich Casii byly spocteny pro analyzy na LOD urovni

4.1.4. Preciznost, linearni rozsah a presnost

Z hlediska preciznosti byly ob¢ studované techniky srovnatelné. Na trovni LOQ u obou

metod neptesdhla hodnota RSD namétenych ploch 20 % a na vysSich koncentra¢nich irovnich

byla nizsi nez 15 % s vyjimkou jednoho kalibraéniho bodu v UHPLC pro analyt bufedron —

20,5 % na urovni LOQ a butylon — 15,2 % na vyssi koncentra¢ni hlading.

Koeficient determinace R? byl vzdy vyssi nez 0,990 v piipadé obou technik s vyjimkou

3-MMC a ethylonu v UHPLC. Linearni koncentra¢ni rozsah byl pro obé metody v rozsahu

dvou az tii koncentracnich fadi. Horni limit kvantifikace (ULOQ) byl omezen nelinearnim

prib&hem kalibracni kiivky u plochy piki vEétsi nez dva miliony.



Vazena linearni regrese (1/x?) poskytla pro vétinu slou¢enin dostate¢nou piesnost =+
15 % [35], s vyjimkou jediné¢ho koncentra¢niho bodu v UHPLC pro katinon — 81,2 %, 3-MMC
—124,1 % a ethylon — 119,4 %.

4.1.5. Matric¢ni efekt

Jednoduché zpracovani vzorku neumoznilo odstranit matri¢ni efekt (ME) potlacujici
iontovy signal vSech analytdt v UHPSFC 1 UHPLC (Obr. 3). Primérny matricni efekt byl
pro obé¢ techniky témét stejny (62 % UHPLC a 65 % UHPSFC). V ptipad¢ UHPSFC byl
matriéni efekt pro riizné slouceniny v rozsahu od 47 % do 73 % s primérnym RSD uréenym
z matri¢nich efektl pro vSechny analyty na vSech koncentracnich urovnich okolo 6,3 %.
U druhé z technik se matri¢ni efekty pro jednotlivé NPS pohybovaly v §ir§im rozmezi 39 % —
94 % a primérnd hodnota RSD byla 12,3 %. Z divodu nedostupnosti standardi NPS
znacenych stabilnimi izotopy, lze povazovat za vyhodu vyrovnanéj§i matricni efekty
v UHPSFC. Pii volb¢ jedné z latek jako vnitini standard bude v UHPSFC jeji chovani blizsi

ostatnim stanovovanym latkam.
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s UHPSFC
==g==JHPLC BDB 4-MEC hladiny.



4.1.6. VytéZnost

Stejné jako u matri¢niho efektu, tak i u vytéznosti UHPSFC poskytovala blizsi hodnoty
pro rtizné latky. Primérnd vytéznost (RE) byla 76 % a celkové se pro UHPSFC techniku
pohybovala v rozmezi 71 az 85 % (Obr. 4). Nebyly pozorovany Zadné vyznamné&j$i zmény
vytéznosti v zavislost na koncentraci, jak dokladaji malé chybové usecky v grafu na Obr. 4.
Primérna hodnota RSD vytéznosti pro vSechny analyty a vSechny koncentra¢ni urovné byla
4,1 %. U UHPLC byla vétsinou dosazena vyssi vytéznost nez u UHPSFC (v pruméru 91 %),
avSak v SirSim intervalu od 69 % do 119 % (Obr. 4) U vétSiny sloucenin (katinon, 2C-H,
bufedron, 3-MMC, 3-FMC, 4-MEC, methedron, methylon, bytylon) vytéZznost klesala se
zvysujici se koncentraci. Rozdily ve vytéznosti mezi nejniz§imi a nejvyssimi body kalibra¢ni
zévislosti byly u uvedenych sloucenin vyssi nez 20 %. Tato zavislost RE na koncentraci mize
negativné ovlivnit kvantifikaci NPS. Primérnd hodnota RSD vytéznosti byla pro veskeré
analyty a vSechny koncentra¢ni trovné 11,6 %, coz je téméft trojnasobné vyssi hodnota nez
v ptipad¢ techniky UHPSFC. Rozdily ve vytéznosti mezi technikami UHPSFC a UHPLC
zjevné souvisely s pouzitim rozdilného rozpoustédla pti zpracovani vzorkl. Stejné jako
u matri¢niho efektu, tak i v pfipad€ vytéznosti jsou kompaktnéjsi vysledky ziskané technikou

v

UHPSFC ptiznivéjsi pro pouziti nezna¢eného vnitiniho standardu.

Katinon
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" e

Butylon

Ethylon 3-Fmc  Obr. 4: Vytéznost pro UHPSFC-
MS a UHPLC-MS. Chybové
useCky odpovidaji smérodatné

Methylon ; ; 4-FMC
: i odchylce vytéZznosti pro danou
Methedron : . o ., « .
’ latku a vSechny jeji koncentracni
s UHPSFC 2C-H . yI9
g JHPLC BDB 4-MEC hladiny.

4.1.7. Prenos analytu do naslednych analyz (carryover)
Pfenos analytu do nasledné analyzy byl v piipadé¢ UHPLC vzdy niz8§i nez LOD.
V UHPSFC byl pro katinon a 2C-B pftiblizné 120 % LOQ a 45-80 % LOQ pro MDA, 2C-H,
10



methedron a methylon. Pfi druhém néstiiku slepého vzorku byl pfenos pod LOD u vsech
analyti i u UHPSFC. Mén¢ ucinny oplach systému superkritické fluidni chromatografie mtze
byt zplisoben slabsi elucni silou mobilni faze. Pfesto 1 nejvyssi prenos pozorovany u katinonu
odpovidd méné nez 0,4 % nastfikovaného mnozstvi (ULOQ bylo 5000 ng/ml, nastiik 5 pl).
nebo prolozit sekvenci analyzovanych vzorkl nastiikem slepych vzorkd, to vSak prodluzuje

celkovou dobu analyzy.

4.1.8. Zavér

Pro stanoveni patnacti novych psychoaktivnich latek v moci byly navrzeny a
validovany dvé jednoduché a rychlé metody, UHPLC a UHPSFC. Ptestoze pro upravu vzorkl
moci byl pouzit jednoduchy postup ,ziedit-zfiltrovat-analyzovat®, validacni parametry
vytéznost 1 matricni efekt se pohybovaly v akceptovatelném rozmezi. Metoda zalozena
na UHPSFC poskytovala z hlediska téchto dvou parametri kompaktnéjsi vysledky, zatimco
u UHPLC metody byly pozorovany vétsi odchylky pro rtizné latky a koncentracni trovné.
V ptipad¢ UHPSFC dochazelo na vys$Sich koncentra¢nich hladinach k pozorovatelnému
prenosu analytu do nasledné analyzy, ¢emuz lze zamezit prolozenim sekvence nastiikem
slepého pokusu.
ve stacionarni fazi, coz prispélo k izomerni selektivité ve srovnani s nepolarni stacionarni fazi
v UHPLC. Syst¢tm UHPSFC se v tomto kontextu vice podoba kapalinové chromatografii
na normalnich fazich, pficemz je vSak ptidavkem pomocné kapaliny dosaZeno lepsi
kompatibility s ionizaci elektrosprejem.

S ohledem na omezenou dostupnost ¢i pfimo nedostupnost standardit NPS znacenych
stabilnimi izotopy se jako vhodnéjsi jevi metoda zalozend na UHPSFC, ktera poskytla podobné
matricni efekty a zejména vytéznosti pro rizné NPS. Jedna ze studovanych latek (napf.

methylon) miiZze byt zvolena jako interni standard pro stanoveni ostatnich studovanych NPS.
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4.2. Analyza novych psychoaktivnich latek pomoci spojeni iontové

mobility s hmotnostni spektrometrii

4.2.1. Vliv volby driftového plynu na iontové mobilitni separaci vybranych novych
psychoaktivnich latek

Spojeni iontové mobility s hmotnostni spektrometrii (IM-MS) bylo vyuZito pfi analyze
18 NPS. Pozornost byla vénovana predevsim izobarickym a izomernim smésim téchto latek.
Sledovéan byl vliv zmény driftového plynu (N2, Ar a CO>) na selektivitu separace NPS.
V Tab. II jsou shrnuty zjisténé driftové casy. Piestoze se driftové ¢asy pro jednotlivé izomerni
latky a jejich smési mirné liSi, zlepSeni rozliSeni zménou driftového plynu casto neni
dostacujici a latky nelze ve smési odseparovat. Nejvétsi rozdil v driftovém case (nejlepsi

rozliSeni) vici izobarickym latkdm (3-FMC a 4-FMC) lze pozorovat pro 2C-H v Na.

Tab. II. Driftové Casy izomernich a izobarickych NPS ve tfech plynech.

Latka Driftovy ¢as v N2 Driftovy ¢as v Ar  Driftovy ¢as v CO2
butylon 7,32 7,38 8,03
ethylon 7,38 7,43 7,92
3-MMC 6,35 6,35 7,11

bufedron 6,13 6,13 6,78

3-FMC 6,08 6,02 7,11
4-FMC 6,02 5,97 7,05

2C-H 6,51 N/A 7,27

BDB 6,78 N/A 7,65

methedron 6,67 6,56 7,43

4.2.2. Urcovani Gcinného srazkového prirezu

Iontova mobilita ve spojeni s hmotnostni spektrometrii byla dale pouzita ke zjistovani
charakteristické veli¢iny — u¢inného srazkového priifezu (neboli collision cross section; CCS).
Uginny srazkovy prifez novych psychoaktivnich latek byl uréovan na piistroji s mobilitni
celou TWIMS (iontova mobilita s vyuzitim putujici viny), ktera vyzaduje kalibraci.

Kalibrace pfistroje byla provedena na dva typy kalibranti — polyalanin a smés
nizkomolekularnich latek [36]. Polyalanin poskytuje jednonasobné nabité oligomery, které
pokryvaji rozsah m/z 231 — 799 a rozsah CCS 150 — 464 A2, Je vhodny pro pozitivni i negativni
mod. Druhym testovanym kalibrantem byla smés nizkomolekularnich latek obsahujici

acetaminofen, alprenolol, N-ethylanilin, clozapin-N-oxid, kolchicin, ondasetron, reserpin
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a verapamil, jejichz rozsah m/z 122 — 609 dobfe pokryva rozsah m/z testovanych
psychoaktivnich latek. U&inny srazkovy prifez (CCS) této smési je vrozmezi 124,5 —
254,2 A2,

V ptipad¢ obou kalibranta je dulezité nastaveni rychlosti viny tak, aby se cely rozsah
mobilitnich pika (celd obalka) kalibrantu nachdzel v jednom mobilitnim okné. Pti $patném
nastaveni rychlosti viny pfechdzeji mobilitni piky kalibrantu do dal§iho mobilitniho okna, coz
vede k chybnym vysledkiim. U obou kalibrantii byla zvolena rychlost viny 700 m/s. Vzdy byl
zméien kalibrant (méfeni I), nasledné vzorek v 6-ti opakovanich a znovu kalibrant (méteni I1).
CCS byla vyhodnocovana na obé¢ kalibra¢ni méfeni. Vysledky byly vyuZity pro srovnani
vhodnosti kalibracnich smési, testovani ptfiddvani automaticky nedetekovanych signali
kalibrantu (divodem byla nizka intenzita) a korelace mezi t€émito dvéma kalibranty. Data byla
vyhodnocovéana v programu DriftScope. V ptipadé obou kalibranti ziskané hodnoty spolu
dobfe korelovaly. Piidani pikli o nizké intenzité¢ hralo vétsi roli pii pouziti smeési
nizkomolekularnich latek jakozZto kalibrantu. Je vhodné ptidat vzdy vSechny kalibra¢ni body,
které jsou k dispozici, aby byl kalibrantem co nejlépe pokryt interval méfenych hodnot CCS
kalibrantem.

Postup byl nasledné aplikovan k zjisténi hodnot CCS, které¢ mohou byt vhodnou
dodatec¢nou charakteristikou latky dopliujici informace ziskané z hmotnostniho spektra.
V Tab. III jsou shrnuty vysledky pro modelovou smés. Hodnoty CCS ziskané pii analyze
jednotlivych psychoaktivnich latek (modelové standardy) jsou prakticky shodné s hodnotami
ziskanymi pro danou latku ve smési (modelové vzorky), byt byly méteny s casovym odstupem

16 dnli. Podobné 1ze o¢ekéavat shodu mezi standardy a redlnymi vzorky.
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Tab. III. Hodnoty CCS pro nové psychoaktivni latky v modelové smési méfené na kalibrant

Polyalanin.
analyzovana | CCS (A?) CCS (AY) R? CCS (A? R?
latka pro standardy Zjisténé pii Zjisténé pii
analyze ve smeési analyze ve smési
Kalibrant I Kalibrant II
3-FMC 141,40 140,01+0,02 138,83+0,02
butylon 153,17 151,89+0,03 150,79+0,03
S“;Ztsef('“ katinon 133,90 134,26+0,12 | 0,9985 | 133,0320,12 | 0,9906
NRG 177,17 177,8140,12 176,98+0,12
EPH 161,50 161,62+0,08 160,63+0,08
4.2.3. Zavér

Byl testovan vliv druhu driftového plynu pro iontové mobilitni separaci izobarickych
a izomernich latek. Driftové Casy se pro jednotlivé izomerni latky a jejich smési liily pouze
mirné¢ a nebylo dosazeno potfebného rozliSeni vrcholi piekryvajicich se pikd. lontové
mobilitni separaci se nepodafilo latky ve smési rozlisit. Vzhledem k dobré
opakovatelnosti/stabilit¢ profili mobilitnich pikd byl navrzen novy postup zabyvajici se
rozliSenim ptekryvajicich se mobilitnich pikd. O této problematice pojednava kap. 4.3., kde je
testovan novy postup na modelovych smésich oligosacharidii kyseliny hyaluronové.

Iontova mobilita ve spojeni s hmotnostni detekci byla pouzita k uréovani Gc¢inného
sraZzkového priifezu na piistroji s mobilitni celou TWIMS. Vyznamnym parametrem nastaveni
byla rychlost viny, jelikoZ pfi jejim Spatném nastaveni dochdzi k ptechodu mobilitnich pika
kalibrantu do dalSiho mobilitniho okna, coz vede k chybnym vysledkiim. Byl testovan druh
kalibrantu, pfidavani automaticky nedetekovanych signala kalibrantu a korelace mezi témito
dvéma kalibranty. Nasledné byl postup aplikovan na modelovou smés péti latek, pro kterou
byly zjistény hodnoty CCS. Hodnoty CCS pro jednotlivé standardy latek se dobie shodovaly
s hodnotami ziskanymi pfi analyze smési, coz ukazuje na potencial CCS pii identifikaci latek,

kdy je mozné porovnavat CCS neznamé latky se standardem.
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4.3. Urceni ploch nedostate¢né separovanych mobilitnich piki

4.3.2. Postup zpracovani dat, tvorba ATD funkce

Gaussovsky ATD profil je mozné ziskat pro slouceniny poskytujici ionty s pouze
jednim geometrickym uspofadanim. Rozsifené a asymetrické ATD profily piislusejici jedné
sloucenin€ jsou znadmkou pfitomnosti iont liSicich se v jejich geometrickém usporadani.
Kazdé z téchto uspotradani prispiva k vytvotreni ATD profilu, ktery je mozné popsat linedrni
kombinaci Gaussovskych funkci. V idedlnim ptipadé se pocet funkci rovna poctu uspotradani.

Uvadény postup je vhodny ke zpracovani mobilitnich dat naméfenych pro binarni
smési, u nichz pocet geometrickych uspotadani nebyl znam. Postup zahrnoval celkem tii
kroky: 1) ziskdni mobilogrami standardi (jejichZ hmotnostni spektra mohou byt shodné) nebo
mobilogramii vykreslenych pro jedine¢né fragmentové ionty dané latky, ¢imz se obdrzi ATD
profil jednotlivych sloucenin (Obr. 5 a, b); 2) kazdy profil je popsan jednou (Obr. 5 ¢) nebo
nékolika Gaussovskymi funkcemi (Obr. 5 d), Gaussovskd funkce nebo kombinace téchto
funkci vytvari pro kazdou slouc¢eninu ATD funkci (Fatp) (Cervena a modra kiivka na Obr. 5 c,
d); 3) ziskané¢ ATD funkce jsou aplikovany na mobilogramy vzorka k urceni plochy piku

jednotlivych sloucenin v binarni smési (Obr. 5 e, f).
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Obr. 5: Schéma zpracovéni dat: a), b) experimentalni ATD profily (mobilogramy)
métené pro jednotlivé slouceniny; ¢), d) popsani jednotlivych profilti jednou (c) nebo né¢kolika
(v tomto ptipadé tfemi — zelend kiivka) (d) Gaussovskymi funkcemi a vytvorené ATD funkce
(Cervena a modra kiivka); e), f) pouziti vytvorené ATD funkce na experimentalni mobilogramy

odpovidajici dvéma binarnim smésim o riznych pomérech sloucenin.
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4.3.3. Aplikace ATD funkce na modelové smési

Vyse uvedeny postup byl testovdn na modelovych smésich (\HA2AN : HA2AN
a HA3NN : HA4NA) s manualnim posunem/piekryvem vrcholt pikti. Pfi tomto testovani byly
pouzity smési latek, které se liSily hodnotami m/z. Jejich mobilogramy tak mohly byt
extrahovany/vykresleny a nezavisle integrovany, ¢imz byla ziskana plocha piku pro kazdy
oligosacharid ve smési. Plochy pak byly porovnany s hodnotami ziskanymi aplikaci ATD
funkci. Slozky AHA2AN a HA2AN vykazovaly symetrické ATD profily. Oba z téchto profili
byly dobte popsany pouze jednou Gaussovskou funkci, ktera v téchto ptipadech byla rovnéz
jejich ATD funkci (Obr. 6). ATD funkce byly aplikovany na binarni modelovou smés
obsahujici AHA2AN a HA2AN, pfi¢emz byla modelovana riizna mira separace vyse zminénym
posunem dat (Obr. 6 a-e). Aplikaci testované metody se podatilo prokazat pfitomnost obou
oligosacharidi i v ptipad€ mobilogramu s jednim maximem (Obr. 6 €). Popisovanym postupem
bylo dosazeno dobrych vysledkli pro rizné se piekryvajici piky oligosacharidi. Ve vSech
stupnich separace bylo docileno dobré korelace mezi plochami ziskanymi na zakladé fitovani
a hodnotami ziskanymi integraci mobilitnich pikii (R?>0.9995, smérnice~1). Druhd modelova

smés HA3NN : HA4NA je blize uvedena v disertacni praci.
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Obr. 6: Modelové iontoveé mobilitni separace smeési
sHA2AN : HA2AN (50:50, w/w). Aplikovan byl
posun mobilogramu HA2AN (v binech) a) 11, b) 5,
¢) 3,d) 2, e) 1. ATD funkce byly ziskany pomoci
standardi n\HA2AN (m/z 378,081) a HA2AN (m/z
396,096).
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Dalsim ptikladem je smés obsahujici oligosacharidy HA6ANdeac a HA6AN, ktera
poskytovala pouze jeden mirn€ deformovany pik (Obr. 7). K popsani ATD profilt jednotlivych
slozek (méfeni standardii) bylo vyuzito dvou respektive péti Gaussovskych funkci. Aplikace
ATD funkci Fatp(HA6ANdeac) a Farp(HA6AN) umoznila odhalit pfispévek obou
oligosacharidii tomuto jednomu piku. Podobné jako v obou ptfedchozich ptipadech se ionty
oligosacharidi liSily hodnotou m/z, coZ umoznilo nezévisle integrovat jejich mobilogramy.

Vysledky ziskané integraci a fitovanim dobie korelovaly (R? = 0.9987, smérnice ~ 1, Obr.7).

---------- F...(HABANdeac)
— — - F,o(HABAN)
2E+05 —— HABANdeac : HABAN

IMS signal

1E+05 =

0.0

T T n.I T = T T
50 55 6.0 6.5 7.0 75 8.0
Driftovy ¢as (ms)

2 ' *  Obr. 7: Mobilogram smési HA6ANdeac
% y=1.00 (t[!,[_)Z)x +2.02 (£1.09)
gf 7 R=09%T (m/z 1112,302) : HAGAN (m/z 1154,316)
SE .
35 w0 (50:50, w/w). Linearni korelace pomeéra
L8
i:’% ”s plochy piku HA6ANdeac ku celkové plose.
E . Poméry byly vypolteny z dat ziskanych
E 0 25 50 75 100 ., . , , , .
= % HABANdeac fitovanim a integraci. V zavorkéch jsou

(plocha ziskana integraci mobilitniho piku)
uvedeny intervaly spolehlivosti.

Jak je jiz uvedeno u vyse popsanych prikladd, vysledné ATD funkce slozek binarnich
smési byly aplikovany na vzorky s riznym zastoupenim slozek (0:100, 5:95, 25:75, 50:50,
75:25,95:5 a2 100:0). V ptipad¢ nizkého obsahu minoritni slozky (< 5 %) nachdzejici se v hiife
separované binarni smeési dochazi ke zhorsenti jeji detekovatelnosti i korelace mezi plochou této
slozky ziskanou pomoci fitovani a integraci mobilitnich pikt. Pro vyssi plochy minoritni slozky
zjisténé plochy vzajemné dobie korelovaly u vSech tii smési. Vlivy jako nizky obsah slozky,
negativni nebo faleSné pozitivni vysledky. Pfesto se minoritni sloZku podaftilo v fad¢ vzorki

detekovat.
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4.3.4. Aplikace ATD funkce na izomerni smési

Po provedeni testli na modelovych smésich byl vySe popsany postup aplikovan také
na analyzu smési izomeri oligosacharidi. Prvni izomerni smeés tvofily oligosacharidy
HAO6NAred : HA6ANred, které byly mobilitné pomérmnée dobie separovany (Obr. 8). Profil
HAG6NAred byl popsan jednou Gaussovskou funkei a profil HA6ANred péti funkcemi. Plochy
pikt slozek ziskané fitovanim byly srovnany s hodnotami z integraci mobilitnich i HPLC dat.
V piipadé integrace mobilitnich dat (aplikovéana integrace ke kolmici) byla plocha HA6NAred
nadhodnocena v dtsledku frontovani druhého piku (HA6ANred). Nadhodnoceni 1ze dolozit
srovnanim pomért ploch slozek. HPLC data poskytla pomér ploch izomert 22,2 : 77,8.
Integraci mobilogramu byl ziskan pomér 31,8 : 68,2 a testovanym postupem 26,9 : 73,1.
Z vysledkl je patrné, Ze pomér ziskany ndmi navrZzenym postupem byl blizsi HPLC separaci,
kdy jsou izomery zcela separovany. Vysledky ziskané na zakladé fitovani dobie korelovaly
s vystupy z HPLC (R? = 0.9978, Obr. 8).

Separace druhé testované smési obsahujici izomery HA4ANred a HA4NAred jiz

nebyla uplnd. Blizsi popis této separace je uveden v disertacni praci.
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fé b2 " - = —,  ziskanych fitovanim a HPLC. V zavorkach
(plocha zisk:anal’_i ﬁ??;ﬁ? HPLG piku) Jsou uvedeny intervaly spolehlivosti.
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4.3.5. Aplikace ATD funkce na izomerni smési pri vyuZiti jedineénych
fragmentovych ionti

V ptedchozich kapitolach byly pro fitovani vyuzity ATD funkce generované na zaklad¢
naméfenych dat pro standardy. Vytvoreni ATD funkei je také mozné pomoci mobilogramt
vykreslenych pro jedinecné fragmentové ionty ptisluSného izomeru. Postup vyzadoval dvé
analyzy izomerni smési: 1) CID (kolizi indukovana disociace) byla aplikovana po mobilitni
separaci s naslednym vykreslenim ATD profili pro hodnoty m/z jedine¢nych fragmentovych
iontl (podminkou je dostateCna intenzita jejich signalu). Naslednym fitovanim ATD profila
byly ziskany vysledné ATD funkce pro oba izomery. ii) Vytvofené ATD funkce byly poté
pouzity na data stejného vzorku namétené¢ho bez CID. Takovy postup umoziuje odlisit ATD
profily a urcit plochy pro izomery, u kterych nejsou k dispozici standardy. Oba pftistupy, jak
tvorba ATD funkci na standardech, tak pomoci jedineénych fragmentovych iontl, byly
testovany na dvou bindrnich izomernich smésich o tiech riznych pomérech (Tab. IV). Ziskané

vysledky vykazuji dobrou shodu.

Tab. IV. Poméry ploch pikti stanovené HPLC a dvéma pfiistupy fitovani mobilitnich pika

pro rizné poméry izomeru.

Izomerni smés HPLC? Fitovani Fitovani (jedine¢nych
(standardii)™ fragmentovych
iont)™*
HA4ANred : HA4NAred  27,1:72,9(0,2) 25,6:74,4(0,4) 25,3 : 74,7 (0,6)
HA4ANred : HA4NAred  69,2:30,8 (0,1) 67,9:32,1(0,2) 67,5 :32,5(0,2)
HA4ANred : HA4NAred  97,5:2,5(0,1)  96,5:3,5(0,2) 96,4 :3,6(0,1)
HA6ANred : HA6NAred  76,5:23,5(0,5) 78,9:21,1(0,3) 78,0 : 22,0 (0,3)
HA6ANred : HA6NAred  27,3:72,7(0,6) 32,3:67,7(0,2) 30,0 : 70,0 (0,2)
HA6ANred : HA6NAred  2,0:98,0 (0,1)  3,7:96,3(0,1) 2,4:97,6 (0,1)

4V zéavorkach jsou uvedeny smérodatné odchylky.
® ATD funkce ziskana pomoci standard.
¢ ATD funkce ziskana pomoci jedine¢nych fragmentovych iontd.

4.3.6. Zavér
Navrzeny jednoduchy postup pro ur€ovani plochy piekrytych mobilitnich pikl vychazi
z dobré opakovatelnosti driftového ¢asu a tvaru mobilitniho piku (ATD profilu). Tvar piku je

popsan jednou nebo vicero Gaussovskymi funkcemi a je ziskdna tzv. ATD funkce
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pro jednotlivé slozky v binarnich smésich napt. izomerti. K vyhodnoceni byl pouzit program
OriginPro 2015, avSak muze byt aplikovan i jiny software umoziujici stejnou analyzu pik.
Fitovani a tvorba ATD funkce pomoci standardii dovoluje analyzovat smeési latek
s identickymi hmotnostnimi spektry. Identifikace a kvantifikace latek se stejnym elementarnim
slozenim je ptikladem aplikace, kterd je obtizna i pro hmotnostni spektrometry s velmi vysokou
rozliSovaci schopnosti. V pfipadé¢ nedostupnosti standardi lze tento postup pouzit, pokud
sloZzky ve smési poskytuji odlisné fragmentové ionty. Navrzeny postup, ktery byl aplikovan
na oligosacharidy odvozené od kyseliny hyaluronové, umozituje prokazat minoritni slozky
ve smési jiz od jejiho zastoupeni okolo 5 %. Lze jej uplatnit nejen pii analyze oligosacharidd,

ale také u dalSich analyti Spatné separovanych iontovou mobilitou.
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5. ZAVER

V souladu se stanovenymi cili byly v rdmci ptedlozené prace studovany a validovany
dv¢ jednoduché a rychlé chromatografické metody, UHPLC a UHPSFC, pro stanoveni 15 NPS
v moc¢i. K ptipravé vzorkti byl zvolen jednoduchy postup ,ziedit-zfiltrovat-analyzovat®.
Metoda UHPSFC poskytovala kompaktnéjsi vysledky v matri¢nich efektech a vytéznosti
oproti UHPLC, avSak na vysSich koncentracnich hladindch dochazelo k pfenosu analytu
do nasledné analyzy. VSechny dvojice izomer psychoaktivnich latek se podatfilo Gsp&Sné
separovat jen technikou UHPSF. Pomoci UHPLC se nepodafilo rozlisit izomery 3-FMC
a 4-FMC. Z dtvodu nedostupnosti standardit NPS znacenych stabilnimi izotopy se UHPSFC
jevi jako vhodnéjsi technika, a to diky podobnéjSim matriénim efektim a vytéZnostem
pro rtizné NPS.

Rovnéz byla studovana separace NPS pomoci iontové mobility ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii, véetné ur¢ovani hodnot CCS pro tyto latky. Testovan byl vliv druhu driftového
plynu k rozliSeni izomernich latek. Driftové Casy téchto parti byly ve vSech plynech velice
podobné a nepodatilo se latky dostate¢né odseparovat. Ukézéna vSak byla moznost vyuzit CCS
jako charakteristiku dané latky.

Dobra opakovatelnost iontové mobilitnich profili dovolila navrhnout novy postup
k urceni ploch nedostatecné separovanych mobilitnich pikli. Studovany postup byl testovan
na oligosacharidech odvozenych od kyseliny hyaluronové. Podafilo se prokazat jeho
aplikovatelnost na nedostatecné separované binarni smési. Obecné jej 1ze uplatnit i na jiné latky
nez oligosacharidy.

Jednim z hlavnich hledisek pii vyvoji analytickych metod je jejich ¢asova naro¢nost.
Dtraz kladeny na rychlou identifikaci neznamé latky byva podstatny zejména pii urCovani
intoxikace. Vyse uvedené vysledky poukazuji na moznosti rychlych separaci predevsim

v oblasti analyzy toxikologicky nebo biologicky zajimavych latek.
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