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Uvod

Opidty jsou terapeuticky uzivany jako analgetika k potlace-
ni silnych bolesti zndmého ptivodu, napf. v postopera¢nim sta-
vu ¢i ve findlni fazi onemocnéni rakovinou, avSak jsou také
zneuzivany pro svoje euforizujici a anxiolytické ﬁéinkyl’z. Pri
forenznim jedndni miize byt dileZité analytické odliSent apli-
kace heroinu (3,6-O-diacetylmorfin) od ostatnich opiati’.

Heroin (plazmaticky polocas 3—-5 min) se velmi rychle
metabolizuje na 6-monoacetylmorfin (6-MAM, plazmaticky
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polocas 45 min), ktery je ddle metabolizovdn na morfin (po-
locas cca 4 h) a normorfin (obr. 1). V krvi nebo v moci
detegovany 6-MAM je specifickym markerem neddvného
uziti heroinu. Proto by metoda na priikaz opidti méla byt
zaméfena na potvrzeni piitomnosti 6-MAM spolu s morfinem
a kodeinem, nebot tyto ldtky byvaji nalézdany v moci po poziti
heroinu®*% Kodein je vtomto piipadé rozkladnym produktem
pifimési acetylkodeinu v ilegdlni droze, neni metabolitem he-
roinu.

Kodein a dihydrokodein maji terapeutické uziti jako léky
tlumici kasel. Mohou vsak byt soucdsti ilegdlné pfipravované
Ceské opidtové speciality — smési ,,Brown* (obr. 2). Ilegdln{
piiprava ,,Brownu* z kodeinu byla odhalena J. Vegerkovou’
na prelomu sedmdesdtych a osmdesdtych let. Obé ldtky se
metabolizuji O-demethylaci na morfin, resp. dihydromorfin,
a N-demethylaci na norkodein, normorfin, resp. nordihydro-
kodein, nordihydromorfin, a ddle konjugaci ;)ﬁvodm’ formy
latky i metaboliti s glukuronovou kyselinou' >

K priikazu skodlivin (nox) a jejich kvantifikaci v biologic-
kych vzorcich 1ze vyuzit riznych analytickych postupti a me-
tod. Univerzdlni extrakce latek z biologickych tekutin orga-
nickym rozpoustédlem (LLE - liquid-liquid extraction) je
stdle vice vytésiiovdna extrakci na tuhou fazi (SPE —solid-pha-
se extraction)*®. Ve forenzni toxikologii je jako metoda konec-
ného potvrzeni ndlezu vyZadovdna specifickd metoda obvykle
na bazi plynové chromatografie spojené s hmotnostni spektro-
metrif (GC-MS) (cit.>*").
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Obr. 1. Schéma biotransformace heroinu, morfinu a kodeinu
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Obr. 2. Schéma pripravy ilegalni tekutiny ,,Brown‘

V predkladaném piispévku je detailné hodnocena metoda
pro stopové analyzy rtiznych opidtd (dihydrokodein, dihydro-
morfin, nordihydrokodein, kodein, hydrokodon, morfin, nor-
kodein, 6-monoacetylmorfin) v moc¢i vyuzitim GC-MS. Uni-
verzalni zpasob ionizace elektronovym ndarazem ve sken modu
je vhodny pro detekci a identifikaci nezndmych sloucenin.
Analyza specifikovanych latek, v nasem piipade smési opidtt,
je vsak citlivéjsi v SIM modu (selected ion monitoring) a je
preferovdna pii kvantifikaci. V literatufe jsou popsédny riz-
né zpusoby derivatizace opidtli pro stopové analyzy GC-MS
(cit.>). Pri analyzéch toxikologickych vzorkd metodou GC-
-MS se Casto voli pievedeni analytd na trimethylsilylderi-
vity™¥1%13 v dfive publikované prici® jsme k silylaci pouzili
MSTFA (N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoracetamid) a za-
znamenali jsme zlepSeni opakovatelnosti stanoveni hydroko-
donu a hydromorfonu ve srovndni se silylaci pomoci BSTFA
(N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid). Nicméné opakova-
telnost silylace N-desmethylmetabolitti opidtti nebyla uspoko-
jiva. ZlepSeni jsme zaznamenali pfi pouziti MSTFA ve smési
s jodidem amonnym stabilizované 1,2-bis[(trimethylsilyl)sul-
fanyl]ethanem. Tato silylacni smés doporu¢ovand v dopingo-
vé analyze'® byla pouZita pro optimalizaci stanoveni opidtti ve
vzorcich lidské moci in vitro obohacené smési opiétti a deute-
rovaného morfinu jako vnitfniho standardu metodou GC-MS.

Experimentalni ¢ast

Reagencie

Vsechny pouzité chemikdlie byly v kvalité p.a. Silylacni
¢inidla N-methyl-N-(trimethylsily])trifluoracetamid (MSTFA),
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA), trimethyl-
chlorsilan (TMCS), stabilizdtor 1,2-bis[(trimethylsilyl)sulfa-
nyl]ethan a jodid amonny (NH,I) pochdzela od firmy Fluka
Chemie, Scharsko.
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Kolonky pro extrakci na tuhou fdzi Bond Elut Certify
pochdzely od firmy Varian, USA. Velikost kolonky: 10 ml na
130 mg sorbentu, typ sorbentu: smésnd pevna faze C8 a SCX
(siln€ kysely ménic kationti na bazi benzensulfonové kyseliny).

Referené¢ni standardni substance
pouzité pro analyzy GC-MS

Dihydrokodein hydrogentartarat, relativni molekulova hmot-
nost M, 451,5, dihydromorfin baze, M, 287,4 (Napp Research
Centre, UK), nordihydrokodein trifluoracetdt monohydrat, M,
4}18,3, morfin (N—C[2H3]) monohydrat, M, 306,4 (Lipomed,
Svycarsko), kodein-fosfat seskvihydrat, M, 406,4, morfin hy-
drochlorid trihydrat, M, 375,8, 6-O-acetylmorfin-hydrochlo-
rid monohydrat, M, 381,9 (UNDCP Viden, Rakousko), hy-
drokodon hydrogentartardt, M, 449,5 (Sigma, USA), norko-
dein hydrochlorid trihydrat, M, 375,8 (Makor Chemie, Izrael).

Podminky analyzy GC-MS

K analyze slouZil plynovy chromatograf HP 6890 s hmot-
nostnim detektorem MSD 5973 vybaveny automatickym dav-
kovac¢em vzorkt (Hewlett Packard, USA), kolona HP-5 MS,
30m %250 um x 0,25 um (Hewlett Packard, USA), nosny plyn
helium pii konstantni priitokové rychlosti 1 ml.min™", teploty:
splitless injektor 250 °C, pfechodnik (auxiliary) 270 °C, teplot-
ni program na kapilafe: 85 °C po 2 min, 30 “C.min~" do 220 °C,
ddle 3 *C.min"" do 260 °C, ddle 15 *C.min"" do 280 °C, 280 °C
konstantné po dobu 3,5 min, celkovd doba analyzy 25 min.

Pri pokusech byla pouzita ionizace elektronovym narazem
(EI) v SIM modu za standardnich podminek uvedenych v ta-
bulce I.

Pracovni postupy
Priprava pracovniho roztoku a vzorkii moci in vitro

Z kazdé referencni substance byl pfipraven zasobni roztok
v methanolu o koncentraci 200 ug.ml™". Pracovni roztok byl

Tabulka I
GC-MS podminky pro stanoveni opidti v SIM modu

Analyt* Pocdtek akvizice Monitorované Prodleva
[min] mlz [ms]
DHC.TMS 13,00 373,315, 282,236 25
DHM.2TMS 13,41 431, 416, 373, 236 25
NDHC.2TMS 14,00 431,416,316 20
COD.TMS 14,00 371, 356, 343 20
HC.TMS 14,48 371,356, 313,234 25
MO-D,2TMS 15,00 432,417,404 20
MO.2TMS 15,00 429, 414, 401, 236 20
NCOD.2TMS 15,30 429, 414, 292, 250 25
6-MAM.TMS 16,15 399, 340, 324, 287 25
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* DHC dihydrokodein, DHM dihydromorfin, NDHC nordihy-
drokodein, COD kodein, HC hydrokodon, HM hydromorfon,
MO morfin, NCOD norkodein, 6-MAM 6-0-acetylmorfin, MO-
-D; vnitini standard deuterovany morfin, TMS trimethylsilyl
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smési analytl pfipravenou smisenim zdsobnich roztokt o ko-
ne&né koncentraci 20 ng.ul™! pro kazdou substanci.

Stanoveni pfesnosti a hodnoceni vytéZnosti extrakce bylo
provadéno v matrici lidské moci prosté opidtl a jinych 1éCiv.
Vzorky moci byly obohacovéany standardni smési opidtd tak,
aby bylo dosazeno vyslednych koncentra¢nich hladin 10, 100,
resp. 500 ng.ml™". Jako vnitini standard pro stanoveni byl
pouZzit roztok deuterovaného morfinu o koncentraci 50 ng
v 10 ul methanolu. Tento podil vnitiniho standardu byl piiddn
k 1 ml vzorku mo¢i pted extrakei. Vzorky o odpovidajici 100%
extrakén{ vytéznosti byly simulovany odpafenim piislusného
mnozstvi smési standardl opidtl a vnitiniho standardu a né-
slednou silylaci odparku.

Dale byly zjistovdny parametry kalibra¢nich zavislosti pro
jednotlivé latky. Kalibra¢ni vzorky o koncentracich 0, 5, 10,
50, 100, 500, 1000, 3000 a 5000 ng.ml™' byly pfipraveny
pridavkem odpovidajictho mnozstvi smési opidtd k 1 ml vzor-
ki negativni moci.

Uprava vzorku a derivatizace

1 ml modi s ptidavkem stanovovanych opidtd a vnitiniho
standardu byl extrahovén na kolonkéach Bond Elut Certify®. Ke
kazdému vzorku byl pted extrakci pfiddn 1 ml pufru TRIS
(tris(hydroxymethyl)aminomethan, pH 9). Po promichani byl
takto upraveny vzorek aplikovdan na kolonku SPE predtim
kondicionovanou 2 ml methanolu a 2 ml deionizované vody.
Balastni latky zachycené na kolonce byly odstranény promy-
tim 2 ml deionizované vody, 1 ml octanového pufru (pH 4)
a 2 ml methanolu. Analyty byly eluovany z vysusené kolonky
do vialky dvakrat 1 ml denné Cerstvé pfipravované smési
dichlormethan/propan-2-ol/hydroxid amonny (25%), 78:20:2
(v/vIv). Po odpateni rozpoustédel byl suchy extrakt silylovdn
100 wl zvoleného silyla¢niho ¢inidla pii 80 °C po dobu 20 min.
Alternativné byla pouZita tato ¢inidla: MSTFA nebo MSTFA
+ 5 % TMCS nebo BSTFA nebo BSTFA + 5 % TMCS,
resp. MSTFA/NH J/stabilizétor. 1 ul byl analyzovdn pomoci
GC-MS.

Vysledky

Zimérem prace bylo nalézt optimdlni metodu GC-MS
pro stanoveni $kdly uvedenych opidti vcetné problematic-
kych N-desmethylmetaboliti a ketoslouc¢enin hydrokodonu
a hydromorfonu. Jak vyplyva z tabulky I, derivatizace samot-
nych standardnich substanci bez ruSivych vlivii biologické
matrice pomoci BSTFA nebo BSTFA + 5 % TMCS nevedla
k uspokojivé opakovatelnosti stanoveni nordihydrokodeinu
a norkodeinu. Hodnoty opakovatelnosti (variacni koeficient
CV (%)) pro tyto latky byly lepsi pfi pouziti MSTFA nebo
MSTFA + 5 % TMCS, resp. MSTFA/NH,I/stab. V tabulce III
jsou jiz uvedeny vysledky opakovatelnosti stanoveni ve vzor-
cich moce pfi silylaci MSTFA a MSTFA/NH,I/stab. Experi-
menty hodnotici presnost stanoveni na koncentrac¢nich hladi-
néch 10, 100 a 500 ng.ml™ vykdzaly hodnoty variacnich
koeficientd v rozsahu 0,5 az 16,2 % (prumér 5,9 %, medidn
4.7 %) pro jednotlivé opidty. Vyjimku tvoii hydrokodon na
hlading 500 ng.ml™, jehoz CV byl 21,3 %. Hydrokodon obsa-
huje ketoskupinu, kterd mutzZe enolizovat. Problemati¢nost
derivatizace sloucenin tohoto typu je obecné zndma.
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Tabulka IT
Opakovatelnost silylace Cistych standardnich ldtek rdznymi
¢inidly — variacni koeficienty CV (%). MnoZstvi teoreticky od-

povida 500 ng.ml™" mo¢i pii 100% vytéznosti extrakce (1 = 6)

Analyt* CV

MSTFA + MSTFA MSTFA + BSTFA  BSTFA +

NH4I+stab4 5 % TMCS 5 % TMCS
DHC 0,9 1,8 2,0 3,9 48
DHM 1,2 1,3 14 5,0 6,1
NDHC 9,0 6,8 7.7 25,1 49,6
COD 0,6 1,3 1,6 3,7 45
HC 1,3 2.3 8,1 7,0 42
MO 0,9 0,9 1,7 45 5,2
NCOD 72 5,2 6,2 12,4 b
6-MAM 0,7 1,7 1,6 2,7 5,5

% viz tabulka I, ® nehodnoceno, nereprodukovatelné vysledky

Tabulka IIT

Opakovatelnost stanoveni (variacni koeficienty CV (%)) vy-
branych opiétti v mo¢i pomoci GC-MS v SIM modu pfi pouZiti
MSTFA (cit.}) a MSTFA/NH,I/stab., koncentrace smési opid-
téi (c) 10, 100 a 500 ng.ml™"

Analyt® MSTFA (n=9) MSTFA/NH JI/stab. (n = 6)
10 100 10 100 500
DHC 6 10 8.3 2,3 3.3
DHM - - 14 47 2.4
NDHC - - 16,2 15,2 8.4
COD 6 4 11,7 2.1 42
HC 23 21 8,1 7,7 21,3
HM 20 23 - - -
MO 7 4 5,2 1,8 0,5
NCOD b b 9,6 9,5 5,2
6-MAM - - 2.8 33 2,1

4 viz tab 1., ® nehodnoceno, nereprodukovatelné vysledky

Casovi stabilita pfipravené silyla¢ni smési MSTFA/NH,I/
stab. skladované pti 4 °C byla pribézné kontrolovdna pomoci{
GC-MS analyz standardnich smési opidtd. Bylo zjisténo, Ze
pouzivani dva mésice skladované silylacni smési nevede k vy-
znamnym zméndm v opakovatelnosti stanoveni.

Hodnoty vytézZnosti extrakce opidtl z moce na koncentrac-
nich hladindch 100 a 500 ng.ml" byly pocitiny z hodnot
koncentraci jednotlivych opidti (koncentrace vypoctena z po-
mérl ploch méfenych substanci k vnitfnimu standardu, n = 6)
a vztazeny k hodnotdm koncentraci pro referen¢ni silylované
smési standardi (n = 6). Hodnoty vytéZnosti se pohybovaly
v rozsahu 87-110 % vyjma hydrokodonu, jehoZ vytéZnost
byla jen 55 %. Vytéznosti N-desmethylmetabolitli opidtl jsou
vlivem interferenci zddnlivé vyssi nez 100 % (viz tabulka IV).

Meétenim kalibra¢nich zdvislosti jsme urcili rozsah linea-
rity pro individudlni opidty 0—500 ng.ml™' s korela¢nim koefi-
cientem > 0,9887 (viz tabulka V). Zji$ténd mez stanovitelnosti
(LOQ) pii poméru S/N > 10 se pohybovala kolem 10 ng.ml™",
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Tabulka IV
Vytéznost extrakce (%) jednotlivych opidtt na koncentraénich
hladinach (¢) 100 a 500 ng.ml“l (n="6)

Analyt* 100 500
DHC 100 98
DHM 87 89
NDHC 223 103
COD 102 99
HC 55 55
MO 100 98
NCOD 394 110
6-MA 106 108

*viz tab L.

Tabulka V

Kalibrac¢ni zavislosti stanoveni jednotlivych opidtt v rozsahu
0-500 ng.ml™"; x koncentrace stanovované latky (ng.ml™),
y odezva detektoru — plocha pod pikem

Analyt®  Rovnice linedrni regrese  Korelacni koeficient R’
DHC y=0,0233x + 0,2792 0,9937

DHM y=0,0310x + 0,3712 0,9943

NDHC y=0,0136x + 0,0988 0,9976

COD y=0,0197x + 0,2133 0,9965

HC y=0,0119x + 0,2785 0,9887

MO y=0,0212x + 0,2442 0,9965

NCOD y=0,0115x+0,1316 0,9940

6-MAM  y=0,0260x + 0,1563 0,9982

Tabulka VI

Zjisténd mez detekce (LOD, S/N > 3) a mez stanovitelnosti
(LOQ, S/N > 10) pro jednotlivé opidty v moci

Analyt* LOD [ng.ml™] LOQ [ng.ml™]
DHC 2 7
DHM 2 7
NDHC 4 12
COD 4 12
HC 3 10
MO 3 10
NCOD 3 10
6-MAM 3 10
*viz tab. I

mez detekce (LOD) pii poméru S/N > 3 byla kolem 3 ng.ml™*
pro jednotlivé latky (viz tabulka VI).

Zjisténé presnosti stanoveni povazujeme za prijatelné pro
toxikologickou praxi, kde hraje vyznamnou roli vliv kompli-
kované biologické matrice s velkou individudlni variabilitou.
Pro spolehlivou detekci pfedem nezndmych analytt v toxik-
ologickych vzorcich ve sken modu je vyzadovédna vyssi kon-
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centrace litek (pro opidty pfiblizné 50 ng.ml™"), aby se ziskala
hmotnostni spektra dostate¢né kvalitni pro srovndni s refer-
en¢ni databazi. Odbornymi smérnicemi EU (cit. 14
doporucend mez (limit) pozitivity pro prikaz celkového mor-
finu v mo¢i je 200 ng.ml ™", coZ nage metoda spolehlivé spliiuje.

Tato prdce vznikla za financni podpory vyzkumného zdamé-
ru ¢. 111100005 Ministerstva Skolstvi, mlddeZe a télovychovy.
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V. Habrdova and M. Balikova (Institute of Forensic
Medicine and Toxicology, Ist Faculty of Medicine, Charles
University, Prague): Optimization of Analysis of Opiates
in Urine by GC-MS

This paper describes optimization of the GC-MS method
used in toxicological laboratories for trace analysis of opiates
in biological matrices. Urine samples were extracted on SPE
cartridges and derivatized by silylation. The precision (re-
peatability) of the method for determination of N-desmethyl
metabolites of opiates was rather irreproducible when using
silylation with N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide
(MSTFA) for derivatization. The results improved when MSTFA
in a mixture with NH,I and stabilized with 1,2-bis[(trimethyl-
silyl)sulfanyl]ethane was used. The GC-MS method in the SIM
mode is suitable for detection and quantification of traces
of specific opiates in urine with the limit of detection ca.
3 ng.ml’1 and the limit of quantification 10 ng.ml". The pre-
cision of the method (variation coefficient) obtained for indi-
vidual analytes at concentration levels 10, 100 and 500 ng.ml ™!
ranged between 0.5 and 16.2 %. Standard calibration curves
for individual opiates were linear between 0 and 500 ng.ml™!
with correlation coefficients above 0.9937.
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