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ANOTACE

Tato bakalafska prace je zaméfena na stanoveni nikotinu a jeho metabolitu kotininu
v lidské moci. Prvni ¢ast prace se zabyva chemickymi a biologickymi vlastnostmi nikotinu a
kotininu, zejména metabolismu nikotinu, absorpce, distribuce a vyluCovani z organismu.
Druhé cast prace popisuje a srovnava analytické metody, které se vyuzivaji pro stanoveni
téchto latek. Duaraz je kladen hlavné na chromatografické techniky, a to plynovou a
kapalinovou chromatografii. Srovnavacimi parametry jsou citlivost, vytéznost, zpiisob upravy

vzorku a dal$i parametry z jednotlivych studii dle dostupnosti pozadovanych hodnot.
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This bachelor's thesis focuses on the determination of nicotine and its metabolite
cotinine in human urine. The first part of the thesis deals with the chemical and biological
properties of nicotine and cotinine, particularly nicotine metabolism, absorption, distribution
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LDso — davka, ktera zptisobi tthyn 50 % jedinct do 24 hodin po poZziti
HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie

HILIC — hydrofilni interak¢ni kapalinova chromatografie
GC-MS — plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
GC-NPD — plynova chromatografie s dusiko-fosforovym detektorem
ELISA — enzymova imunoanalyza

RIA — radioimunoanalyza

FIA — pritokova injekéni analyza

GC — plynova chromatografie

SPE — extrakce na tuhém sorbentu

LLE — extrakce kapalina-kapalina

DLLME — disperzni mikroextrakce kapalina-kapalina

MEPS — mikroextrakce na sorbent v jehle stfikacky

IS — vnitini standard

TMS — trimetylchlorsilan

BSTFA - N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid

ACN — acetonitril



HP-5MS — kolona Uptibond® UBS5 premium

EI — elektronova ionizace

SIM — monitorovani vybranych iontt

COT — kotinin

OH-COT - trans-3‘-hydroxykotinin

LOD — limit detekce

LOQ - limit kvantifikace

RSD - relativni smérodatna odchylka

LC — kapalinova chromatografie

UHPLC - ultravysokoucinna kapalinovéa chromatografie

HPLC-MS/MS — vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s tandemovym hmotnostnim

spektrometrem
QqQ — systém trojity kvadrupol
ESI — elektrosprejova ionizace

API — ioniza¢ni rozhrani s atmosférickym tlakem



UVOD

Nikotin je jednou znejzndméjSich a nejvyuzivanéjSich psychoaktivnich latek,
obsazenou zejména v tabakovych vyrobeich. Uinky nikotinu jsou rozsahlé. Nikotin ovliviiuje
pfedevs§im centralni nervovou soustavu a u uzivateli navozuje zavislost. Piestoze je nikotin
vniman hlavné negativné, urcité studie poukazaly i na jeho pozitivni G¢inky na lidské télo.

Hlavni roli hraje predevsim podané davka a délka expozice.

Po vstiebani do organismu nikotin rychle pfechdzi metabolickymi cestami na kotinin,
ktery se v téle udrzuje podstatné déle. Z tohoto diivodu je kotinin nejcastéji vyuzivan jako
biomarker pro stanoveni expozice nikotinu. Mo¢ jako snadno dostupny a neinvazivné
ziskatelny biologicky material dobfe slouzi pro eventudlni stanovovani nikotinu a kotininu.
Koncentrace kotininu v lidském téle je stabiln€jsi nez koncentrace nikotinu. Zaroven kotinin
tvoii zasadné nejveétsi mnozstvi vSech metaboliti v moci, proto jsem se v této praci chtéla

zaméfit vyhradné na tento metabolit.

Cilem této prace bylo shrnout obecné informace o nikotinu a jeho nejdilezitéjsiho
metabolitu kotininu pro efektivni zjiSténi dané expozice nikotinu a zejména shrnout
nejvyuzivanéjsi a nejvhodnéjsi analytické metody hlavné pro kvalitativni stanoveni nikotinu a
kotininu v moc¢i. Hlavni diraz byl kladen na chromatografické techniky, které jsou pro svoji

vysokou citlivost a spolehlivou detekci nejpouzivangjsi pro stanoveni téchto latek.
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1 NIKOTIN

Alkaloidy patii mezi dusikaté organické slouCeniny, které se vyskytuji v rostlindch

jako pfirodni insekticidy. Mezi né¢ mizeme zafadit i nikotin se svym sumarnim vzorcem

CroH14N2 3 ngzvem 3-[(25)-1-methylpyrrolidin-2-yl]pyridin. V pfirod¢ se nachdzi hlavné
v listech rostliny Nicotiana tabacum, diky niz slouc¢enina ziskala i svlij ndzev, jenz je odvozen
od francouzského velvyslance Jean Nicota, ktery stal za prvnim vyuzitim tabaku. Sklada se
z pyridinového a pyrrolidinového kruhu, coz znacné ovliviiuje jeho acidobazické vlastnosti.
V tabdku je nikotin z vétsi Casti jako levotocivy (S)-izomer, (R)-izomer je v mnozstvi mensim

nez jedno procento. Oba tyto izomery jsou znazornény na obrazku 1 [1; 2; 3].

Obrazek 1: Strukturni vzorec nikotinu (S)-izomeru (vlevo) a (R)-izomeru (vpravo) [4]

1.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti

Sloucenina nikotinu se vyskytuje v kapalném stavu, kterd je bezbarva az svétle zluta.
Svym charakteristickym zépachem pifipomind ryby. Jeho molekulovda hmotnost je
162,2 g/mol. Teplota varu se uvadi 250 °C a teplota tuhnuti —78,89 °C. S vodou je dobie
misitelny. Jest€ lepSi rozpustnost poskytuje v alkoholu, chloroformu a riznych olejich.
Hustotou dokaZe mirné pred¢it vodu, pfi 20 °C je 1,009 g/cm®. Na vzduchu pfibyva
na viskozit¢ a kviili oxidaci méni barvu do hnéda. Kvuli pyridinovému a pyrrolidinovému
dusiku v molekule nikotinu je zéporna logaritmickd hodnota disociacni konstanty nikotinu
(pKa) pti 25 °C 7,84 a 3,04. Jedna se o slabou zésadu. Vyskytuje se ve forme ionizované soli

v kyselém prostiedi a ve formé neionizované volné baze [3; 4; 5].
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1.2 Absorpce a distribuce

Zpusob vstfebavani ovliviiuje piedevsim hodnota pH. Pro snadnéj$i vstup pfes
fosfolipidovou membranu je zapotiebi lipofilnich latek, coz nikotin zastdva ve své nenabité
formé. Jeji podil se znacn¢ zveda pti zvyseni pH. Pti zvySeni pH se zvysi i1 rychlost absorpce

[6].

Cesty absorpce vedou skrz ustni dutinu do plic, kiizi a ptes mocovy méchyft ¢i zaludek.
Po prichodu membréanou latka putuje déle krvi do tkani a organt. Pro neinhalujici kufaky
dochazi k absorpci bukalni sliznici. Tabadkovy koui méa pH 5,5, nikotin je tedy absorbovan
ustni sliznici v malé mife. Nejefektivnéjsi cestou inhalujicich kufaki je ptes plicni alveoly,
které poskytuji podstatné velkou plochu pro lepsi absorpci. Nikotin ve vodné frakci
cigaretového koufe s pH 8,5 prostupuje plicni tekutinou s pH kolem 7,5 pies bunécnou
membranu do krevniho ob&hu. V jatrech dochazi k efektu prvniho prichodu, pficemz se
koncentrace nikotinu snizi vyslednymi metabolickymi procesy. Dochédzi tim k oslabeni
kone¢ného ucinku nikotinu. V zaludku se v dusledku vysoké acidity zaludecnich §t'év nikotin
vstiebava minimaln¢. Transdermalni aplikace je dilezita predev§im pro odvykaci kury.
V mocovém méchyti dochdzi k reabsorpci extrahovaného nikotinu, kterd nemuze nastat,

pokud je pH mo¢i mensi nez 6,0 [6; 7].

Nikotin ptisobi zejména jako stimulant centralni nervové soustavy (CNS), kde zacina
pusobit uz 10-20 vtefin po uZziti. V mozku vyuziva ligandové fizené iontové kandly,
pfedevsim nikotinové receptory. Navazanim nikotinu na nikotinové acetylcholinové receptory
dochazi k uvolnéni acetylcholinu, norepinefrinu, dopaminu, serotoninu a dal§ich hormonti pro
aktivaci sympatiku. Ten se projevuje dilataci zorni¢ek a pridusek, sniZenou sekreci slin,
zvySenim krevniho tlaku a srde¢ni frekvence. Jedn4 se o autonomni nervovy systém, ktery
uvadi télo do stavu euforického a pfijemného, a proto u uzivatelli automaticky vznika potieba

latku uzivat znovu [8; 9; 10].
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1.3 Metabolismus

K hlavnim metabolickym procesim dochéazi v jatrech. Zhruba 80 % nikotinu je
degradovéano na kotinin, ktery lze jako biomarker nésledné¢ stanovovat. Kotinin enzymem
cytochrom P2A6 (CYP 2A6) ze skupiny cytochrom P450 (CYP 450) oxiduje na trans-3°-
hydroxykotinin nebo enzymem uridin 5°‘-difosfo-glukuronosyltransferaza 2B10 (UGT 2B10)
podléha glukuronidaci a vznika kotinin N-glukuronid. Trans-3‘-hydroxykotinin nakonec tvoii
O-glukuronidové konjugaty enzymem uridin 5°-difosfo-glukuronosyltransferdza 2B17 (UGT
2B17). Jesté pred kotininem se pomoci enzymu CYP 2A6 nikotin transformuje na nikotin-
A1°(5%)-iminovy iont, ktery snadno pfechdzi na 5°-hydroxynikotin. Nikotin-A1*(5‘)-iminovy
iont dale oxiduje aldehydoxiddzou v cytoplazmé na kotinin. Dalsi cestou pfemeny nikotinu je
plusobenim enzymu flavinovd monooxygendza 3 (FMO 3), kdy vznikd nikotin-N‘-oxid
snadno redukovatelny zpé€t na nikotin v intestinalnim epitelu. Oxidativni N-demetylaci nikotin
prechazi na nornikotin. Pfi poslednim procesu N-glukuronidace nikotin enzymem UGT 2B10
transferuje na N-beta-(S)-nikotin glukuronid. Celé schéma metabolismu nikotinu je

znazornéno na obrazku 2 [11; 12].

Nikotin

FMO3
C-oxidace v jatrech I CYP2AS |

5’-hydroxynikotin €———3> Nikotin-A1’(5")-iminovy iont e s
yaroxy ) 4 Oxidativni N-demetylace ~ INikotin N’-oxid
|UGT 2B10

N-beta-(S)-nikotin glukuronid Nornikotin

Zpétna redukce
Aldeh 1daza I
dehydoxidaza Nikotin

A 4
Kotinin

UGT 2B10

Exkrece v moci Kotinin N-glukuronid
CYP 2A6

v
Trans-3’-hydroxykotinin
UGT 2B17

W
O-glukuronid

Obrazek 2: Metabolismus nikotinu [11]
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1.4 ExKkrece

Pro stanoveni ¢i analyzu nikotinu je zapotiebi jeho vylouceni z téla. Nikotin je vSak
béhem metabolickych procesi zcela téméf pfeménén na své metabolity, které muizeme
nasledné sledovat v krvi, moc¢i, slinach a ve vlasech. Jedna se piredevsim o kotinin, nornikotin

a trans-3 ‘-hydroxykotinin. Ostatni metabolity se nachazi v nizkych koncentracich [11].

1.5 Pozitivni a negativni diisledky nikotinu na lidské télo

Nikotin je zcelkového hlediska bran spiSe negativné, ackoliv se pii uzivani
dostupnych tabakovych vyrobkii do téla dostavd vice jinych mnohem toxictéjSich latek.
V potaz je dilezité brat zvlast¢ koncentraci davky a ¢as jejiho podani. Dle studie [13] se da
mluvit i o pozitivnich G¢incich, a to zejména v mitochondridlnich funkcich, s onemocnénimi

spojenymi s nervovym systémem nebo vyuzitim jeho analgetickych tc¢inki.

Nikotinamidadenindinukleotid t¢astnici se ve vnitini mitochondridlni membrané na
dychacim fetézci pii oxidativni fosforylaci v komplexu I a nikotin se mirn¢ strukturné
podobaji. Dochdzi tedy k jeho nahrazeni a v urcité formé snizeni produkce reaktivnich forem
kysliku. Dale dokéaze zvysit expresi genu pro zajisténi spravné funkce mitochondrii, ¢i chréanit
buiky regulaci iontovych kandlli ovliviiovanim proudéni vépenatych a sodnych iontd
v mitochondriich. Diky jeho u¢inkim na CNS se ukdzal i pozitivni dopad u pacienti
s neurodegenerativnim onemocnénim napt. Alzheimerovou, Parkinsonovou chorobou nebo

u lidi trpicich schizofrenii [13; 14; 15].

Pti velkych a chronickych davkach dochézi k jeho toxikologickému uc¢inku. Davka,
ktera zplsobi thyn 50 % jedinci do 24 hodin po poziti (LDso) je i po mnoha letech
prezkoumavani stanovena jako 0,5 — 1 mg/kg pro dospelého Clovéka. Nemluvé o aktivaci
oxidativniho stresu, abnormalnich epigenetickych mutacich a zvySené zanétlivé reakce.
Nikotin zasahuje 1 do mikrobidlniho sloZeni jak v intestinalnim traktu, tak obecné v lidském

téle [13; 16].
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2 KOTININ
Kotinin se jménem (5S)-1-methyl-5-pyridin-3-ylpyrrolidin-2-on a sumarnim vzorcem

C1oH12N20 patfi také mezi alkaloidy, které miZeme nalézt v rostlin€ Nicotiana tabacum.

Vyuziva se hlavné jako biomarker pro stanoveni uzitého mnozstvi nikotinu, ale zaroven i on
sam prokazuje stimulujici G¢inky na CNS. Nikotin prokazuje vyssSi afinitu na pusobici
receptory nez kotinin, proto vysledné ucinky kotininu na CNS nejsou pfilis velké. Dle
ptilozeného obrazku 3 se od nikotinu 1isi existenci ketonové skupiny na pyrrolidinovém kruhu

[17].

Obrazek 3: Strukturni vzorec kotininu [18]

2.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti

Vyskytuje se ve formé krystali s molekulovou hmotnosti 176,21 g/mol. Teplota tani
se pohybuje od 40-42 °C a teplota varu je 250 °C. Hustotu ma s hodnotou 1,1102 g/cm’
trochu vysS§i nez nikotin a stejné jako on je dobfe misitelny s vodou. Rozpustny je
v chloroformu, ethanolu, metanolu a dimetylsulfoxidu. Bez Uprav byva bezbarvy ¢i tmavé

oranzovy. Hodnota pKaje 4,72 [19; 20].

Biologicky polocas rozpadu, tedy doba, kdy se koncentrace dané latky snizi
na polovinu, je u nikotinu stanovena jako 2-3 hodiny, zatimco kotinin v téle ve své formé
setrvava o mnoho déle — az 20 hodin. I koncentrace kotininu v krvi je daleko vys§i nez
u nikotinu, proto je nejcastéjsi stanovovani kotininu jako biomarkeru expozice nikotinu nezli
stanovovani nikotinu samotného. Jako biologicky material je nejcastéji pouzivana mo¢ pro

jeji neinvazivnost pti odbéru [21; 22].
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3 ANALYTICKE METODY PRO STANOVENI NIKOTINU A
KOTININU V MOCI

Pro stanoveni nikotinu a kotininu v moc¢i se nejCastéji pouzivaji chromatografické
metody. Jedna se zejména o vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC), hydrofilni
interak¢ni kapalinovou chromatografii (HILIC) a plynovou chromatografii s hmotnostnim
spektrometrem (GC-MS) ¢i s detektorem zaméiujicim se na dusik, naptiklad dusiko-
fosforovym (GC-NPD). V praxi se vyuzivaji zejména imunoanalytické metody: enzymova

imunoanalyza (ELISA) a radioimunoanalyza (RIA) [23; 24].

3.1 Chromatografické metody

Chromatografie je zaloZzena na principu separacnich technik v dasledku rozdilnosti
fyzikalnich a chemickych vlastnosti dvou fazi. Mobilni faze nese pozadovanou analyzovanou
latku pies staciondrni fazi, kde dochdzi k interakcim a rozdé¢leni slozek pro detekci cilového

analytu. Chromatografie se dale déli dle typu pouzivanych fazi ¢i instrumentace [25; 26].

3.1.1 Stanoveni pomoci plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
Mobilni fazi plynové chromatografie (GC) je nosny plyn. Nosny plyn déle nese vzorek
do kolony, kde se nachazi stacionarni fadze. Zde dochazi k separaci obsazenych latek.
Staciondrni fazi miZe byt pevnd adsorbcni latka nebo netékava kapalina. Pro vyuziti
kapalného vzorku k analyze je zapotiebi nastaveni teplotniho programu, diky niZ je vzorek
pfeveden na plyn. Detektor, ktery je soucasti zafizeni, umoziuje identifikaci a kvantifikaci
stanovované latky 1 dalSich pfimési. Na zobrazovacim zatizeni vznikd chromatogram odezvy
signdlu na case. Na zaklad¢ retencniho casu lze jednotlivé slozky vzorku identifikovat.
Srovnanim ploch pod piky s kalibracni kiivkou standardi o zndmé koncentraci lze

pozadované slozky kvantifikovat [27; 28].
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3.1.1.1 Uprava vzorku

Jesté pted analyzou je zapotiebi vzorek moci s analytem upravit. Pro metodu GC-MS
se bézn¢ pouzivaji techniky extrakce na pevné fazi (SPE), extrakce kapalina-kapalina (LLE),
disperzni mikroextrakce kapalina-kapalina (DLLME) a mikroextrakce na sorbent v jehle

stitkacky (MEPS). SPE metoda umoziiuje vyuziti rozdilnych objemli vzorku a jeji

vvvvv

vewr

rychlej$i a modernizovanéjsi. Zatimco LLE nabizi znamy postup pro rutinni zpracovani
v laboratofi. Pfi vétsi manipulaci se vzorkem pii LLE mutze dojit ke ztratam a chybovosti.
Uprava vzorku pomoci MEPS poskytuje vét§i moznost automatizace, ale nizi citlivost
na rozdil od SPE. Casové je MEPS daleko rychlejsi a zaroveii i méné nakladngjsi. Extrakce se
da pouzit se stejnym sorbentem i na nékolikrat. Vyhody a nevyhody zminénych metod tuprav

vzorki jsou shrnuty v tabulce 1 [29; 30; 31; 32; 33; 34].

Tabulka 1: Vyhody a nevyhody SPE, LLE, DLLME, MEPS metod pro upravu vzorku [29; 30; 31, 32; 33, 34]

Metoda Vyhody Nevyhody

Vicekrokova a ¢asoveé narocnd, vyssi

SPE | Vyssi Cistota extraktu, vysoka presnost y 9
spotieba reagencii

Riziko ztrat vzorku, chybovost pfi

LLE Znamy a rutinni laboratorni postup manipulaci

Vyzaduje pfesnou manipulaci, vhodna

DLLME | Rychlejsi nez LLE, moderni ptistup jen pro ndkeré analyty

Rychla, méné nakladnd, moZnost
MEPS automatizace a opakované pouziti
sorbentu

Omezena kapacita sorbentu a riziko
zaneseni systému
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SPE tuprava vzorku zahrnuje praci s vétSimi objemy vzorku. Vzorky o objemu 2 ml se
smichaji s 0,1 mol/l fosfaitovym pufrem o pH 6,0. Upraveny vzorek se smichd s 20 pl
vnitiniho standardu (IS) o koncentraci 10 pg/ml. IS je slozen z deuterovanych metabolith
nikotinu. Dale dochazi ke kondiciovani kolonky nejprve 3 ml metanolu, 3 ml destilované
vody a 1 ml fosfatového pufru o pH 6. Vzorek je aplikovan na SPE kolonku. SPE kolonka se
promyje 3 ml destilované vody, 2 ml 0,2 mol/l kyseliny chlorovodikové, 2 ml hexanu a 3 ml
methanolu. Eluce je wuskuteénéna pomoci smési 1 ml dichlormetanu, 2-propanolu
a koncentrovanym hydroxidem amonnym v poméru 78:20:2. Vzorek se odpafi dusikem do
scuha. Odparek se promichda v20 pl etylacetitu a 20 pl (BSTFA) s 1%
trimethylchlorosilanem (TMS) a necha se derivatizovat po 30 minut o teploté¢ 70 °C. Do

ptistroje je aplikovan vzorek o objemu 1 pl [29].

Pouzitim LLE se do zkumavky napipetuje 1 ml vzorku. Postup extrakce je popsan ve
studii od Man a spol. [30]. Po pfidani 175 pl IS (difenylamin), 50 pul 0,1 mol/l hydroxidu
sodného a 325 pl chloroformu se vysledny roztok promicha na vortexu pifi 1500 otackach za
minutu. Vzorek je pfipraven pro ndslednou centrifugaci po 4 minuty pii 2500 otackach za
minutu. Vznikla vodna vrstva se odstrani. Do zbylého organického roztoku se ptida zhruba
0,1 g bezvodého siranu sodného a necha se promichat. Po ponechani roztoku 1 minutu odstat
staci jen pfevést v§e do nadobky a umistit do autosampleru pro samotnou analyzu GC-MS. Ve

studii od Kim a spol. [31] byl pouZit totoZny postup bez ptfidani siranu sodného.

DLLME byla provedena se vzorkem o objemu 5 ml. Nejprve se pomoci hydroxidu
sodného upravi pH na 9,0 a pfidanim chloridu sodného se zvysila iontova sila. 100 ul
chloroformu obsahujiciho IS (chinolon) se smicha s 1 ml disperzniho ¢inidla (aceton). Pro
nastani emulgace a dispergace se tento roztok vpravi do vzorku moci. Dale se roztok necha
zcentrifugovat 5 minut pfi 4000 otackach za minutu. Pro analyzu je pouZzit organicky vzorek

o objemu 1 pl [32].
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V neposledni fad¢ se vzorek moci da upravit i pomoci MEPS. Tato technika je
zalozena na pfimém vlozeni sorbentu do davkovaci stfikacky ¢i kazety. Jednd se
o zminiaturizovanou verzi SPE. Jako sorbent se pouziva oktyl navazany na oxid kiemicity
o velikosti ¢astic 45 um a velikosti porti 60 A. Pro aktivaci sorbentu ve st¥ikaéce lze pouZit
250 pl metanolu. Pfed prvnim pouzitim je zapotiebi kondiciovani sorbentu ve stiikacce bud’
50 pl metanolu a 50 pl destilované vody, coz provedli ve studii Lafay a spol. [33] nebo jen
250 pl destilované vody dle studie Iwai a spol. [34]. Iwai a spol. [34] nechali vzorek o objemu
500 pl spolecné se smési 250 ng IS ve 200 pl hydroxidu sodného zcentrifugovat 5 minut pfi
2000 otackach za minutu. Pro odstranéni rusivych elementi dojde k proplachnuti tuhé faze
destilovanou vodou. Nasledn¢ probihd eluce 30 pl metanolu. Lafay a spol. [33]
po kondiciovani sorbentu nechali stfikacku proplachnout vodou a hexanem. Po naplnéni
vzorku s IS (lepidin) do sttikacky byl pouzit acetonitril (ACN) pro desorbovani stanovované

latky. Pro procisténi byla stiikacka opét proplachnuta metanolem a vodou.

3.1.1.2 Analyza pomoci SPE-GC-MS

Dle studie od Chiadmi a spol. [29] byl pouzit chromatograf s hmotnostnim
spektrometrem Thermo Focus DSQ II od Thermo Quest s nepolarni kapilarni kolonou
Uptibond® UBS premium (HP-5MS) o rozmérech 0,25 mm x 30 m x 0,25 um (tloust’ka filmu
5% fenyl-methylpolysiloxanu). Jako nosny plyn bylo zvoleno helium o pratoku 1,2 ml/min.
Teplotni program systému byl nastaven zpocatku ze 70 °C na 190 °C rychlosti 30 °C/min,
dale na 230 °C za 5 °C/min a na finalni teplotu 290 °C za 25 °C/min. Nastfikovy prostor byl
udrzovan pii teploté 250°C, kde byl davkovan vzorek o objemu 1ul. Cely systém pracoval
na zéklad¢ elektronové ionizace (EI) s vyuzitim monitorovani vybranych ionti (SIM).
Analyza prob&hla béhem 15 minut. Prvni latkou v pofadi byl standard kotinin-d3, kotinin
(COT), standard trans-3-hydroxykotinin-d3 a trans-3-hydroxykotinin (OH-COT). Nikotin
v této studii bohuzel nebyl analyzovén. Pro analyzu vyjma vzorku a dvou IS bylo pfipraveno
jesté osm kalibracnich roztokli a tfi kontrolni roztoky. Kalibra¢ni roztoky COT a OH-COT
byly o koncentracich 25-6000 ng/ml. Pét slepych vzorka bylo upraveno ptidanim 0,2; 0,5
a 10 ug/ml kofeinu, ibuprofenu, metadonu, morfia, pseudoefedrinu, kodeinu, kokainu,
klomipraminu, propanololu a A-9-tetrahydrokanabinolu pro ovéfeni vlivu moZnych

interferujicich latek. VSechny roztoky byly pfedem uloZeny v chladu pii —20 °C.
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3.1.1.3 Analyza pomoci LLE-GC-MS

Analyza byla provedena dle studie od Man a spol. [30] na chromatografu HP 6890
od Thermo Quest s hmotnostnim detektorem HP 5973 Thermo Quest. Téméf stejnou
experimentalni studii provedli 1 Kim a spol. [31]. Pouzitou kapilarni kolonou byla opét kolona
HP-5MS se stejnymi rozméry z tavené¢ho kiemiku (0,25 mm x 30 m; 0,25 pm). Kim a spol.
pouzili ptistroj GC2010 od Shimadzu. Teplota termostatu byla nastavena na regulaci od 70 °C
do 230 °C pfti 40 °C/min. Teplotni program ve studii Man a spol. [30] byl nastaven od 70 °C
do 230 °C rychlosti 25 °C/min. Nastfikovy prostor mél teplotu 250 °C. Systém pracoval
na zaklad¢é rezimu SIM. Pro analyzu byly pouzity i vzorky s nedetekovatelnym nikotinem
a kotininem, které slouzily jako kontrolni vzorky. Kalibra¢ni fada o osmi kalibratorech
sestavala z koncentraci 0,5-5000 ng/ml. V metanolu byl pfipraven 1 IS — 250 ng/ml
difenylaminu. VSechny roztoky byly pfedem uloZeny pfi teploté —20 °C.

3.1.1.4 Analyza pomoci DLLME-GC-MS

Chromatograf 6890 N Agilent Technologies s hmotnostnim spektrometrem 5973
Agilent Technologies byly pouzity ve studii dle Li a spol. [32]. Zvolend kapilarni kolona
DB-5MS je identicka s kolonou HP-5MS s ptedchozich studii. Prace se neliSila od ostatnich
analyz, rozdil spocival v teplotnim programu. Pocate¢ni program byl nastaven na 80 °C
po dobu 2 minut, dale zvySovani na 200 °C o 10 °C/min a drzeno 1 minutu. Od 200 °C doslo
k navySeni na 280 °C pii rychlosti 25 °C/min, drZzeno 3 minuty. Nastfikovy prostor byl
udrzovan na teplotu 250 °C. IS se skladal z 2-metylpyrazinu. Standardy mély koncentrace
od 10-5000 ng/ml pro nikotin i kotinin, jenzZ byly pfipraveny fedénim IS roztoki vodou

a pfidavany do ¢isté moci.
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3.1.1.5 Analyza pomoci MEPS-GC-MS

Dle studie Iwai a spol. [34] byl pro analyzu pouzit ptistroj GC-2010 Plus Shimadzu
s kapilarni kolonou DB-5MS (0,25 mm x 30 m; 0,25 um) od Agilent Technologies. Prace
probihala v rezimu EI s vyuzitim SIM. Rozdil s metodou od Lafay a spol. [33] opét spocival
na zaklad¢ teplotniho systému. Teplota néstfikového prostoru se drzela na 290 °C. Teplotni
program zacinal na 50 °C, po jedné minuté doSlo ke stoupéani teploty na 200 °C rychlosti
15 °C/min. Z teploty 200 °C na 300 °C uz byla rychlost niz§i o 5 °C/min. Standardy
pro nikotin byly pfipraveny v koncentraénim rozmezi od 1-100 ng/ml a pro kotinin 50-1000
ng/ml. Pro celkovou analyzu byly nachystany i kontrolni vzorky nikotinu a kotininu. Ve studii
od Lafay a spol. [33] pouzili pfistroj i kolonu stejnou jako v kapitole 3.1.1.4. Teplotni
program byl nastaven na 80 °C do 325 °C rychlosti 30 °C/min, 1 minutu podrZeno. Z 325 °C
na 350 °C byla rychlost stejna.

3.1.1.6 Vysledky GC-MS analyz a srovnani

Ze studie Iwai a spol. [34] je na obrazku 4 vzorovy chromatogram vzorku moci.
Vzorek moci byl odebran 1 hodinu po vykoufeni jedné cigarety a béhem 24 hodin byl
zanalyzovan pomoci MEPS-GC-MS. Vysledné koncentrace nikotinu a kotininu v moc¢i byly

1,56 ng/ml a 1,07 pg/ml.

1. 50:1.000.000

1.25] 2

1.00-

0.75

0.50- 1 3
0. 25-

0. 00 ' Eaiteli min :
50 6.0 1.0 8.0 9.0 10.0

Obrazek 4: Ukazkovy chromatogram vzorku moci s piky nikotinu (1), IS (2) a kotininu (3) [34]
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Pro velmi nizké koncentrace a hodnoty je nejvhodnéjSi metoda SPE-GC-MS,
na zéklad¢ nejnizSich hodnot limitu detekce (LOD) a limitu kvantifikace (LOQ). Metoda
SPE-GC-MS bude i metodou nejpiesnéj$i a nejreprodukovatelnéjsi z ostatnich zminénych
porovnanim hodnot vytéznosti. Avsak z hlediska vytéznosti 1ze velmi dobte hodnotit i metodu
MEPS-GC-MS. Tato metoda bude i1 casové nejefektivnéj$i a s nejmensi spotiebou
rozpoustédel i ekologicky nejSetrnéjsi. Dle smérodatné odchylky (RSD) se pro validaci da
pouzit zejména metoda SPE-GC-MS a MEPS-GC-MS, ostatni metody jsou vhodnéjsi spise

pro rutinni screening. VSe zminéné je znazornéno v tabulce 2 [29; 30; 31; 32; 33; 34].

Tabulka 2: Srovnani GC-MS analyz na zdakladé rozdilné upravy vzorku [29; 30, 31; 32; 33, 34]

Metoda LOD (ng/ml) LOQ (ng/ml) Vytéznost (%) RSD
SPE-GC-MS kotinin: 0,1 kotinin: 0,3 95-105 <5%
LEGEMS | il | o 25 | kotmoot0z | 28

T B BT S
wersaos |10 e[|
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3.1.2 Stanoveni pomoci plynové chromatografie s dusiko-fosforovym detektorem

Za zminku stoji i studie zabyvajici se metodou GC-NPD. Ptiprava vzorku je
na zakladé LLE s IS lidokainem. Odpaieni probéhlo pomoci dusiku. Odparek byl rozpustén
v 50 pl isopropylalkoholu. Pro analyzu byl pouzit roztok o objemu 1 pl. Dle studie Malafatti
aspol. [35] byl pouzit chromatograf Clarus 400 s NPD od Perkin Elmer® se softwarem
od Totalchrom Workstation®. Kapilarni kolonou byla ZB-1 Phenomenex® se stacionarni fazi
100 % polydimethylsiloxanu (30 m x 0,53 mm; 5 um). Dusik byl zvolen jako nosny plyn
s tlakem 4,3 PSI. Nastfikovy prostor byl nastaven na teplotu 260 °C. Teplotni program zacinal
od teploty 180 °C na 250 °C pfi rychlosti 30 °C/min za pil minuty, pokracoval na 259 °C
pii 15 °C/min za 0,1 minuty a pii rychlosti 0,1 °C/min se zastavil na 260 °C. Celkova analyza
trvala 13,4 minuty. Stanovovanym analytem byl pouze kotinin. LOQ bylo stanoveno na
10 ng/ml. RSD se pohybovala od 2,1 % do 14,2 %. Z hlediska vytéznosti, kterd sestavala
v rozmezi od 88,5 % do 108,2 % se da mluvit o dobré piesnosti a reprodukovatelnosti. Dalsi

parametry nebyly vyhodnoceny.

V porovnani s GC-MS pii riznych upravach vzorkii je metoda GC-NPD citliva
pro stanovovani velmi nizkych koncentraci. RSD spadala pod 15 %, metoda se da povazovat
za presnou, avSak stechnikami GC-MS ze zminovanych studii zkapitoly 3.1.1

a hodnocenych parametrt se tato metoda nemiize srovnavat [35].

3.1.3 Stanoveni pomoci kapalinové chromatografie

Hlavnim rozdilem mezi plynovou a kapalinovou chromatografii (LC) je pouzita
mobilni faze. Mobilni fazi u LC je kapalina, zatimco staciondrni faze je pevna latka umisténa
v koloné. U HPLC se vyuziva kolona kapilarni. Pfi vz4djemné interakci obou fazi dojde opét
k separaci na zéklad¢ odliSnych chemickych a fyzikalnich vlastnosti. Jednd se zejména
o polaritu. Podle toho, zda je stacionarni fadze ¢i mobilni faze polarn&j$i nez druha,
rozliSujeme systém obracenych fazi a systém normadlnich fazi. Technika vysokoucinné
kapalinové chromatografie, ktera spociva ve vyuziti vysokotlakych cerpadel a uzSiho priméru
kolony, poskytuje vyssi rychlost a rozliSeni. Ultravysokoucinné kapalinovd chromatografie
(UHPLC) probiha jesté rychleji, astice pouzité stacionarni faze jsou totiz mnohem mensi.
Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie se pouziva pro separaci polarnich latek

rozpustnych ve vod¢ [36; 37].
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3.1.3.1 Uprava vzorku

Obdobn¢ jako u GC, pti LC se vzorky daji upravit pomoci SPE nebo LLE. LLE v této
dob¢ neni pro LC uz tak vyuzivana. U nékterych metod se vyuziva Gpravy srazenim bilkovin,
biologickym vzorkem byvé spiSe plazma nez moc¢. Dalsi metody jsou zaloZeny naptiklad
na technice Dilute-and-shoot, kterd spociva v pouhém nafedéni vzorku a pfimé injekce.
K ochrané kolony slouzi filtrace pfes membranu. Pied analyzou je dulezité rekonstituovat

vzorek v mobilni fazi ¢i vhodném rozpoustédle [38].

Pti praci s SPE technikou v nasledujicich studiich Piller a spol. [39], Scheidweiler
a spol. [40], Paci a spol. [41], Miller a spol. [42] se vyuzivaji deuterované roztoky nikotinu
a kotininu jako IS. Vzorky moci o objemu 50 pl s vysokou koncentraci analytl aZ po vzorky
oobjemu 30 ml pasivnich kufdkd se smichaji s 10-50 pl IS. Béhem piipravy dochazi
ke kondiciovani kolony 2-3 ml metanolu, vody a mravenc¢anem amonnym dle Pillera a spol.
[39] nebo fosfore¢nanem sodnym Scheidweiler a spol. [40]. Mraven¢an amonny byl bud’
5 mmol/l ¢i 20 mmol/l s pH 2,5 a 0,1 mmol/l fosfore¢nan sodny s pH 6. Nésledn¢ se vzorky
nanesou na SPE kolonku a dochdzi k promyvani kolonky. Promyvani se da provést opét
mravenéanem amonnym nebo postupné vodou, kyselinou chlorovodikovou a metanolem.
Poté probiha eluce cilovych analyti 1 ml smési metanolu a vodného hydroxidu amonného, jak
je popsano ve studii od Pillera a spol. [39] nebo ve studii Millera a spol. [42]. Scheidweiler
a spol. [40] eluci provedli smési 5 ml dichlormetanu, isopropanolu a hydroxidu amonného.
Jesté pted odpatfenim se piida 100 ul 1% kyseliny chlorovodikové v metanolu. Odpateni
probihd proudem dusiku pii 40 °C pomoci odparky na zhruba 5-10 ul z celkového objemu
pro zabranéni ztrat. Pro rozpuSténi odpateného vzorku se pouziva 100-200 pl vhodného
rozpoustédla ¢i mobilni faze: metanol smichany s vodou, 0,1% kyselina mravenc¢i nebo jen
destilovana voda. Po eluci lze jeSté provést filtraci na membranovych filtrech. Vzorek

v desitkach mikrolitra je takto pfipraven pro analyzu.
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Pro LLE metodu je dle studii Marclay a spol. [43] a Pérez-Ortunio a spol. [44]
pouzivany IS opét sloZen z deuterovanych roztokl nikotinu a kotininu nebo se podle Petersen
a spol. [45] pouziva 2-fenylimidazol rozpustény ve vodé. Vzorky moci od 500 ul az do 2 ml
jsou smichany s roztokem IS a ptipadné¢ dochazi k upravé pH alkalizaci hydroxidem sodnym
¢i pfidanim fosfatového pufru o pH 7. Pouzivanym extrakénim ¢inidlem byl ve studii Petersen
a spol. [45] i podle Pérez-Ortufio a spol. [44] dichlormetan a ve studii Marclay a spol. [43]
byla pouzita smés chloroformu s 2-propanolem. Po extrakci mize néasledovat uz jen odpareni
vzorku a jeho rekonstituce v mobilni fazi nebo lze pokraCovat jest€ centrifugaci.
Odstfed’ovani probiha 10 minut pii 3400 otackach za minutu nebo po krat$i dobu 5 minut pfi
2500 otackach za minutu. Pfi mirném proudu vzduchu dochézi k odpafeni organické casti
roztoku. Zbyly objem vzorku je rozpuStén v mravencanu amonném. Bc¢hem extrakce se

vyuziva ptislusné rotacni jednotka.

Upravu vzorku bilkovinnou precipitaci provedli Oh a spol. [46] roztokem ACN.
Sharma a spol. [47] pouzili jako Cinidlo roztok acetonu nésledovanym 0,1% kyselinou
mraven¢i v metanolu. V ptipadé¢ precipitace ACN se dle Oh a spol. [46] k vzorku o objemu
30 ul prida 90 pul ACN s IS obsahujici deuterované roztoky nikotinu a kotininu. Nésleduje
centrifugace po 10 minut pii 15000 otackach za minutu. K odebranému supernatantu se ptida
120 pl destilované vody. Pfi precipitaci acetonem podle Sharma a spol. [47] nejprve dochazi
k centrifugaci za chladu po dobu 5 minut pfi 10000 otac¢kach za minutu. Ke 100 pl vzorku
moci je pfidano 100 pl acetonu a cely roztok je promichdn na vortexu. Po piidani
0,1% kyseliny mraven¢i se vzorky inkubuji zakryté 5 minut opét v chladu (5 °C). Druha
centrifugace probihd 5 minut za stejnych podminek. Roztok je pfefiltrovan pfes membranu

o velikosti port 0,45 pm s primérem 4 mm.

Celkova uprava vzorku muze spocCivat pouze v centrifugaci a filtraci, jak popisuji
studie od Shaik a spol. [48], Li a spol. [49] a Meger a spol. [50]. Pii vyuziti pouhé
centrifugace podle Shaik a spol. [48] se vzorky moc¢i o objemu 2 ml odstfedi pti 3000
otackach za minutu po dobu 10 minut a jsou pfipraveny pro analyzu. V ptipad¢ studie Meger
a spol. [50] je vzorek moci smichadn s IS, jenz je slozen zroztoku deuterovaného nikotinu
a kotininu, zfedén destilovanou vodou a promichan na vortexu. Nésledné¢ muize byt vzorek
odstiedén po dobu 15 minut 13360 otdckach za minutu. Odstfedény vzorek je piefiltrovan
pfes filtratni membranu. Bez vyuziti centrifugace upravili vzorek Li a spol. [49]
a uz po smichani s IS byl vzorek prefiltrovan skrz 0,22 pm polyethersulfonovou mikroporézni

filtra¢ni membranu.
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Mezi specialni Gpravy vzorku patii enzymatickd hydrolyza, kterou popsali Mcguffey
a spol. [51] a on-line SPE ze studie Chen a spol. [52]. Pfi upravé vzorku pomoci enzymatické
hydrolyzy se rozliSuje volna a konjugovand forma nikotinu a kotininu. N-beta-(S)-nikotin
glukuronid a kotinin N-glukuronid jsou konjugované formy nikotinu a kotininu. Enzym [3-
glukuronidaza §tépi glukuronidové vazby v téchto konjugovanych vazbéach. Enzymatickou
hydrolyzou s pouzitim enzymu B-glukuroniddza lze tedy stanovit mnozstvi vazaného
a volného nikotinu a kotininu. Pro Gpravu celkového vzorku se smicha IS se vzorkem, vodou
a roztokem enzymu. Po inkubaci pii 37 °C 21 hodin se provede proteinova precipitace
se srazecim Cinidlem acetonem a vysledny roztok je promichan. Pfi chladnickové teploté se
vzorek nechd odstat alespon 10 minut. Déle je provedena centrifugace v chladu pro odstranéni
precipitdtu po dobu 30 minut pti 3200 otackach za minutu. Vrchni ¢ast roztoku je odebrana
a smichéna s kyselinou chlorovodikovou a metanolem. Pro odstranéni acetonu se provadi
suSeni po dobu 30 minut v odparce. Uprava vzorku pro stanoveni volné formy spoéiva
v pridani IS k vzorku moc¢i a enzymaticky roztok je nahrazen vodou. Nésledn¢ dochazi
k proteinové precipitaci acetonem s obdobnymi kroky pro stanoveni celkového mnozstvi
latek. U on-line SPE techniky je extrakéni kolona soucasti LC systému. Vzorek moci
oobjemu 20 pl je smichan s metanolem a 0,1% kyselinou mraven¢i. Roztok vzorku se
promicha na vortexu a poté se k roztoku prida IS. Vysledny roztok je pomoci autosampleru
nasan do systému. Mobilni faze sloZena z 5% metanolu a 0,1% kyseliny mravenc¢i promyje
extrakéni kolonu, kde dochazi k odstranéni interferujicich latek. Po pfepnuti ventilu

stanovovan¢ latky eluuji smérem na LC kolonu.

Pro tpravu vzorku moc¢i byla ve zmiflovanych studiich z kapitoly 3.1.3.1 nejvice
vyuzivana SPE metoda. Ta je i pfes svoji vysokou piesnost, stejné¢ jako u stanoveni pomoci
méné presnéjsi a citlivéjsi. Mezi rychlé techniky patfi proteinova precipitace a uprava vzorku
jen pomoci centrifugace a filtrace. Uprava vzorku pomoci enzymatické hydrolyzy je ¢asové
automatizace. Vyzaduje vSak nakladné vybaveni. Shrnuti vyhod a nevyhod téchto metod lze

najit v tabulce 3 [39; 40; 41; 42; 43; 44; 45, 46; 47, 48; 49; 50; 51; 52]
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Tabulka 3: Vyhody a nevyhody SPE, LLE, proteinové precipitace, centrifugace + filtrace, enzymatické hydrolyzy a on-line
SPE metod pro upravu vzorku [39; 40; 41; 42; 43; 44, 45; 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52]

Metoda Vyhody Nevyhody
Vysoka selektivita a Cistota | DelSi ¢asova narocnost, vyssi
SPE vzorku, moznost volby pH, cena (kolony, ¢inidla),
dobré opakovatelnost nutnost vice kroki
Levna a dostupna rozpoustédla, Pouziti toxickych
LLE L e x
rychla aplikace rozpoustédel
Rychla a jednoducha,
Proteinova precipitace minimalni objem vzorku i Mozné zbytky matrice
¢inidel

Vysoky matricovy efekt,

Velmi jednoducha a rychlé, nevhodna pro stopova

Centrifugace + filtrace . :
vhodné pro screening

mnozstvi
Stanoveni volnych i Dlouha inkubace, nutnost
Enzymatickd hydrolyza | konjugovanych forem, ptesné enzymu a specifickych
vyhodnoceni expozice podminek
On-line SPE Automatizace,'niiéi riziko Vysvovlfé pOf‘i.ZOV,aCi’névklady,
kontaminace vyssi technickd naro¢nost

3.1.3.2 Stanoveni pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s tandemovou
hmotnostni spektrometrii

Dtlezitou metodou pro stanoveni nikotinu a kotininu v moci je vysokoucinna
kapalinovd chromatografie standemovou hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS/MS).
Identifikace a kvantifikace probihda na =zakladé¢ rozdilné efektivni hmotnosti (m/z)
stanovovanych latek s vyuzitim tandemovych hmotnostnich spektrometrti. Nej€astéji se jedna
o systém trojity kvadrupol (QqQ). QqQ pracuje na zaklad¢ ctyt kvadrupdlovych elektrod (Q),
které urychluji ionty ve spojeni s kolizni komorou (q), ktera umoznuje srazeni iontl a z nich
vznik mensich fragmentovanych iontd. Identifikace cilovych analytt v HPLC-MS/MS je
zaloZena na tzv. MRM piechodech, specifickych m/z hodnot pro vybrany iont, ve spojeni

s tandemovym hmotnostnim spektrometrem typu QqQ [53].
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Analyza dle studie od Oh a spol. [46] byla provedena pomoci tandemové hmotnostni
spektrometrie s trojitym kvadrupdlem Waters XEVO TQ-S od Waters Corporation se
spojenym systémem kapalinové chromatografie Acquity UPLC také od Waters Corporation.
Zvolenou kolonou byla Kinetex EVO CI18 od Phenomenex (2,1 mm x 150 mm; 5 pm)
s gradientovou eluci mobilnich fazi: A (30 mmol/l hydrogenuhli¢itan amonny s pH ~8,5)
a B (ACN) pfi prutoku 0,4 ml/min. Prvni 1,6 minuty byl pritok mobilni faze A na 91 %,
béhem 0,1 minuty pfeSel na 85 %. Po 3 minutach byl znovu vyrovnan na 91 %, takto zlstal
nastaven do 6,5 minuty. Ionizace probihala v rezimu pozitivni elektrosprejové ionizace (ESI)
a MRM. Pro kazdy analyt byl pouzit optimalizovany pfechod m/z, kvantifikace probihala na
zaklad¢ poméru signalu analytu k internimu standardu. Pfechod m/z pro nikotin byl 163,2 na
132,2 pro kvalitu, na 84,2 na kvantitu a deuterovany nikotin s m/z 167,3 na 134,2 pro
kvantitu. Pro kotinin m/z 177,2 na 146,1 pro kvalitu, na 98,1 pro kvantitu a deuterovany
kotinin s m/z 180,2 na 101,1 pro kvantitu.

Studie podle McGuffey a spol. [51] byla provedena na syst¢tmu HPLC Shimadzu
a tandemovém hmotnostnim spektrometru AB Sciex API 4000 (Framingham). Separace
probihala opét gradientovou eluci na koloné¢ Phenomenex Gemini-NX CI18 (4,6 mm x 150
mm; 5 um) s mobilni fazi A (6,5 mmol/l uhli¢itan amonny s pH 10,5) a B (ACN) pfi pritoku
1,0 ml/min. Béhem 1 minuty byla faze B nastavena na 3 % prutok, od 9 do 10,5 minuty na 30
%, dale do 11,2 minuty na 100 %. Od 11,2 do 13,5 minuty byl priitok mobilni faze B nastaven
zpét na 3 %. Teplota kolony byla nastavena na 40 °C. Detekce probihala v pozitivnim rezimu
ESI s vyuzitim MRM piechodt. Pfechod m/z pro nikotin byl z 163 na 117 pro kvalitu
ana 130 pro kvantitu, pro deuterovany nikotin byl zvolen piechod pro kvalitu 166 na 130. Pro
kotinin byl pfechod 177 na 98 pro kvalitu a 80 pro kvantitu a pro deuterovany kotinin ze 180

na 80 pro kvalitu.
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I studie podle Scheidweiler a spol. [40] probihala na ziklad¢ gradientové eluce:
mobilni faze A (0,1% kyselina mravenci ve vodé) a B (0,1% kyselina mravenc¢i v ACN) pfi
priatoku 0,25 ml/min. Prvni 3 minuty byla fdze B z 5 % nastavena na 50 % a tak byla udrzena
2 minuty. Za 1 minutu se fize B op¢t snizila na 5 % a zGstala na 5 % 2 minuty do konce
analyzy. Pro analyzu byl pouzit ptistroj HPLC Shimadzu se spektrometrem ABSciex API
3200 QTrap®. Zvolenou kolonou byla Synergi Polar RP od Phenomenex (2,1 mm % 100 mm,;
2,5 um). Hmotnostni spektrometrie probihala v pozitivnim rezimu ESI s MRM piechody
specifickymi pro nikotin a kotinin. Pfechody m/z pro nikotin a jeho IS byly zvoleny stejné
jako ve studii od Oh a spol. [46]. Pro kotinin byly zvoleny m/z hodnoty stejné jako u studie
McGuffey a spol. [51].

Pro HPLC-MS/MS ve studii Chen a spol. [52] byl pouzit pfistroj 1200 series
od Agilent Technologies ve spojeni s trojitym kvadrupdlem 6460 od Applied Biosystems.
Zvolenou kolonou byla Agilent Eclipse Plus C18 (4,6 mm x 100 mm; 3,5 um). Mobilni faze s
pritokem 0,5 ml/min probihala opét na zéklad€¢ gradientové eluce. Po dobu 5,5 minut byla
mobilni faze A (5% ACN a 0,1% kyselina mravenc¢i) na 100 %, po dalsi 2,5 minuty byla na
100 % mobilni faze B (95% ACN a 0,1% kyselina mravenci). Behem 0,1 minuty se faze A
vratila opét na 100 % a zustala tak az do konce analyzy. Rezim probihal v pozitivni ESI
s MRM. Stanovovan byl pouze kotinin. Hodnoty m/z byly stanoveny pro kotinin z 177 na 80
a pro jeho IS od 180 na 80.

Stanoveni nikotinu a kotininu pomoci HPLC-MS/MS provedla i Miller a spol. [42].
Vybranym pfistrojem pro analyzu byl Acquity UPLC® systém od Waters® s hmotnostnim
spektrometrem Quattro Premier XE™ od Waters®. Rozdil spo¢ival zejména v pouziti kolony
Discovery HS F5 (4,6 mm x 100 mm; 3 pum) s pritokem mobilni faze 0,6 ml/min.
Gradientova eluce byla nastavena zpocatku na 15 % mobilni faze B (metanol), ptfi¢emZz
mnozstvi faze B linedrn€ stoupalo na 76 % do 11 minut analyzy. Po ptl minuté se faze B
vratila opét na 15 % a zlstala tak nastavena do konce analyzy. Mobilni faze A se skladala
z 10 mmol/l octanu amonného s 0,001% kyselinou mravenci. Analyza probihala v pozitivnim
ESI rezimu s MRM piechody. Pro nikotin byly m/z hodnoty 163,2 na 130, pro deuterovany
nikotin m/z 166,1 na 129,9. U kotininu byly zvoleny hodnoty m/z 177,2 na 79,9 a pro
deuterovany kotinin m/z 180,1 na 79,9.
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Piller a spol. [39] pracovali pfi velmi podobnych podminkach. Pfistroj AT 1100
system Agilent Technologies s hmotnostnim spektrometrem API 4000 ABSciex pracoval
v rezimu pozitivni ESI a MRM. Kolona Luna C8 od Phenomenex (4,6 mm x 150 mm; 3um)
s prutokem mobilni faze 0,7 pl/min. Gradientova eluce zacinala na 95 % mobilni faze A
(0,1% octan amonny) po dobu 1 minuty s ndslednym linedrnim sestupem na 20 % do 6 minut
analyzy. Po dal$i 2 minuty byla na 100 % mobilni faize B (metanol). Do konce analyzy se
mobilni faze A nastavila opét na 95 %. Hodnoty MRM piechodl pro nikotin byly zvoleny
m/z 162,9 na 132 pro kvalitu a na 130 pro kvantitu. Pro deuterovany nikotin byly hodnoty m/z
166 na 130,2. Kotinin mél hodnoty m/z 177,2 na 98 pro kvalitu, na 80,1 pro kvantitu a pro

deuterovany kotinin m/z 180,1 na 80.

V isokratickém eluénim modu pracovala Sharma a spol. [47] a Meger a spol. [50].
Sharma a spol. [47] pracovali na pfistroji Agilent 1200 v sérii s trojitym kvadrupolem Agilent
6460 a s kolonou Polaris 3C-18 (3,0 X 150 mm; 5 um). Zvolenou mobilni fazi byla voda
s ACN v poméru 80:20. V druhé studii podle Meger a spol. [50] probihala analyza na HP
1100 LC systému Agilent Technologies a hmotnostnim spektrometrem PE Sciex API 2000 se
Synergy MAX RP kolonou (4,6 mm x 150 mm, 4 um). Isokraticky rezim spocival v pouziti
mobilni faze (10 mmol/l uhli¢itan amonny pH 6,8 a metanol v poméru 20:80) s pritokem
1 ml/min. Ob¢ studie pracovaly v rezimu pozitivni ESI s MRM piechody. Hodnoty m/z pro

nikotin a kotinin se rovnaly hodnotam, které zvolili Miller a spol. [42] pro kvantitu.

Ve studii dle Oh a spol. [46] stanovovali nikotin a jeho metabolity. Na obrazku ¢islo 5
lze sledovat ukazkovy chromatogram vzorku moéi. Cisté vzorky moci byly obohaceny
roztoky nikotinu, kotininu a jejich deuterovanymi roztoky — IS. Pro identifikaci téchto latek
v moc¢i v neznamém vzorku pomoci HPLC-MS/MS muze figurovat tento chromatogram jako
porovnani se specifickymi koncentracemi. Retencni ¢as nikotinu byl 4,4 minuty a kotininu 2,4
minuty. Spravna volba MRM piechodu zvySuje selektivitu, citlivost a reprodukovatelnost

metody.
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Obrazek 5: Ukazkovy chromatogram nikotinu, trans-3'-hydroxykotininu, kotininu, nornikotinu, anabasinu a jejich IS ve
vzorku moci s koncentracemi 20 ng/ml pro nikotin, 50 ng/ml pro kotinin, 100 ng/ml pro trans-3'"-hydroxykotinin, 20 ng/ml pro
nornikotin a 5 ng/ml pro anabasin [46]

Ve studii od Scheidweiler a spol. [40] byly zkoumany vzorky moci abstinentd. Jedna
skupina respondentl byla bez expozice koufeni a druhé skupina podléhala pasivnimu koufeni.
Na obrazku 6 jsou znazornény tii MRM chromatogramy vzorki moc¢i pro nikotin, a i pro
kotinin. Prvni chromatogram je ze vzorku moci s pfidanym piislusnym analytem v mnozstvi
LOD. Na druhém jsou vzorky moci abstinentli bez expozice a na tfetim vzorky pasivnich
kufakl. BohuZel, ani hodnoty pasivnich kufdkt nedosahovaly vysSich hodnot nez LOQ,

provedeni kvantifikace tedy nebylo mozné.
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Obrazek 6: MRM chromatogramy vzorkit moci nikotinu a kotininu obohacenych o hodnoty LOD (vievo), abstinentit bez
expozice (uprostied) a pasivnich kuraki (vpravo) [40]
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Vsechny metody ve zminénych studiich HPLC-MS/MS vyuzily MRM rezim. S velmi
podobnymi podminkami dochazelo k rozliSeni mezi studiemi zejména v eluci, a to, jestli se
jednalo o gradientovou Ci izokratickou. Necitlivéjsi metodu pro stanoveni nikotinu a kotininu
v moc¢i vykazuje podle hodnot LOD a LOQ ze studie Chen a spol. [52] HPLC-MS/MS
s on-line SPE upravou vzorku. V této studii byl ale stanovovan pouze kotinin. On-line SPE
metody lze pokladat studie od Megera a spol. [50], Oha a spol. [46] a Scheidweilera a spol.
[40]. Mezi rychlé analyzy lze zaradit HPLC-MS/MS dle [50]
¢i HPLC-MS/MS od Oha a spol. [46] a Sharmy a spol. [47]. Pfi srovnani v§ech stanovenych

Megera a spol.

hodnot analyza HPLC-MS/MS od Oha a spol. [46] patii mezi nejlepSi mezi vybranymi
studiemi v ramci rychlosti analyzy a Gpravy vzorku, citlivosti, pfesnosti a vytéznosti. Shrnuti

LOD, LOQ, vytéZnosti, RSD a tpravy vzorku je zndzornéno v tabulce 4.

Tabulka 4: Souhrn stanovovanych analytii, hodnoty LOD a LOQ, vytéznost, RSD a zpiisob upravy vzorku pro LC-MS/MS
analyzy z prredeslych studii [39; 40, 42; 46, 47, 50, 51, 52]

. VytéZnost o Uprava
Studie LOD (ng/ml) | LOQ (ng/ml) (%) RSD (%) vzorku
Piller a spol. nikotin: 0,5 nikotin: 1,5 -
[39] kotinin: 0,17 | kotinin: 0,51 >80 nezmineno SPE
Scheidweiler a nikotin: 0,5 nikotin: 1
spol. [40] kotinin: 0,1 kotinin: 0,2 82.0-118.7 ) 3,0-9.1 SPE
Miller a spol.
42] 1 2,5 87-118 1,5-4,7 SPE
nikotin: 0,2 nikotin: 1,0 _ proteinova
Oha spol. [46] kotinin: 0,5 kotinin: 2,0 87-109 10.1-5.3 precipitace
Sharma a spol. kotinin: 0,5 kotinin: 1,1 100,26 nezminéno prot@pova
[47] precipitace
Meger a spol. 0,06 nezminéno 92-109 nezmin€no centrifugace,
[50] filtrace
nikotin: 1,63
McGuffey a | (celkovy: 1,55) .. enzymaticka
spol. [51] kotinin: 1,4 NeZmineno 76-99 0-10 hydrolyza
(celkovy: 3,53)
Cher[lse;]s pol. 0,005 0,02 nezminéno | nezminéno | on-line SPE
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3.1.3.3 Stanoveni pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV/VIS detektorem

Ve studii dle Petersen a spol. [45] i dle Shaik a spol. [48] probéhla analyza HPLC
s vyuzitim UV/VIS detektoru na reverznich fazich. Petersen a spol. pouzili pfistroj od firmy
Agilent technologies s RP kolonou C8 (4,6 mm x 150 mm; 5 pum), kterd byla chranéna
ptedkolonkou XDB C8 (12,5 mm x 4,6 mm; 5 um) s rychlosti pratoku 0,5 ml/min. Mobilni
faze byla slozena z ultra Cisté vody, metanolu a 0,1 mol/l octanu sodného a ACN s pomérem
50:15:25:10, piicemz ke kazdému litru mobilni faze byl pfidan 1 ml 34 mmol/l kyseliny
citronové a 5 ml triethylaminu. Pro upravu pH na hodnotu 4,4 byla pouzita ledova kyselina
octova. Vlnova délka pro stanoveni byla zvolena jako 261 nm. Shaik a spol. [48] pracovali
s HPLC systémem od Shimadzu s UV/VIS detektorem SPD-20A a kolonou C18 (5 pm).
Primér a délka kolony nebyly v praci upfesnény. Mobilni faze byla slozena z 0,272 g
dihydrogenfosforecnanu draselného, 0,184 g n-heptansulfonidtu sodného, 820 ml vody
a 180 ml metanolu s rychlosti pritoku 1 ml/min. Uprava pH mobilni faze byla provedena
pomoci kyseliny ortofosfore¢né na hodnotu 3,2. Zvolenéd vinova délka pro nikotin byla 256
nm a pro kotinin 262 nm. Petersen a spol. [45] pracovali na zdklad¢ gradientové eluce a Shaik
aspol. [48] izokratické eluce. Celkovy Cas analyzy byl tedy krats$i v piipad¢ gradientové

eluce.

Studie od Petersen a spol. [45] provedla HPLC-UV/VIS analyzu s gradientové eluci
a upravou vzorku pomoci LLE. Shaik a spol. [48] analyzu HPLC-UV/VIS s izokratickou
eluci a upravili vzorek pouze centrifugaci. Petersen a spol. [45] ve své praci stanovovali
pouze kotinin. Hodnota LOD byla 0,18 ng/ml a LOQ 5 ng/ml. RSD se pohybovala od 1,3
do 5,5 %. Vytéznost dosahovala hodnot 92-100,2 %. Jedna se tedy o citlivou a piesnou

metodu pro stanoveni kotininu v moc¢i s vyuzitim UV/VIS detektoru.

3.1.3.4 Stanoveni pomoci hydrofilni interakéni kapalinové chromatografie
s tandemovym hmotnostnim spektrometrem
Li a spol. [49] provedli ve studii analyzu HILIC s LC syst¢émem Nexera X2
od Shimadzu a tandemovym hmotnostnim spektrometrem TSQ Vantage trojity kvadrupdl od
Thermo Fisher sionizaci ESI v pozitivnim modu. Zvolenou kolonou pro analyzu byla
ACQUITY UPLC BEH HILIC od Waters Corporation (30 mm x 50 mm; 17 pm). Mobilni
faze se skladala z metanolu a 0,1% amoniaku v poméru 60:40. Jednalo se o izokraticky typ

eluce pfti pritoku 0,2 ml/min.
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I ve studii od Marclay a spol. [43] a Pérez-Ortuiio a spol. [44] byla provedena HILIC
analyza ve spojeni s MS/MS detektorem. Rozdilem bylo pouziti gradientového typu eluce.
Mobilni faze se v obou studiich skladala z ¢asti A (ACN) a B (10 mmol/l mravencan amonny
s pH 3). Pouzitym systémem pro analyzu dle Marclay a spol. [43] byl Rheos 2000 CPS-LC
od Flux Instrument s LTQ-MS spektrometrem od ThermoFinnigan. Kolona Phenomenex
Luna HILIC (3 mm x 150 mm; 5 pm) byla chrané&na dalsi piedkolonkou SecurityGuard™
HILIC (4 mm, 2 mm) s nastavenym prutokem mobilni faze na 0,3 ml/min. Trojity
kvadrupodlovy spektrometr vybaveny ioniza¢nim rozhranim s atmosférickym tlakem (API)
pracoval v rezimu pozitivniho ESI. Zvolenym pfistrojem pro analyzu ve studii Pérez-Ortufio
a spol. [44] byl 1200 Series HPLC systém od Agilent Technologies propojeny s 6410 trojitym
kvadrupdlovym MS opét od Agilent Technologies. Rezim prace spocival v pozitivnim ESI
modu s pritokem mobilni faze 0,6 ml/min. Pfi gradientové eluci nastavili Marclay a spol. [43]
v prvni 1,5 minuté z 5 % na 40 % mobilni fazi B, za dalsi ptl minutu snizili mobilni fazi B
zpét na 5 %. Pérez-Ortuiio a spol. [44] nastavili mobilni fazi A na 98 % po 3 minuty, kterou
nasledné sniZili na 35 %. Od 10 do 13 minuty byla mobilni fdze A na 35 %. Nasledné doslo

op¢t k zvySeni na 98 % az do konce analyzy.

Li a spol. [49] zvolili hodnoty m/z pro nikotin 163,1 na 130,2 pro kvalitu a na 117,2
pro kvantitu. Hodnoty m/z pro deuterovany nikotin byly 167,1 na 134,2 pro kvalitu a pro
kvantitu na 134,2. Pro kotinin byly zvoleny hodnoty m/z 177,1 na 98,3 pro kvalitu, pro
kvantitu na 80,2. Deuterovany kotinin mél hodnoty m/z 180,1 na 80,2 pro kvalitu a na 73,2
pro kvantitu. Marclay a spol. [43] hodnoty MRM piechodt zvolili stejné. Jen pro kvantitu

kotininu byl zvolen pfechod 177,1 na 146 a pro kvantitu deuterovaného kotininu 180 na 146.

Ve studii od Pérez-Ortufio [44] provedli interpretaci hmotnostnich spekter pro nikotin
a kotinin spole¢né s jejich deuterovanymi standardy pro ur€eni prekurzorovych ionti, jak je
znézornéno na obrazku 7 a 8. Pfechody MRM pro kvantifikaci byly s m/z 163 na 130 a pro
identifikaci 163 na 117 pro nikotin, pro kvantifikaci m/z 167 na 134 a identifikaci m/z 167
na 121 pro nikotin d4. Pro kotinin byly nastaveny MRM prechody na kvantifikaci s m/z 177
na 80 a identifikaci 177 na 98 a pro kvantifikaci m/z 180 na 80 a identifikaci 180 na 101 pro
kotinin d3.
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Provedena analyza HILIC-MS/MS ve studii od Li a spol. [49] vykéazala vysokou
vytéznost a nizkou relativni odchylku navzdory upravé vzorku pouhym nafedénim a filtraci.
Dle hodnot LOD a LOQ se jedna i o velmi citlivou techniku. Analyza podle Marclay a spol.
Hodnoty LOD a LOQ naznacuji pomérné nizkou citlivost analyzy. Vytéznost byla ale stale
pfijatelna s dobrou pfesnosti. Pérez-Ortufio a spol. [44] upravili vzorek taktéZ pomoci LLE.
Tato analyza poskytla nejvyssi citlivost, ale zaroven 1 velmi nizkou vytéznost. Pro rutinni
analyzy s jednoduchou filtraci, vysokou vytéznosti a piesnosti je nejvhodnéjsi postup dle Li
aspol. [49]. Analyza ve studii Marclay a spol. [43] lze zatfadit mezi univerzalni postupy
s tradi¢ni LLE tpravou vzorku a stfedni citlivosti. Nejlepsi pro rutinni screening i pfes nizkou
vytéznost, ale stale dobrou reprodukovatelnost, je postup analyzy od Pérez-Ortufio a spol.

[44]. Shrnuti porovnévanych parametri je na tabulce 5.

Tabulka 5: Souhrn stanovovanych analytii, hodnoty LOD a LOQ, vytéznost, RSD a zpiisob upravy vzorku u analyzy HILIC-
MS/MS [43; 44, 49]

. VytéZnost RSD Uprava
Studie LOD (ng/ml) | LOQ (ng/ml) (%) (%) vzorku
Marclay a spol. [43] 0,5 10 89.9-99.8 | 1,8-4,1 | LLE
Pérez-Ortufio a spol. [44] kggﬁgf‘b%gg ; kﬁilflﬁﬁ%odgz 584-682 | 0,9-3,7 | LLE
Li a spol. [49] Eﬁﬁﬂﬁ 8’823 Eﬁﬁﬂﬁ 8’% 90.4-104,6 | 42-7,1 | filtrace
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ZAVER

Tato bakalafskd prace je zaméfena na reSerSi stanoveni nikotinu a jeho hlavniho
metabolitu kotininu v moc¢i. Prvni ¢ast se zabyva obecnymi vlastnostmi nikotinu, jeho
absorpci, distribuci, metabolismem a exkreci. Pojednava i o chemickych a fyzikalnich
Druhd cast se zabyva stanovenim nikotinu a kotininu v moc¢i. Popisuje predevsim

chromatografické metody a jejich srovnani na zakladé rozdilné upravy vzorku, hodnot LOD,

LOQ, vytéznosti a RSD.

Nikotin je latkou, kterd ptisobi na centralni nervovou soustavu, jak uz negativné, tak
v urCité mire i pozitivné. V lidském téle je metabolizovan z nejvétsi ¢asti na kotinin. Pro
nasledné stanovovani je kvili delSimu biologickému polo€asu rozpadu uptednostiiovan

kotinin. Mo¢, jako biologicky material, je idealni pro svoji jednoduchost pti odbéru.

Chromatografické techniky jsou Siroce pouzivané pii stanovovani nikotinu a kotininu
v moci. Jedna se zejména o plynovou chromatografii s hmotnostni detekci a vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Jest¢ pied samotnou
analyzou je potieba upravit vzorek. Pro upravu se velmi ¢asto vyuzivaji extrakéni techniky.
U plynové chromatografie se jednd o SPE, LLE, DLLME a MEPS. Dle zkoumanych studii
a stanovenych parametrii se jako nejcitlivéjsi technikou ukdzala SPE uprava vzorku.
Pii vysokouc¢inné kapalinové chromatografii lze vzorek upravovat pomoci SPE, LLE,
proteinovou precipitaci, enzymatickou hydrolyzou, centrifugaci, filtraci a on-line SPE.
Na zékladé porovnani zpracovanych studii se jako nejcitlivéjsi a nejptesnéjsi technikou
upravy vzorku ukazuje on-line SPE. Pro stanoveni nikotinu a kotininu v moc¢i lze pouzit
1 vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii s UV/VIS detektorem nebo hydrofilni interakéni

kapalinovou chromatografii.
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