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Uvod

Amfetaminové derivaty (APs) patii k velmi oblibe-
nym psychostimulacnim drogam zneuzivanych v Evropé
ataké v Ceské republice. Tyto sloueniny se vyznaluji
silnym centralné¢ stimulacnim, anorektickym a periferné
sympatomimetickym uc¢inkem. Pouzivaji se jako léciva
v terapii narkolepsie, jsou relativné uspés$né a diky kratko-
dobému podéavéni nevznika na né tolerance. APs navozuji
stav zvySené urovné bdg€losti, zabranuji spanku, urychluji
psychomotoriku a mozek je schopen zachytit a zpracovat
veétsi mnozstvi podnétll. Tohoto U€inku je vSak dosaZeno
na tkor kvality prace mozku. Methamfetamin (MA; pervi-
tin, ice) se stal preferovanéjsi drogou diky snadnéjsi nele-
galni syntéze nez u amfetaminu. Ve formé hydrochloridu
je nejcastéji aplikovan i.v. nebo je ve formé volné baze
inhalovan, coz vede krychlejsimu priniku a kumulaci
latky v mozku. Po podani se objevuje pocit velké fyzické
a psychické sily, je naruseno vnimani (halucinace). Biolo-
gicky polocas je 12-34 h a je z&visly na pH mo¢i, vylucuje
se ji témet z 43 % v nezménéné formé, koncentrace jsou
v rozmezi 25-300 pg ml'. Hlavnim metabolitem je amfe-
tamin (AP), typicky predstavitel psychostimulancii, dobie
se absorbuje z gastrointestinalniho traktu a snadno pronika
pres hematoencefalickou bariéru. V moci se objevuje bé-
hem 20 min, koncentrace muze byt 1-90 ng ml™ (cit."?).
MA a AP zpisobuji psychickou, ale i fyzickou zavislost.
Hlavnim metabolitem AP je 4-hydroxyamfetamin (p-
OHAP), ktery se nachazi v moc¢i v koncentracich 0,03—-0,5
ug ml™'. 4-Hydroxymethamfetamin (p-OHMA) je hlavnim
metabolitem MA, koncentrace v moéi jsou 0,2-8,0 pg ml™.
Stejné jako p-OHAP je fyziologicky aktivni®.

Pro kvalitativni a kvantitativni analyzu amfetaminu,
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methamfetaminu a jeho pfibuznych latek bylo vyvinuto
mnoho analytickych postuptl, z nichz velké mnoZzstvi vyu-
ziva HPLC. Sledované latky se vyznacuji nizkou absorpci
UV zéfeni, proto jindy bézné pouzivana UV detekce neni
dostatecné citliva. V soucasné dobé se tento problém fesi
pomoci vysoce sofistikované a relativné drahé MS detekce.

Pro analyzu APs s MS detekci 1ze vyuzit napt. chro-
matografické separace na stacionarni fazi C18 s linearnim
gradientem acetonitril — voda po ptedchozi upravé vzorka
séra mikroextrakci na pevné fazi. Detekéni limity pro AP
a MA jsou 0,3 mg 1" a 0,04 mgI™ (cit.’). Pro pfimé enan-
tioselektivni déleni MA a AP v mo¢i je mozno pouzit sili-
kagelovou kolonu s vazanym fenylkarbamoylovanym f3-
cyklodextrinem, mobilni fazi je smés aetonitrilu
s methanolem a fosfore¢nanovy pufr o riizném pH (cit.*”).
Dalsi autofi publikovali metodu analyzy enantiomertt MA
ve vzorcich moc¢i na imunoafinitni kolon¢ vlastni vyroby
(silikagel s imobilizovanymi my$imi monoklonlnimi pro-
tilatkami proti MA) s gradientovou eluci octanovym
pufrem o rizném pH a detekénim limitem 18 ng ml™" (cit.®)
nebo piimou analyzu séra nebo krve na C18 semi-mikro
kolon€ s navazanym hovézim sérovym albuminem. De-
tekéni limit t&chto analytd se pohyboval okolo 10 ng ml™
(cit.”). LC-MS je pro tento el jednou z nejlepsich metod,
presto vzhledem k ekonomické ndro¢nosti ma vyznam se
zabyvat alternativnimi moznostmi. ZlepSeni detekce lze
dosdhnout predkolonovou derivatizaci s ¢inidly, které pii-
davaji do molekuly analytu fluorofor za vzniku fluorescen-
¢nich derivati. K tomuto ucelu byl pouzit jako fluorescen-
&ni &inidlo o-ftaldialdehyd'. Pouziti acetonového roztoku
dansyl chloridu (Dns-Cl) spojuje derivatizaci s depro-
teinaci pfi stanoveni MA v lidské plazmé a moci. Proces
derivatizace je ale ¢asové naro¢ny, pfiprava vzorku vyza-
duje asi 2 hodiny''. Dansylace byla pouzita nejen pro deri-
vatizaci APs, ale i dalSich analytl ¢asto s kratsi inkubacni
dobou'?". Po derivatizaci fluorescein isothiokyanatem lze
APs stanovit kapildrni elektroforézou (CE) s pouZzitim
boritanového pufru o pH 12; laserem indukovanou fluo-
rescenci byl dosazen detekéni limit 0,2 ng ml™' (cit."®). CE
s ultrafialovou detekci byla pouzita pro chiralni separace
téchto latek s pouzitim B-cyklodextrinu a fosfore¢nanové-
ho pufru pH 3,2 (cit.'’). K moznostem detekce je vhodné
jesté zminit, Ze pro hodnoceni methylendioxyderivati APs
v riznych biologickych matricich bylo popsano nékolik
vysoce selektivnich metod vyuzivajicich vlastni flu-
orescenci stanovovanych latek'”'®.

Hlavnim cilem této studie bylo vyvinout a validovat
relativné jednoduchou a rychlou HPLC metodu, ktera by
mohla byt pouzita pro kvalitativni i kvantitativni hodnoce-
ni MA a jeho metaboliti v moci. Dobra separace MA, AP,
p-OHAP a p-OHMA je velmi dualezita, nebot’ metabolity
se vyskytuji v biologickych vzorcich spole¢né s matecnou
nelegalni drogou. Kvili jiz zminéné slabé absorpci analyti
byla zvolena ptedkolonova derivatizace Dns-Cl, ktera se
realizuje soucasné s SPE izolaci a umozniuje pouzit dosta-
tecné citlivou a relativné selektivni fluorescencni detekci.
Pro kvantifikaci byla zvolena metoda vnitiniho standardu,
jimz byl fenylethylamin (PEA).
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Experimentalni ¢ast
Chemikalie

(+t)Methamfetamin hydrochlorid; amfetamin sulfat;
4-hydroxymethamfetamin; vnitini standard — fenylethyla-
min; derivatizacni Cinidlo 5-dimethylaminonaftalen-1-sul-
fonylchlorid (Dns-Cl) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA),
4-hydroxyamfetamin hydrobromid (Hoechst, Némecko).
Lyofilizované vzorky mo¢i (SEKK spol s.r.o., CR) byly
tésn¢ pred pouzitim rekonstituovany vodou dle navodu
dodavatele. Ultra ¢istd voda byla pfipravena zafizenim
firmy Millipore Corp. Vsechna dalsi ¢inidla pro SPE ex-
trakci a mobilni fazi byla kvality pro HPLC (Merck, N¢&-
mecko).

Roztoky

Zasobni standardni roztoky APs o koncentraci
1 mg ml™" byly pfipraveny rozpuiténim ve vodé a ulozeny
pti 4 °C. Z nich byly pted analyzou nafedény vodou stan-
dardni roztoky o pozadované koncentraci. Modelové vzor-
ky moci s APs byly ziskany pfidavkem standarnich rozto-
kit k rekonstituované moéi. Roztok DNS-CI (10 mmol 1)
byl ptipraven rozpusténim pfislusné navazky v acetonitrilu
a uchovavan ve tm¢. Uhlicitanovy pufr byl pfipraven roz-
pusténim 0,8 g hydrogenuhli¢itanu sodného ve 100 ml
vody, pH bylo upraveno na hodnotu 9,0 pomoci 10 M-
NaOH.

Chromatografické podminky

Analyzy byly provedeny na piistroji Shimadzu
(Shimadzu, Japan) v sestavé fidici jednotka SCL-10 AVP,
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pumpa LC-10 ADVP, autosampler SIL-10ADVP, kolono-
vy termostat CTO-10ASVP, degasser DGU-14A, fluo-
rescencni detektor FL RF-10AXL, chromatograficky soft-
ware Class-VP. Excita¢ni vlnova délka byla 343 nm
aemisni 530 nm. Optimalni chromatografickd separace
byla dosaZena s pouZitim kolony LiChrospher 100 RP-18
(5 pm) 125 mm x 4 mm [.D (Merck, Némecko) a s mobilni
fazi acetonitril — voda (65:35, v/v), pratok 1 ml min,
teplota kolony 30 °C, teplota autosampleru 15 °C, nastiik
20 pl.

SPE izolace, derivatizace

Zkumavka se 100 pl roztoku vnitintho standardu
20pgml™) a 1,0ml vzorku moé& byla protfepana
10 s pomoci  pristroje  Vortex. SPE kolonka Li-
ChroCART® RP-18 E (Merck, Némecko) byla aktivovana
promytim 2,0 ml methanolu a 1,5 ml uhli¢itanového pufru
pH 9,0 pomoci vakuového systemu Visiprep SPE. Pritok
byl udrzovan na rychlosti pfiblizng 0,5 mlmin™'. Cely
objem vzorku byl aplikovan na kolonku, nasledovalo pro-
myti 1,0 ml vody a vysuSeni vakuem. Do kolonky byla
pridana smés roztoku DNS-CI a uhlic¢itanového pufru
o pH 9,0, kolonka byla uzavfena, obalena aluf6lii a vloze-
na do susarny (objem a pomér smési, reakéni teplota a Cas
byly optimalizovany). Po ochlazeni byly produkty deriva-
tizace eluovany 1,5 ml acetonitrilu, doplnény do 2,0 ml
mobilni fazi a 20 pl bylo nastiiknuto na HPLC kolonu.

Validace
Byly stanoveny nasledujici parametry: linearita, se-

lektivita, spravnost, opakovatelnost, LOD, LOQ a stabilita
vzorku.
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Obr. 1. Charakteristicky chromatogram smési APs v mo¢i (1) a blanku mo¢i (2); mobilni faze acetonitril — voda (65:35, v/v),

fluorescen¢ni detekce Ao, 343 nm and A, 530 nm
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Vysledky a diskuse
Optimalizace chromatografickych podminek

Byly testovany riizné pritoky (0,7 az 1,2 mlmin")
a poméry obou slozek mobilni faze, aby byly ziskany ostré
a symetrické piky s rozliSenim na zékladni linii. Optimalni
pritok byl 1,0 mlmin™', optimélni pomé&r acetonitril —
voda (65:35 v/v). Elu¢ni poradi bylo PEA, AP, MA, p-OHAP,
p-OHMA, piky byly ostré, symetrické a s pfijatelnym roz-
liseni (obr. 1).

Optimalizace podminek izolace a derivatizace

Cilem prace bylo zkratit ¢as potfebny pro pfipravu
vzorkil. Pfinos zmén podminek byl indikovan velikosti
ploch piki, vétsi plocha znamenala vétsi vytézek izolace
a derivatizace. Prvni zlepSeni vytézku bylo dosaZeno zvy-
Senim objemu derivatiza¢niho ¢inidla z 0,5 ml na 1,0 ml
a zménou jeho poméru ve smési s uhli¢itanovym pufrem
pH 9,0 z ptivodnich 2:3 na 1:1. Vlivy teploty a doby deri-
vatizace (40 az 90 °C; 5, 10, 15, 30 a 45 min) byly sledo-
vany na dvou vybranych APs: MA a AP. Jak Ize piedpo-
kladat, nizsi teplota vyzaduje delsi ¢as derivatizace. Opti-
malni teplota byla 75 °C, pfi reakénich ¢asech 10 a 15 min
se plochy pikt prakticky neliSily. Z toho vyplyva, zZe deri-
vatizaéni reakce dosédhla maxima jiz po 10 min. Derivati-
zace pri vysSich teplotach, zvlasté pii 90 °C, byla provaze-
na fadou problémi zpisobenych té€kavosti rozpoustédla,
které vedly k nizké reprodukovatelnosti vysledkt. Zavis-
lost plochy piku MA na Case derivatizace pti riznych tep-
lotach zachycuje obr. 2; chovani AP bylo obdobné, z toho
1ze usuzovat na stejné chovani ostatnich APs. V této praci
pouzity acetonitril jako médium pii dansylaci umoziuje
vyssi teploty inkubace, coz zkracuje reakéni dobu'®™.
NaSe metoda, kterd kombinuje SPE extrakci s dansylaci,
redukuje inkubaci na 10 min ve srovnani s 2 h potfebnymi
pro soucasnou deproteinaci s dansylaci v médiu na bazi
acetonu'.

Tabulka I
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plocha
piku
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Obr. 2. Vztah plochy piku MA a inkubaéni doby pf¥i riznych
teplotach; @ 40°C, [150°C, M60°C, O 75°C, A 90°C

Validace

Limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ) byly
stanoveny analyzou vzorkti modelové moci se snizujici se
koncentraci APs. Koncentrace na urovni LOD resp. LOQ
poskytovala signal trikrat resp. desetkrat vyssi nez Sum
zakladni linie. Nami zjisténé hodnoty koresponduji
s hodnotami metody stanoveni dansylovanych APs ve
slinach'®. V porovnani s n&kterymi LC-MS detekcemi® je
nase metoda dokonce citlivéjsi. Linearita byla demonstro-
véana korela¢nim koeficientem z line4rni regrese zavislosti
plochy pikd na koncentraci na 6 Grovnich mezi LOQ
a 500 ng ml™' pro MA a AP; resp. mezi LOQ a 100 ng ml”’
pro p-OHMA, p-OHAP. Spravnost vyjadiena jako vytéz-
nost byla vypocitana z vysledku tii nezavislych SPE ex-
trakci modelové moci ve srovnani s vysledky standardnich
roztokid derivatizovanych pfimo v hnédych vialkach, aby
byl vyloucen vliv svétla. Koncentracni urovné pro stano-

Valida¢ni parametry stanoveni MA, AP, p-OHAP a p-OHMA v moci pomoci HPLC s fluorescen¢ni detekci

Parametr MA AP p-OHAP p-OHMA
LOD/LOQ, ng ml' 1/3 2/5 4/12 5/15
Linearita 5-500 ng ml™; 5-500 ng ml™; 15-100 ng ml™'; 15-100 ng ml™";
7 =0,998 ”*=0,997 ”*=0,996 7 =0,993
Vytéznost, % 5/500 ng ml™' 5/500 ng ml™' 15/100 ng ml™! 15/100 ng ml™*
81/96 71/83 64/75 60/71
Opakovatelnost 5/500 ng ml™' 5/500 ng ml™' 15/100 ng ml™' 15/100 ng ml™'
(RSD %) 7,1/0,3 7,9/0,8 11,2/2,8 9,7/3,5
Reprodukovatelnost 5/500 ng ml™ 5/500 ng ml™' 15/100 ng ml™* 15/100 ng ml™"
(RSD %) 9,3/1,2 11,4/3,7 14,2/7,8 16,0/8,6
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veni vytéznosti byly 5 a 500 ng ml™' pro MA a AP; resp.
15 a 100 ng ml™" pro p-OHAP a p-OHMA. Opakovatelnost
v rdmci jednoho dne byla urcena jako relativni smérodatna
odchylka z Sesti méfeni ve stejny den a na stejnych kon-
centra¢nich trovnich jako spravnost. Méfenim vzorkl ve
dvou riznych dnech byla uréena reprodukovatelnost. Zis-
kané hodnoty valida¢nich parametrii jsou shrnuty v tab. L.
Selektivita je  schopnost metody odliSit analyt
v ptitomnosti jinych slozek vzorku. Pro tento ucel byl na-
stiiknut téZ blank modelové moci bez ptidavku APs, ktery
byl pfipraven pro analyzu stejnym zptisobem, jako mode-
lové vzorky moci s APs. Ze srovnani chromatogrami vy-
plyva, ze piky zblanku neinterferuji s piky sledovanych
APs (obr. 1). Stabilita standardi a derivatizovanych vzor-
ki byla zjistovana opakovanymi analyzami. Pfi uchovava-
ni v temnu a pii 4 °C byly zasobni standardni roztoky stalé
minimalné 1 mésic. Po tuto dobu byly dosazeny prakticky
stejné vysledky (RSD mensi nez 1,0 %), coz odpovida
dajim v literatute'®. Dansylované vzorky moéi po SPE
izolaci byly uchovavany v autosampleru pii 15 °C a dav-
kovany na kolonu kazdé 4 h po dobu 24 h. Opét byly dosa-
zeny prakticky stejné vysledky (RSD mensi nez 2,0 %).
Stabilita vzorkd uchovavanych vtemnu pii 15°C byla
tedy uspokojujici po dobu minimalné 24 h.

Zavér

Popsana metoda umoziuje stanoveni methamfetami-
nu a jeho metabolitli v mo¢i pomoci HPLC s fluorescenéni
detekci. Byly navrZeny a validovany optimalni chromato-
grafické podminky a postup pro ptipravu vzorku, zahrnuji-
ci extrakei na pevné fazi se souCasnou derivatizaci dansyl
chloridem. Spojenim téchto dvou krokd a zvySenim inku-
bacni teploty na 75 °C byla vyrazné zkracena priprava
vzorku, a tim i doba analyzy. V ramci testovanych validac-
nich parametrli byla ovéfena linearita, vytéZnost, opakova-
telnost, reprodukovatelnost a selektivita pro vSechny testo-
vané latky. Nalezené limity detekce a kvantifikace jsou
srovnatelné s Udaji v literatuie a v nékterych ptipadech je
vyvinutd metoda citlivéjsi nez metody vyuzivajici LC-MS.
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P. Pilaiova, P. Kastner, and J. Klimes (Department
of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control, Charles
University, Faculty of Pharmacy, Hradec Kralové): De-
termination of Amphetamine and Methamphetamine
And Their 4-Hydroxy Derivatives by HPLC with Fluo-
rescence Detection

A rapid, sensitive and low-cost method for the deter-
mination of methamphetamine and its metabolites in urine
was developed. The tested substances were isolated by
SPE, dansylated and analyzed by HPLC with fluorescence
detection. The method was validated, the limit of detection
for methamphetamine was lower than 1 ng ml™'; the limit
of quantitation was 3 ng ml™".



