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Abstrakt

V  pfispévku jsou obsazeny informace o agonisticky pUsobici opioidni latce
anilidopiperidinového typu s nazvem fentanyl a jeho vybranych derivatech, chemickych
a fyzikalnich vlastnostech téchto sloucenin, zplUsobech vyuziti v klinické a vojenské praxi
arovnéZ o moznostech jejich stanoveni spektrdlnimi a chromatografickymi metodami
v soucasné dobé jak ve stacionarni, tak v polni pfevozni chemické laboratofi.

V oblasti spektralni analyzy byly nalezeny optimalni podminky tvorby iontovych asociat
fentanylu, alfentanilu, remifentanilu a sufentanilu s vybranymi azobarvivy a vypracovan postup
pro jejich extrakéné spektrofotometrické stanoveni. V chromatografické oblasti Ize s vyhodou
vyuzit jednoduchych metod typu TLC a HPLC. Metody jsou vyuzitelné pro rychlé a presné
stanoveni danych opioidd.
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Abstract

The article includes information about fentanyl, an anilidopiperidine type opioid substance and
its derivates, including information on the chemical and physical properties of these
compounds, their use in clinical and military practice, and their determination by spectral and
chromatographic methods in both stationary and field laboratory.

In the field of spectral analysis, optimal conditions were found for the formation of ion
associates of fentanyl, alfentanil, ramifentanil and sufentanil with selected azo dyes.
Furthermore, the procedure for their extraction spectrophotometric determination was
elaborated. In the field of chromatography, simple methods such as the TLC or HPLC method
can be employed. The methods can be used for swift and accurate determination of the
aforementioned opioids..

Key words: fentanyl, spectrometry, chromatography
UvoD

Ke skupiné latek s vyraznym analgetickym efektem, bézné pouzivanym v Iékarstvi a zndmym i
ve vojenské a policejni sfére, je jiz nékolik desetileti fazen synteticky opioid fentanyl a nékteré
jeho derivaty jako remifentanil, alfentanil, sufentanil a carfentanil. Analgetika anilidového typu
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obsahuji ve funkci centralniho atomu namisto kvarterniho uhliku terciarni dusik, zac¢lenény do
anilidové vazby. Bazicka dusikata skupina je s nejblizsimi ¢astmi molekuly spojena spojovacim
fetézcem o tfech uhlicich. Tato anilidovd anodyna Ize fadit mezi nejucinnéj$i analgetika
nékolikrat silnéjsiho ucinku nez morfin, na zakladé jehoz struktury byla syntetizovana [1].

1. Fentanyl a jeho vyuziti

Narkotickd analgetika morfinového typu, ovliviiujici centrdlni nervovou soustavu, jsou pro svou
vysokou aktivitu, rychly nastup ucinku, klinicky vyhodnou dobu trvani u¢inku a moznosti aplikaci
intranasalni (nosni spreje), perkutanni (naplasti Duragesic s rlznou davkovaci silou pro
onkologicky nemocné), peroraini (lizadtka Artiq pro détské pacienty), sublingudini, bukaini
(tablety Fentora) i intravendzni Casto vyuzivana v medicinské oblasti pred zahdjenim
chirurgickych zdkrokd, ke zmirnéni pooperacnich bolesti a [écbé prilomové bolesti.
Fentanylové derivaty jsou vyuzivany rovnéz ve veterinarni praxi ke znehybnéni zvitat, konkrétné
sufentanil a vysoce ucinny carfentanil [2, 3].

Do Sirsiho povédomi laické verejnosti se tento typ opiatl dostal predevsim po incidentu
v Moskvé roku 2002, kdy armdada Ruské federace pouZila v rdmci protiteroristické akce smés
derivatl fentanylu ve formé aerodisperze k zachrané rukojmich v divadle Dubrovka, obsazeném
¢eCenskymi separatisty. V r. 2012 byla pracovniky laboratofe v Porton Down publikovana
informace o slozeni pouzitého aerosolu v Moskvé po provedené analyze vzorkd odévu a moci
osob nachazejicich se v moskevském divadle; jednalo se o smés remifentanilu a dosud v
humanni mediciné nelegalniho, velmi potentniho carfentanilu [4]. Jako potencidlni chemicka
zneschopnujici 1atka byl fentanyl zkouman jiz v 70. letech minulého stoleti sovétskou KGB pod
nazvem Kolokol-1 [5].

Fentanyl se jakoZto relativné financné dostupna psychoaktivni latka objevuje i na drogovém
trhu. Podle zpravy Evropského drogového centra pro drogy a drogovou zavislost zpdsobuje toto
opioidni analgetikum a nékterd jeho analoga problém v oblasti vefejného zdravi a situace
vyZaduje zménu strategie intervence ohledné moiného predavkovani a taktéZ posouzeni
moznosti véasného zachytu a detekce téchto latek. Na nelegdlnich trzich je kromé heroinu
béZny tramadol, metadon, buprenorfin a dalsi opiaty [6]. Nékteré opioidy jsou drogové
zavislymi jedinci ziskavany z legalnich |éCiv, jako napf. fentanyl z naplasti Durogesic. Fentanyl
a 3-methylfentanyl jsou Casto proddvany ve smési s heroinem, pfipadné jako jeho nahrada
v zemich s nedostatkem heroinu, napf. v Bulharsku a na Slovensku [7]. Ackoliv je na trhu
sdrogami zfejmé nejbéinéjSim opidtem stdle heroin, mnoistvi zachyceného fentanylu
na evropském drogovém trhu zdaleka neni zanedbatelné. PfedevSim proto, Ze se jedna
o vysoce potentni latku predstavujici vazné ohrozeni zdravi a Zivota drogové zavislych
jednotlivcl.

1.1 Vlastnosti fentanylu a vybranych derivat(

Fentanyl, N-[1-(2-fenylethyl)-4-piperidinyl]-N-fenyl-propanamid se sumarnim vzorcem
C22H28N20 je bily préasek o molarni hmotnosti 336,47 g/mol, rozpustnosti ve vodé 200 mg/I
pfi 25 °C, bodem tani 87,5 °C a hodnotou pKa 8,4. Tento agonista u-opioidnich receptort se
vyznacuje vysokou lipofilitou v organismu. Jeho zakladnim terapeutickym Gcinkem je pfedevsim
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sedace a sniZzend vnimavost bolesti. Minimalni Uc¢inna analgetickd koncentrace fentanylu v séru
je uvadénavrozmezi 0,3 —1,5 ng/ml u pacientl drive nelé¢enych opiaty. Nezddouci reakce jsou
pozorovany pfi prekroceni hladiny 2 ng/ml. U nékterych pacientl dochazi ke zménam ndlad,
euforii nebo staviim uzkosti, ospalosti. K nezadoucim ucinkim patfi vyrazny pokles krevniho
opiatem lze povaZovat oslabeni dechového centra, které muze vést az k rigidité svalstva
hrudniku, proto je nutna stala kontrola dechu a fizena ventilace. UZivani mnohdy doprovazi i
zacpa, sucho v Ustech, pocity svédéni, halucinace, bolest hlavy, zpomaleni nebo zastava dechu,
nechutenstvi, pocit svédéni, Spatné traveni a celkova slabost [8, 9].

Obrézek 1: Struktura a) fentanylu, b) alfentanilu, c) remifentanilu, d) sufentanilu
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Alfentanil, (C21H32Ne03). Latka s chemickym ndzvem N-{1-[2-(4-ethyl-5-ox0-4,5-dihydro-1H-
1,2,3,4-tetrazol-1-yl)ethyl]-4-(methoxymethyl)piperidin-4-yl}-N-fenylpropanamid je derivatem
fentanylu s cca 10x nizsi Ucinnosti. Vykazuje aZ 4x rychlejsi nastup (asi do 60 vtefin) v porovnani
s fentanylem a také rychlejsi odeznéni Ucinku, proto je pouZzivan jako anestetikum prevaziné pfi
ambulantnich vykonech [10, 11].

Remifentanil, methyl-1-(3-methoxy-3-oxopropyl)-4-N-(fenylpropanamido)piperidin-4-
karboxylat, latka sumarniho vzorce CyoH2sN20s je bily, ve vodé rozpustny prasek. V lékové
formé je indikovan jako analgetikum, jehoZ plsobeni v organismu je oznacovano jako
ultrakratké. Ve své molekule obsahuje esterovou vazbu a na jeho Stépeni se podileji
nespecifické esterazy v plazmé a tkanich [10, 12].
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Sufentanil,  N-[4-(methoxymethyl)-1-(2-thiofuran-2-ylethyl)-4-piperidyl]-N-fenylpropanamid,
sumarni vzorec CzHszoN202S. Je pouZivan prevainé k epiduralni a kombinované celkové
anestezii. Vykazuje az 10x vétsi analgeticky ulinek nez fentanyl. Tento bily prasek, témér
nerozpustny ve vodé, je naopak mimoradné dobfe rozpustny v tucich, ¢imz je umoznéna rychla
penetrace do centralni nervové soustavy. Jeho ucinek trva pfiblizné 10 - 25 minut. Je pomérné
Casto aplikovan ve veterinarni praxi [13, 14].

Carfentanil, latka se sumarnim vzorcem CasH30N;03, chemickym ndzvem methyl-1-(2-
fenylethyl)-4-[fenyl(propanoyl)amino]piperidin-4-karboxyldt,  je  derivdtem  fentanylu
s analgetickou ucinnosti az 10 000x vyss$i v porovnani s morfinem. Pod obchodnim nazvem
Wildnil je preferovan k imobilizaci velkych zvifat, v humanni mediciné neni pouzivan. Jako droga
byl ve formé prasku bilé a7 svétle Zluté barvy nalezen v USA jiz v r. 1979. U&inky pouhé desetiny
gramu carfentanilu je mozné srovnat se 750 g extaze. [15, 16, 17].

Podobné silné ucinky vykazuje lofentanyl, methyl{(3S,4R)-3-methyl-1-(2-fenylethyl)-4-[N-
fenylpropanamido]piperidin-4-karboxylat}, latka sumarniho vzorce CisH32N20s3, u ného? je
uvadéna potence asi 6 000x vyssi nez u morfinu a mimoradné dlouha doba trvani Ucinku, a to
vice nez 24 h. Za pozornost stoji téz derivat furanylfentanyl, N-fenyl-N-[1-(2-
fenylethyl)piperidin-4-yl]furan-3-karboxamid, ktery byl forenzni analyzou prokazan pfi amrti
nékolika desitek osob. Testy provedenymi na zvifatech byl prokdzan analgeticky Ucinek
srovnatelny s fentanylem [18, 19, 20].

Tabulka 1: Porovnani potence jednotlivych analogt fentanylu k morfinu [21]

Sloucenina Analgeticky ucinek
v poméru k morfinu
morfin 1
fentanyl 224
a-methylfentanyl 56,9
a-methylacetylfentanyl 3,1
p-fluorofentanyl 15,7
p-fluoroacetylfentanyl 7,3
butyrylfentanyl 7
acrylfentanyl 170
remifentanil 220
sufentanil 4520
(+) cis-3-methylfentanyl 5530
carfentanil 10030
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2. INSTRUMENTALNI ANALYZA FENTANYLU, JEHO DERIVATU A METABOLITU V PRAXI

Ke kvalitativnimu i kvantitativnimu stanoveni téchto psychofarmak je v soucasné dobé k
dispozici Sirokd nabidka instrumentace jak v oblasti spektralni analyzy, tak v oblasti
chromatografické. K urcovani latek dusikatého charakteru je ¢asto pouzivana vysokoucinna
kapalinova a kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii, napf. MALDI-
TOF MS [22]. Pri detekci fentanylu a sufentanilu, resp. jejich metabolit( v lidském séru nasla
uplatnéni technika HPLC s naslednym vyuzitim tandemové hmotnostni spektrometrie, pficemz
meze detekce a stanoveni byly autory prezentovany hodnotami 3 a 10 pg/ml. Analyza byla
provedena na pfistroji Agilent 1100 system - Waldbronn, Némecko s pouZzitim iontové pasti
ThermoFinnigan LCQ, USA [23]. Stejné metody bylo rovnéz vyuzito v pfipadé testu smési
remifentanilu a propofolu, kdy bylo dosaZeno limitu detekce v radech ng/ml. [24]. Metodou
LC/MS-MS (API 3200) s trojitym kvadrupdlovym analyzdtorem, za pouZziti osvédcené kolony
C18, byla provedena kvantifikace koncentrace alfentanilu a midazolamu v lidské plazmé.
Metoda je autory hodnocena jako citlivd, prfesna, reprodukovatelnd [25]. Metodou HPLC
spojenou s vystupem v ultrafialové oblasti byly s uspokojivymi vysledky analyzovany rovnéz
vzorky fentanylu a alfentanilu v lidské a krysi plazmé [26]. Pfi detekci fentanylu, alfentanilu,
remifentanilu a sufentanilu a jejich hlavnich metabolit v lidské moci pti antidopingové kontrole
Ize pouZit LC-electro-spray-MS/MS analyzu, a to s nizkym detekénim limitem az 0,5 ng/ml [27].
Nékteré laboratofe uplatfiuji separacni instrumentace soucasné s plamenové ionizacnim
detektorem s alkalickym kovem (GC-AFID). lontova chromatografie vyuzivd u latek iontové
povahy tvorby iontovych asocidtd v reakci s opacné nabitymi ionty. Podminkou reakce je
relativné velky nepolarni podil v jejich molekule, urcitd koncentrace protiontl a pH prostredi
[28].

Vysoce citlivou metodou plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie (GC-MS) byl
proveden screening osob exponovanych latkami fentanyl, sufentanil a alfentanil. Pfi stanoveni
obsahu fentanylu v plazmé se citlivost této metody pohybovala v rozmezi od 500 pg/ml do 100
ng/ml. Za pouziti stejné pristrojové techniky bylo analyzovano 13 vzorkd fentanylu a jeho
derivatd v moci. Vysledky jsou uvadény v pikogramech na mililitr vzorku [29] a rovnéz byla u
osob, které zemrely nasledkem predavkovani drogou, provedena studie stanoveni fentanylu
(jeho metabolitu norfentanylu), alfentanilu, sufentanilu s vyslednymi detekénimi limity cca 0,04
ng/ml pro alfentanil a 0,08 ng/ml pro ostatni zkoumané substance [30]. MozZnost spolehlivé
identifikace stopovych hodnot souboru nékolika narkotik véetné fentanylu a nékterych jeho
metabolitl poskytuje iontovda hmotnostné-spektralni analyza IMS ve spojeni s FT-IR a GC-FTIR
[31]. Videnské mezinarodni centrum UNODC vydalo r. 2017 doporucené navrhy metod pro
analyzu fentanylu a pfibuznych latek v biologickych materidlech, kde je konkrétné uveden popis
pripravy vzorkl a jednotlivé metody jako napf. pravé GC/MS, LC/HRMC (Liquid
chromatography/high-resolution mass spectrometry screening) a dalsi [32].

2.1 Analyza vybranych opiatl v armadnich laboratofich

Soucasna doba klade vysoké naroky na preciznost a citlivost provadénych analyz. Laboratore
jsou vybavovany modernimi vykonnymi pfistroji a na mnoha pracovistich je k dosazeni
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kvalitnich analytickych nebo semipreparativnich vysledkl preferovano spojeni nékolika
instrumentalnich technik. Rovné? laboratofe Armady CR prosly v poslednich letech inova&nim
programem. Presto existuji situace, kdy Ize (nebo je nutno) s vyhodou vyuzit jednodussich
metod k orientacnimu, avSak spolehlivému stanoveni zajmovych latek, obzvlasté mimo
stacionarni laboratore.

V laboratofi Ustavu OPZHN byly provedeny experimentaini prace s vyuzitim UV/VIS
spektrometru, kdy byly zjistovany optimalni podminky pro poufziti azobarviv vhodnych ke
stanoveni fentanylu a jeho tfi derivatl — alfentanilu, remifentanilu a sufentanilu.

Z dosavadnich prozkoumanych ¢inidel bylo pro stanoveni danych analytd mozné jednoznacné
preferovat azoslouceninu Acid Red 88 (CAS 1658-56-6), predevsim z ddvodu dosazené citlivosti
metody, vyraznému vizualnimu zabarveni vznikajiciho iontového asociatu, nezanedbatelné
jednoduchosti metody a narokdim na obsluhu i nizkym finanénim nakladtm.

K identifikaci téchto analyt byla pouZita rovnéZz metoda tenkovrstvé chromatografie, pricemz
byly analyzovany nejvhodnéjsi kombinace mobilni a stacionarni faze, zajistujici adekvatni
rozdéleni analytl. Byl zjistovan vliv parametrd na hodnoty retencnich faktora.

V experimentu byly pouZity dvousloZzkové mobilni faze s ohledem na snadnost provedeni prace
v polnich pfevoznich analytickych prostfedcich.

Vzhledem k vybaveni laboratofi novymi pfistroji Ize v nejblizsi dobé provadét analyzy této
zajmové skupiny latek i s vyuZitim HPLC systému a plynové chromatografie pfistrojem Griffin
s hmotnostnim detektorem.

Tabulka 2: Vysledky spektrofotometrického stanoveni analytl s ¢inidlem Acid Red 88 [33].

Parametr Fentanyl | Alfentanil | Remifentanil | Sufentanil
Amax [nm] 518 518 518 518
pH opt 2,5 2 2 2
X/L 1 1 1 1
R? 0,9992 0,9981 0,9993 0,9969
Sq 0,0052 0,0073 0,0044 0,0097
q 0,0049 -0,0094 0,0029 0,0048
LOD [mol/I] 1,09.10° | 1,17.10° 1,19.10° 1,13.10°
LOQ [mol/l] 3,64.10° | 3,92.10° 3,96.10° 3,78.10°

A — maximalni absorbance, X/L — pomér ¢inidla a analytu, R? — hodnota spolehlivosti, q -
koeficient posunuti pocatecniho bodu na ose y, Sq - smérodatna odchylka koeficientu g, LOD —
limit detekce, LOQ - limit stanovitelnosti
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Tabulka 3: Hodnoty Rf analytd pfi 20 minutovém kondiciovani desky — metoda TLC [34].

Analyt Mobilni faze i
X 1s sr (%)
AlF Ethylacetat — hexan (7 : 3) 0,39 0,0064 0,75
F Ethylacetat — hexan (7 : 3) 0,70 0,0072 0,98
ReF Ethylacetat —hexan (7 : 3) 0,51 0,0048 0,49
SuF Ethylacetat — hexan (7 : 3) 0,77 0,004 0,63

AlF — alfentanil, F — fentanyl, ReF — remifentanil, SuF — sufentanil, X - aritmeticky priimér, s —
smérodatnd odchylka, s — relativni smérodatna odchylka.

ZAVER

Provedené experimentdlni prace, zamérené na stanoveni vybrané skupiny opiatd, dokazuji
moznost rychlé a presné analyzy pomérné jednoduchou metodou iontové parové extrakéni
spektrometrie, jiz 1ze spolu s metodou TLC povaZovat za pfispévek ke zkvalitnéni provadéni
orientaéni chemické kontroly zejména v ramci ¢innosti chemického vojska Armady Ceské
republiky v oblasti separace a analyzy zajmovych latek. | pres soucasny rozvoj moderni
instrumentace lze tradi¢ni uplatnéni UV/VIS spektrometru a tenkovrstvé kapalinové
chromatografie implementovat do standardnich pracovnich postupt mobilnich laboratofi.
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Vyzkum byl podporen z projektu Vyzkum novych metod a technologii radiacni a chemické
ochrany a zp(isobd jejich realizace DZRO UOPZHN, UO Brno.
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