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ABSTRACT

Introduction: Fentanil and remifentanil are both opioid drugs.
As synthetic compounds they act as agonists on the opioid brain
receptors. They are widely used in neuroleptanalgesia as well
as in various clinical procedures. Due to their wide applicabil-
ity, there is a need to develop appropriate toxicological assays
for qualitative determination and to quantify the estimation of
fentanil and remifentanil in biological material.

The aim of this study was to develop a method for the paral-
lel qualitative and quantitative determination of fentanil and
remifentanil in whole blood with the determination of analyti-
cal limit parameters.

Materials and methods: Biological material in the above study
was whole blood collected from the Blood Donation Station in
Szczecin, Poland. Samples for tests were obtained by adding
reference substances (fentanil, remifentanil, fentanil-ds with
known concentrations) to whole blood. Analytes were isolated
from the matrix by liquid-liquid extraction with ethyl acetate.
The obtained samples were further analyzed by high-perfor-
mance liquid chromatography-tandem mass spectrometry

ABSTRAKT

Wstep: Fentanyl i remifentanyl to syntetyczne zwigzki nalezace
do grupy opioidéw dziatajace agonistycznie na receptory opio-
idowe. Sa powszechnie uzywane w neuroleptanalgezji w r6znych
zabiegowych dyscyplinach medycznych, jak: ginekologia, kar-
diochirurgia, ortopedia oraz onkologia. Ze wzgledu na szerokie
zastosowanie i efektywne biologicznie dziatanie w niskich ste-
zeniach coraz cze$ciej zachodzi potrzeba zaréwno jako$ciowe;j
identyfikacji, jak i jednoczesnego ustalenia stezen fentanylu
i remifentanylu w materiale biologicznym. Dlatego tez opra-
cowanie czutych i zarazem precyzyjnych oraz pewnych proce-
dur analityczno-toksykologicznych jest istotnym problemem
dla diagnostéw pracujacych w specjalistycznych laboratoriach
toksykologicznych.

Celem pracy byto opracowanie diagnostycznej procedury jed-
noczesnego jako$ciowego i iloSciowego oznaczenia fentanylu
oraz remifentanylu we krwi petnej i ustalenie optymalnych
parametréw analitycznych.
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(LC-MS/MS). The following parameters were calculated based
on measurements: mean, standard deviation, relative standard
deviation, and coefficient of variation. To increase the sensi-
tivity of the LC-MS/MS method and to optimize the procedure
a potential range over 0-300 V and DP = 80 was chosen. Collision
energy was 35 V. The high resolution of the apparatus allowed
the selection of a narrow signal range for each compound: fen-
tanil-ds - 188.143 £0.0047 Da, fentanil - 188.1445 £0.0043 Da and
remifentanil - 317.186 +0.007 Da.

Results: The results obtained from the analysis of fentanil and
remifentanil samples allowed for plotting calibration curves
within the range of 1-200 ng/mL, which showed linearity.
Conclusion: The obtained results allowed the identification and
the quantitative determination of fentanil and remifentanil in
whole blood. Liquid chromatography-tandem mass spectrom-
etry is suitable for practical applications in both forensic and
clinical toxicology.

Keywords: fentanil; remifentanil; liquid chromatography-tan-
dem mass spectrometry.

Materialy i metody: Materiatem biologicznym byta krew peina
zakupiona w Wojewddzkiej Stacji Krwiodawstwa w Szczecinie.
Proby poddawane badaniom uzyskano poprzez obciazenie krwi
petnej wzorcami: fentanylu, remifentanylu i fentanylu-ds o zna-
nych stezeniach. Izolacje analitéw z matrycy przeprowadzono
technika ciecz-ciecz, stosujac jako czynnik ekstrahujacy octan
etylu. Uzyskane prébki analizowano z wykorzystaniem wyso-
kosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemo-
wym spektrometrem mas (LC-MS/MS). Na podstawie uzyska-
nych wynikéw wyznaczono $rednig, odchylenie standardowe,
wzgledne odchylenie standardowe i wspétczynnik zmiennoSci.
W celu zwiekszenia czutosci metody LC-MS/MS na podstawie
analizy napiecia rozktadu czasteczki w zakresie 0-300 V doko-
nano wyboru napiecia rozktadu czasteczki DP = 80. Ustalono
odpowiednig energie kolizyjna (35 V). Wysoka rozdzielczo$¢
aparatu pozwolita na wybranie waskich przedziatéw mas dla
kazdego zwiazku: fentanyl-ds — 188,143 +0,0047 Da, fentanyl -
188,1445 +0,0043 Da i remifentanyl - 317,186 0,007 Da.
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Oznaczenie fentanylu i remifentanylu we krwi metoda chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemowa spektrometrig mas LC-MS/MS

Wyniki: Wyniki analizy fentanylu i remifentanylu pozwolity
na uzyskanie krzywych kalibracyjnych w zakresie 1-200 ng/mL,
ktore wykazaty wymagang liniowo$¢.

Whiosek: Otrzymane wyniki umozliwity identyfikacje oraz
ocene ilosciowq fentanylu i remifentanylu we krwi petne;j.

WSTEP

Mianem opioidéw okre$la sie grupe naturalnych i syntetycz-
nych zwigzkéw oddziatujgcych na organizm ludzki poprzez
receptory opioidowe. Definicja ta obejmuje leki agonistyczne
(morfina, fentanyl), agonistyczno-antagonistyczne (nalorfina)
oraz antagonistyczne (nalokson). Zwigzki te znalazty szerokie
zastosowanie w neuroleptanalgezji oraz w znieczuleniu ogoél-
nym, w ktéorym wykorzystuje sie przede wszystkim fentanyl,
remifentanyl, alfentanyl i sufentanyl jako srodki z wyboru,
szczegoblnie u pacjentéw z wysokim ryzykiem. Ponadto uzywa
sie ich w kardiochirurgii, gdzie taczone sg ze sSrodkami zwiot-
czajacymi miesnie [1, 2]. Opioidy najczesciej stosowane w prak-
tyce zamieszczono w tabeli1 [3].

Wptyw opioidéw na o$rodkowy uktad nerwowy zalezy
od dawki, jaka powoduje analgezje, sennos$¢ i ttumienie bélu.
Z reakcji niepozadanych moze wystapi¢ sucho$¢ w jamie ust-
nej, swedzenie twarzy, moga tez pojawi¢ sie dysforie, nudnosci,
ewentualnie wymioty, moze doj$¢ do hiperalgezji, sztywnosci
miesni (przede wszystkim klatki piersiowej, brzucha i krtani)
oraz drgawek mie$niowych i zwezenia Zrenic [4, 5].

Opioidy czesto stosuje sie tacznie z innymi srodkami farma-
kologicznymi, poniewaz nie zapewniaja catkowitego znieczu-
lenia ogélnego. Wystepuja w zestawieniu z benzodiazepinami,
$rodkami zwiotczajagcymi mie$nie oraz wziewnymi sSrodkami
anestetycznymi, ktére wzmacniajg oSrodkowe dziatania opio-
idow. Skojarzone z neuroleptykiem prowadza do neurolep-
tanalgezji, stanu analgezji i neurolepsji, powodujac obnize-
nie ci$nienia tetniczego, ale takze ostabiajac odruchy uktadu
wspotczulnego na bodZce [4].

Fentanyl jest pochodng piperydyny. Strukturalnie wystepuje
jako N-fenylo-N-[1-(2-fenyloetylo)piperydyn-4-ylo]propona-
mid. Charakteryzuje sie wysoka litofilno$cia, dlatego szybko

TABELA 1. Najczesciej stosowane w praktyce opioidy [3]

Metoda LC-MS/MS znajduje zastosowanie zaréwno w diagno-
styce ostrych zatrué¢, monitorowaniu terapii, jak i praktyce
orzeczniczo-sadowej.

Stowa kluczowe: fentanyl; remifentanyl; chromatografia cie-
czowa z tandemow3 spektrometrig mas.

przedostaje sie przez bariere krew-mozg. Po uptywie 3-5 min
od podania osigga maksymalne dziatanie. Po wprowadzeniu
pojedynczej dawki 1-3 pg/kg m.c. dziatanie jest krétsze niz
godzina, co uwarunkowane jest czasem biologicznego po6t-
trwania. Fentanyl jest metabolizowany w watrobie za pomoca
cytochromu P450 3A4 (CYP3A4) do nieczynnych metabolitow:
4-N-(n-propionyloanilino)-piperydyny i 4-N-(hydroksypro-
pionylo-anilino)-piperydyny. Fentanyl w matych stezeniach
0,6-1ng/mL wywotuje lekka analgezje, natomiast stezenie
1,5-5 ng/mL odpowiada przedziatowi od umiarkowanej do sil-
nej analgezji. Stezenie tego leku w surowicy krwi w ilosci
15-20 ng/mL odpowiada juz za stan utraty Swiadomosci [4].
Fentanyl wywotuje depresje oddechowsg, a jego wysokie steze-
nie moze powodowac sztywno$¢ miesniowg, ktéra dodatkowo
zaburza wentylacje ptuc. Opioid ten moze mie¢ takze wptyw
na uktad krazenia, doprowadzajac do bradykardii, zaburzenia
rytmu serca i spadku ci$nienia tetniczego [4].

Remifentanyl jest pochodng 4-anilinopiperydyny, che-
micznie wystepuje jako chlorowodorek estru metylowego
kwasu 3-(metoksykarbonylo)-4-(1-oksopropylo-fenyloamino)-
1-piperydyno-propionowego. Remifentanyl w poréwnaniu
z innymi opioidami ma odmienng budowe [4]. Dziata prze-
ciwbdlowo juz po uptywie 30 s od podania. Okres p6ttrwa-
nia wynosi 3-10 min, natomiast aktywno$¢ zanika w ciggu
5-10 min od zakonczenia podawania. Klirens w osoczu tego
zwigzku wynosi 2,1-2,8 L/min [6].

Remifentanyl nalezy do zwigzkoéw lipofilnych, jednak jego
rozpuszczalno$¢ w ttuszczach jest stabsza niz innych opio-
idéw. Remifentanyl jako agonista ma praktycznie identyczne
wtasciwosci farmakologiczne jak fentanyl, sufentanyl oraz
alfentanyl, jednak dziata 6-10-krotnie silniej w poréwnaniu
z pozostatymi pochodnymi [7]. Remifentanyl jak kazdy ago-
nista receptoréw opioidowych powoduje depresje osrodka

Dawkowanie na kg Maksymalne Czas Sita .
Lek . . . . ] . Uwagi
m.c. dziatanie dziatania dziatania
Morfina 5-10 mgi.v. 30 min 3-5godz. 1 dostepnos¢ biologiczna 20-30%
Fentanyl © 1_%)_3? rl:]ggl/;lo ke) 5 min 20-45 min 100 mozliwos¢ kumulacji
Sufentanyl (10—2'5);2/“7% ke) 3 min 30 min 1000 dopuszczony do podawania zewnatrzoponowego
Alfentanyl © 5_120_;’;)/% ke) 1 min 10-15 min 30 -
. ~ . . . u chorych w wieku podesztym zmniejszenie dawki
Remifentanyl 0,05-1 ug/kg min 1min 5 min 100 0 50%, podawac we wlewie ciagtym
Petydyna 0,51 mg L.v. 15 min 2-4 godz. 0,1 korzystna w leczeniu dreszczy

(25-100 mg/70 kg)
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oddechowego, proporcjonalng do dawki, moze wywotywac
sztywno$¢ miesni, przede wszystkim w obrebie klatki pier-
siowej, uniemozliwiajgcej oddychanie spontaniczne, powo-
duje silng bradykardie oraz spadek ci$nienia krwi. Dos¢ cze-
sto po zastosowaniu remifentanylu moga wystapi¢ nudnosci,
wymioty oraz zaparcia [4, 6, 8]. Opioidy nalezg do grupy lekéw,
ktérych stezenie terapeutyczne powinno by¢ w praktyce kli-
nicznej indywidualnie monitorowane u pacjenta.

Biorac pod uwage cel kliniczny, poznawczy i zakres dia-
gnostyczny badan podczas monitorowania lekéw, istotny jest
dobor odpowiedniej metody analitycznej spetniajacej wszyst-
kie wymagania. Metodami najczesciej wykorzystywanymi
w laboratoriach szpitalnych do oznaczania opioidéw oraz ich
pochodnych s3 techniki immunoenzymatyczne i fluorescencji
w $wietle spolaryzowanym. Obie metody charakteryzujag sie
szeroka oznaczalno$cia, wysoka czutoscia i krétkim czasem
wykonania analizy, poniewaz nie wymagaja odrebnych tech-
nik izolacji z materiatu biologicznego.

Niestety metody te nie sa pozbawione wad. Waznym pro-
blemem wystepujacym podczas uzywania tych testow jest
niespecyficzno$¢ reagowania w odniesieniu do poszczegdlnych
pochodnych danej grupy farmakologicznej. Moga wystapi¢ réw-
niez reakcje krzyzowe wywotane przez inng grupe zwiazkéw
lub bedace skutkiem wptywu matrycy biologicznej. Ponadto
elementem utrudniajacym petng ocene zaleznosci ilosciowych
w badanym materiale jest czeste zjawisko tacznego oznacza-
nia wraz ze zwigzkiem macierzystym jego metabolitow, kto-
rych obecno$¢ moze interferowa¢ w wartosci bezwzgledne
uzyskanego wyniku [9, 10].

Dlatego coraz czesciej w codziennej praktyce wykorzystuje
sie metody chromatograficzne pozwalajace na oznaczanie
zaréwno zwigzku czynnego, jak i jego metabolitéw. Do metod
tych zaliczane sg wysokosprawna chromatografia cieczowa
(HPLC), chromatografia gazowa (GC), ktdre sa zwykle sprze-
zone ze detektorem spektrometrii masowej (MS).

Zarowno HPLC, jak i GC sg metodami uniwersalnymi,
powszechnie stosowanymi w toksykologicznej analityce
lekéw oraz innych zwigzkéw chemicznych, pozwalajacymi
na precyzyjng weryfikacje wynikéw uzyskiwanych meto-
dami immunoenzymatycznymi. Metody te wymagaja przed
przeprowadzeniem analizy chromatograficznej etapu izolacji
ksenobiotyku z materiatu biologicznego i usuniecia matrycy
biologicznej (tto biologiczne), co moze utrudnia¢ interpreta-
cje uzyskanych wynikdw. Obecnie dostepny jest i stosowany
szeroki panel metod izolacji typu ciecz-ciecz czy typu ciecz-
ciato state [11].

Wykorzystana w pracy chromatografia cieczowa sprzezona
ze spektrometrem mas (LC-MS) stanowi potaczenie chroma-
tografii cieczowej ze spektrometrig mas. Analizowane zwigzki,
ktére sg rozdzielane w kolumnie chromatograficznej, przecho-
dza wraz z faza ruchoma do detektora spektrometrii mas, gdzie
ulegajg jonizacji i fragmentowaniu. Pierwotnie zachodzi joniza-
cjaz powstaniem jonéw analitu w jonizatorze, a nastepnie ich
detekcja poprzez okreslenie stosunku masy do tadunku (m/z)
jonéw. Identyfikacja przeprowadzana jest na podstawie ana-
lizy ich widma mas. Metode LC-MS stosuje sie do identyfikacji
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zwigzkdéw: polarnych, jonowych, termolabilnych i nielotnych.
Najczes$ciej uzywane typy jonizacji w LC-MS to jonizacja na dro-
dze elektrorozpylania (electrospray ionization - ESI) i jonizacja
chemiczna pod ci$nieniem (APCI). Gtéwne analizatory stoso-
wane w LC-MS to: analizator czasu przelotu (TOF), kwadrupol
i putapka jonowa.

Potaczenie chromatografii cieczowej ze spektrometrem
mas gwarantuje duzg selektywnos$¢, wysoka czuto$é, rozdziel-
czo$¢, powtarzalnos$¢, identyfikacje poprzez mase oraz okre-
$lenie struktury poprzez fragmentacje, a takze uniwersalno$¢
zastosowania [12].

Celem pracy byto opracowanie metody dla jako$ciowego
iilo$ciowego oznaczenia fentanylu oraz remifentanylu we krwi
petnej oraz wyznaczenie parametrow analitycznych.

MATERIALY | METODY

Wzorce: fentanyl o stezeniu 50 ug/mL, remifentanyl o steze-
niu 1 mg/mL i fentanyl deuterowany (fentanyl-ds) o stezeniu
100 ug/mL zostaty zakupione w firmie LGC Gmbh (Certiline
lab use).

Z oryginalnych roztworéw wzorcowych przygotowano
roztwory robocze o objetos$ci 1 mL, w ktérych stezenia bada-
nych substancji (fentanylu i remifentanylu) wynosito 1 ug/mL.
Jednoczes$nie przygotowano roztwdr roboczy deuterowanego
standardu wewnetrznego (fentanyl-ds) o stezeniu 1 ug/mL.
Roztwory otrzymano poprzez rozcieficzenie wzorca macie-
rzystego w roztworze metanol/woda (1: 1, v/v).

Wszystkie badania zostaty przeprowadzone we krwi petne;j.
Krew stanowita taczna pule populacyjna wykorzystywana
do dalszych badan.

Przed wykonaniem ekstrakcji przygotowano roztwory
badane i kalibracyjne o objeto$ci 1 mL poprzez obcigzenie
materiatu biologicznego odpowiednig ilo$cig roztworéw robo-
czych. Stezenie wzorca wewnetrznego (fentanyl-ds) wynosito
100 ng/mL w kazdej prébce.

Proébki kalibracyjne obcigzono roztworami roboczymi,
osiggajac nastepujace stezenia koncowe: 1 ng/mL, 50 ng/mL,
100 ng/mL, 150 ng/mL, 200 ng/mL fentanylu oraz remifentanylu.
Wyznaczano krzywe kalibracyjne w postaci stosunku pola
powierzchni piku chromatograficznego do deuterowanego
wzorca wewnetrznego (relative response factor - RRF). Gra-
nice wykrywalno$ci (limit of detection) wyznaczono na pod-
stawie wartosci stosunku sygnatu do szumu (signal of noise
ratio), a granica oznaczalno$ci (limit of quantifaction) zostata
wyznaczona na podstawie krzywych kalibracyjnych.

Powtarzalno$¢ miedzy pojedynczymi wynikami analizy
wyznaczono w oparciu o obliczone warto$ci odchylen stan-
dardowych dla 5 powtérzen prébek kontrolnych. Najczesciej
stosowanymi miarami precyzji jest odchylenie standardowe
(SD) oraz wspétczynnik zmiennosci (CV).

Metodyka ekstrakcji fentanylu i remifentanylu z krwi petnej

Izolacje fentanylu i remifentanylu przeprowadzono metoda
ekstrakcji w uktadzie ciecz-ciecz (LLE). Do 500 uL obcigZonej

ojs.pum.edu.pl/pomijlifesci
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krwi umieszczonej w probéwce wiréwkowej dodawano 3 mL
buforu boranowego o pH 9, odstawiono na 5 min, a nastepnie
dodano 6 mL octanu etylu. Cato$¢ wytrzgsano przez 2 min
i wirowano przez 5 min przy 4400 rpm obr./min. Po odwiro-
waniu, pobierano 5 mL goérnej warstwy organicznej, przeno-
sz3c ja do szklanej probéwki na szlif i odparowywano do sucha
w strumieniu azotu w temperaturze 40°C. Sucha pozostatos¢
rozpuszczano w 500 pL 0,1% roztworu kwasu mréwkowego.

Analiza LC-MS/MS

Uzyskane probki poddawano analizie przy uzyciu chroma-
tografu cieczowego UHPLC firmy Eksigent ultraL.C 110XL
z autosamplerem, wyposazonego w pompe binarng pracu-
jaca w zakresie 5-50 pL/min. Separacje probek przeprowa-
dzano na monolitycznej kolumnie chromatograficznej Merck
Chromolithic Performance typu RP 18e, 3 pm, 100-2 mm.
Objetos¢ nastrzyku badanej probki wynosita 15 ul.. Separa-
cje probek przeprowadzono w trybie gradientowym - prze-
pltyw fazy 400 pL/min. Faza ruchoma: H,0-0,1% HCOOH (A),
acetonitryl-0,1% HCOOH (B). Program gradientu sktadu fazy
przedstawiat sie nastepujgco: 0-1 min 98% A, 1-6 min 98% B,
9-10 min 98% A.

Spektrometr masowy firmy AB Sciex TripleTOF 5600+, typu
QqTOF (Quadrupole/Quadrupole/Time of Flight), Zrédto jonow
DuoSpray sprzezone z automatycznym podajnikiem roztworu
kalibracyjnego z kapilarg APCI. Jonizacja typu ESI w trybie
dodatnim, temperatura 350°C, przeptyw gazdéw (azot) 40/20/25
(kurtyna), energia kolizyjna (CE) 35V ze zmiana CES 15. Tryb
skanowania: MS/MSHR - 136,100/91,056/118,086 w zakresie
100-1000 Da 150 ms, MS/MS-IDA (z automatyczna korekcja tta)
5jonéw 50 ms 50-1000 Da.

Analize wynikéw przeprowadzono z wykorzystaniem dedy-
kowanego oprogramowania dostarczonego przez producenta -
MultiQuant Analyst TF ver. 1.6, ktére przeszukuje biblioteke
widm masowych z uzyciem programu PeakVie® Soft ware
v 2.1.2 Master View - identyfikacja poprzez analize rozkta-
déw izotopowych, mase izotopowa, biblioteke widm Libra-
rView Forensic dla MS/MS oraz Molecular Formule Generator.
Parametry analizy wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j
sprzezonej z tandemowym spektrometrem mas (LC-MS/MS)
przedstawiono w tabeli 2.

WYNIKI

W celu wytworzenia charakterystycznej fragmentacji czaste-
czek i maksymalnej transmisji pozadanych jonéw wybrano
napiecie rozktadu czastki 8o (DP, Declustering), a takze energie

TABELA 2. Warunki analizy LC/MS/MS (wybrane parametry analityczne)

kolizyjna (35 V), przy ktérej jon macierzysty danej substancji
jest obecny na chromatogramie i towarzysza mu jony potomne.

Probki analizowano w zakresie standardowym dla bada-
nych substancji, jaki najczesciej wykorzystuje sie w badaniach
lekéw - m/z 50-650 Da.

Specyficznos$¢ metody ustalono poprzez wyznaczenie chro-
matografu catkowitego pradu jonowego oraz chromatograféw
wybranych pradéw jonowych dla poszczegélnych zwigzkéw
w trybie q/TOF (MS/MS) - ryciny 1-4.

Widma masowe

Dla okreSlenia struktury poszczegélnych zwigzkéw poddano
je fragmentacji typu MS/MS. Uzyskano widma masowe charak-
terystyczne dla czastek, na ktére rozpadajg sie dane zwigzki. Dla
fentanylu-ds uzyskano czgstki o masach: 188,1, 105,07 Da. Widmo
MS/MS dla fentanylu, to czastki o masach 188,11105,07 Da, a dla
remifentanylu: 345,1,317,1, 285,1, 261,1, 228,1, 202,1, 196,0, 168,1,158,1,
146,1,136,1, 116,1, 113,1, 84,0, 81,0 Da. Uzyskane widma masowe
dla poszczegdlnych zwiazkéw przedstawiono na rycinach 5-7.

Wydajnos¢

W celu obliczenia wydajno$ci przygotowano serie 5 probek
zawierajacych po 50 ng/mL badanych analitéw. Prébka odnie-
sienia o takim samym stezeniu nie byta poddawana ekstrak-
cji (100%), a kolejne prébki poddano procedurze ekstrakcji.
Wydajnos$¢ ekstrakcji dla fentanylu i remifentanylu zostaty
przedstawione w tabeli 3.

TABELA 3. Wydajnos$¢ ekstrakgji dla fentanylu i remifentanylu

N prébki Fentanyl Remifentanyl
odzysk R (%)

1 68,70 66,71
2 56,75 55,12
3 71,35 71,03
4 61,46 62,60
Xsr. 64,56 63,86
Sb 6,68 6,77

RSD 0,10 0,11

CV (%) 10,35 10,60

X$r = $rednia; SD - odchylenie standardowe; RSD - wzgledne odchylenie
standardowe; CV - wspdtczynnik zmiennosci

Krzywe kalibracyjne, liniowo$¢

W celu wykreslenia krzywych kalibracyjnych i oznaczenia
liniowo$ci przygotowano 3 serie po 5 probek, ktére zawieraty
100 ng/mL wzorca wewnetrznego fentanylu-ds oraz fentanyl

Substancja DP (V) CE (V) Rt (min) Jon frag. (Da) [M+H]* (Da)
Fentanyldg 80 35 3,39 188,144 342,260
Fentanyl 3,40 188,144 337,229
Remifentanyl 2,97 317,186 377,207

DP - napiecie rozktadu czasteczki; CE - energia kolizyjna; Rt - czas retencji; Jon frag. - jon fragmentaryczny; [M+H]* - jon molekularny (macierzysty)

Pomeranian J Life Sci 2018;64(3)
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@IDA Survey from 20141014_fentanyl.wiff (sample 3) - mix3
@IDA Dependent Sum from 20141014 _fentanyl.wiff (sample 3) - mix3
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RYCINA 1. Chromatogram catkowitego pradu jonowego dla fentanylu, remi fentanylu i fentanylu-ds

XIC from 20141014_fentanyl.wiff (sample 3) - mix3, Experiment 1, +TOF MS (100 - 1000): 337.228 +/- 0.006 Da
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RYCINA 2. Chromatogram wybranego pradu jonowego dla fentanylu, m/z 337

i remifentanyl o stezeniach: 1 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL,
150 ng/mL, 200 ng/mL. Dla wszystkich serii prébki zostaty
uzyskane przez zastosowanie LLE. Rdwnanie regresji liniowej
oraz wspétczynnik korelacji dla kazdego zwiazku przedsta-
wiono narycinach 81i 9.

Limit wykrywalno$ci dla kazdego badanego zwigzku wyno-
sit 0,5 ng/mL, natomiast warto$¢ granicy oznaczalno$ci wyno-
sita 1 ng/mL dla wszystkich badanych zwigzkéw.

Powtarzalno$¢ (zgodno$¢ miedzy pojedynczymi wyni-
kami analizy) wyznaczono w oparciu o obliczone warto$ci
odchylen standardowych dla 5 powtérzen préobek kontrolnych,
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w ktoérych stezenie fentanylu i remifentanylu wynosito
10 ng/mL (tab. 415).

OMOWIENIE WYNIKOW | DYSKUSJA

W badaniach klinicznych coraz czesciej wykorzystywanymi
metodami analitycznymi sg techniki chromatograficzne
taczone ze spektrometrig mas. Znajdujg one zastosowanie
w diagnostyce ostrych zatru¢, monitorowaniu poziomoéw
lekdw, badaniach farmakokinetyki i farmakodynamiki.

ojs.pum.edu.pl/pomijlifesci



Oznaczenie fentanylu i remifentanylu we krwi metoda chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemowa spektrometrig mas LC-MS/MS

XIC from 20141014 _fentanyl.wiff (sample 3) - mix3, Experiment 1, +TOF MS (100 - 1000): 377.207 +- 0.007 Da
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RYCINA 3. Chromatogram wybranego pradu jonowego dla remifentanylu, m/z 377

XIC from 20141014_fentanyl.wiff (sample 3) - mix3, Experiment 1, +TOF MS (100 - 1000): 342.259 +/- 0.006 Da

3.9e5 3.390
3.8e5
3.7e5
3.6e5
3.5e5

Intensity
»
o
&
&

02 04 06 08 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0 22 24 2.6 28 3.0 3.2 34 36 3.8 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 6.0 6.2 6.4 66 68 7.0 7.2 74 76 7.8 80 82 84 86 88 9.0 92 94 96 9.8
Time, min

RYCINA 4. Chromatogram wybranego pradu jonowego dla fentanylu-ds, m/z 342

Spectrum from 20141014_fentanyl.wiff (sample 3) - mix3, Experiment 3, +TOF MS*2 (50 - 650) from 3.421 min
Precursor: 342.3 Da, CE: 35.0

2000 188.1442
1900
1800 342.2608
1700
1600
1500
1400
1300
1200
1100

1000

Intensity

900
800
700
600 105.0716
500
400
300

200

1004
ol ol | .

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640
Mass/Charge, Da

RYCINA 5. Widmo masowe MS/MS dla fentanylu-ds
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Spectrum from 20141014_fentanyl.wiff (sample 3) - mix3, Experiment 2, +TOF MS*2 (50 - 650) from 3.406 min

Precursor: 337.2 Da, CE: 35.0
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Spectrum from 20141014_fentanyl.wiff (sample 3) - mix3, Experiment 2, +TOF MS*2 (50 - 650) from 2.997 min

Precursor: 377.2 Da, CE: 35.0
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RYCINA 7. Widmo masowe MS/MS dla remifentanylu
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Oznaczenie fentanylu i remifentanylu we krwi metoda chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemowa spektrometrig mas LC-MS/MS

TABELA 4. Powtarzalnos$¢ dla fentanylu

Stezenie Stezenie oznaczone Doktadnos¢
(ng/mL) (ng/mL) (%)
10,00 100,02
10,26 102,64
10 9,83 98,30
10,58 105,80
9,31 93,11
XSr 10,00 -
SD 0,48 -
RSD 0,05 -
CV (%) 4,77 -

X$r - $rednia; SD - odchylenie standardowe; RSD - wzgledne odchylenie
standardowe; CV — wspdtczynnik zmiennosci

TABELA 5. Powtarzalnos¢ dla remifentanylu

Stezenie Stezenie oznaczone Doktadnos¢
(ng/mL) (ng/mL) (%)
9,38 93,81
10,79 10791
10 10,74 107,37
9,80 98,03
9,37 93,67
i sten -
SD 0,71 -
RSD 0,07 -
CV (%) 7,04 -

X$r — érednia; SD - odchylenie standardowe; RSD - wzgledne odchylenie
standardowe; CV — wspdtczynnik zmiennosci

W orzecznictwie sagdowo-lekarskim techniki te stosowane
sa w przypadkach zwigzanych z zatruciami $miertelnymi,
a jako materiat biologiczny wykorzystuje sie zaréwno krew,
jakimocz. Dla celéw klinicznych, gtéwnie zwigzanych z moni-
torowaniem stezenia lekdw w trakcie leczenia, najwazniejsza
jest petna krew lub surowica [13].

Istnieje kilka mozliwos$ci taczenia omawianych technik ana-
litycznych. Rozwigzaniami, po ktére najczesciej sie siega, sa:
chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometrem mas
(GC-MS), chromatografia gazowa - tandemowa spektrome-
tria mas (GC-MS/MS), chromatografia cieczowa sprzezona
ze spektrometrem mas (LC-MS), LC-MS/MS. Spotyka sie takze
w literaturze zastosowanie metody UHPLC-MS/MS [14].

Kazde wspétczesne laboratorium, ktére ma spetnia¢ warunki
atestacji wykonywanych badan, jest zmuszone we wtasnym
zakresie wdraza¢, modyfikowaé, udoskonalac¢ i walidowac¢
poszczegdlne procedury oznaczen przy wykorzystaniu
posiadanej aparatury i sprzetu pomiarowego. Kazdorazowo
konieczne jest zatem ustalenie odpowiedniego zakresu metody;,
ktéry bedzie odpowiedni dla celu badan, obowigzujacych
norm populacyjnych oraz w zakresie stezen spotykanych
w konkretnych przypadkach klinicznych czy tez sgdowych.

Stezenia terapeutyczne omawianych opioidéw sa niskie
iwynosza od 10-100 ng/mL dla fentanylu oraz 3-50 ng/mL dla

Pomeranian J Life Sci 2018;64(3)

remifentanylu, dlatego aby mozna byto je skutecznie wykry¢
w materiale biologicznym, potrzebne jest zastosowanie metody
o wysokiej czutosci. Niewatpliwie przydatng metoda, ktéra
pozwala na oznaczenie stezen ksenobiotykéw w tak niskich
poziomach terapeutycznych, jest LC-MS [15, 16].

Jednak zasadniczym elementem osiggniecia wiarygodnych
wynikéw monitorowanych lekéw jest ich skuteczna ekstrakcja
z matrycy biologicznej oraz odpowiedni dobdr parametréw
rozdziatu chromatograficznego i detekcji. W praktyce najcze-
$ciej stosowane sa metoda LLE oraz ekstrakcja na kolumnach
wypelnionych podtozem statym (SPE). Czestos¢ wykorzy-
stania obu technik jest poréwnywalna. Ekstrakcja LLE jest
powszechnie stosowana, poniewaz jest wzglednie tania i prosta
w wykonaniu w poréwnaniu z SPE. Niemniej jednak dobranie
optymalnych warunkéw ekstrakeji dla kilku substancji moze
sprawiac trudnos¢, a jesli te substancje majg diametralnie
rézne wiasciwosci fizykochemiczne, moze to skutkowac spad-
kiem wydajnosci ekstrakcji dla ktéregos z analitow. Stosu-
jac metode SPE, mozna uzyskac wieksza wydajno$¢ procesu
ilepsze oczyszczenie probki z interferujacych zwigzkow oraz
eliminowac problem zwigzany z tworzeniem sie emulsji. Jest
to jednak procedura wieloetapowa i pracochtonna, co prze-
ktada sie na koszt wykonywanej analizy [17, 18].

Mathlke i wsp. przedstawili procedury ekstrakcji z krwi
imoczu. W obu przypadkach byty to ekstrakcje typu LLE, ktére
nieco sie od siebie réznity. Anality we krwi ekstrahowano
wodorotlenkiem amonu i octanem etylu, natomiast w moczu
wodorotlenkiem sodu oraz octanem etylu. Dla poréwnania
wykonano ekstrakcje z uzyciem chlorku n-butylu, lecz sku-
teczniejsza okazata sie ekstrakcja octanem etylu [13].

Jinling i wsp. zaprezentowali natomiast ekstrakcje dla remi-
fentanylu do fazy statej, ktorej wydajno$¢ osiggneta 94%, jed-
nakze opisana procedura ekstrakcji byta wieloetapowa i cza-
sochtonna [19].

W niniejszej pracy przedstawiono wtasng metodyke iloScio-
wego oznaczenia fentanylu i remifentanylu z wykorzystaniem
ekstrakcji LLE i dalsza analiza za pomoca LC-MS/MS.

Wydajnos¢ opisywanej ekstrakcji wynosita dla fentanylu
64,56%, a dla remifentanylu 63,86% (tab. 3). Warto$ci wynikéw
uzyskanych dla obu zwigzkéw sa zblizone. Wydajno$¢ w pro-
cesie jednoczesnej ekstrakcji jest nizsza w poréwnaniu z nie-
ktorymi doniesieniami naukowymi. Podkresli¢ jednak nalezy,
Ze opisane wcze$niej procedury dotyczyty odrebnych proceséw
ekstrakcji dla poszczegélnych pochodnych opioidowych. U Skul-
skiej i wsp. [16] wydajnos¢ ekstrakeji dla fentanylu wyniosta
96%, a dla remifentanylu 82%, natomiast w publikacji Skulskiej
i wsp. [17] warto$ci wynosity odpowiednio 84,6% i 90,7% [16, 17].

Poszczeg6lne zwigzki poddano fragmentacji MS/MS, uzy-
skujac widma masowe dla danej substancji, i monitorowano
nastepujace jony: dla fentanylu m/z 337, remifentanylu m/z 377
i fentanylu-ds m/z 342.

Wykazano, ze zastosowana metoda zachowuje liniowo$¢
w zakresie stezen 1-200 ng/mL, co spetniato wymogi zakresu
stezen opisywanych w literaturze klinicznej. Krzywe kali-
bracyjne zostaty wykreslone jako stosunek sygnatu analitu
do sygnatu wzorca wewnetrznego i jego zaleznos¢ od stezenia
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analitu, przedstawiony réwnaniem y = ax + b. Przy kalibracji
wykorzystano metode wzorca wewnetrznego. Jako wzorzec
wewnetrzny zastosowano fentanyl-ds (pochodna deutero-
wana fentanylu), ktéry jest substancja odniesienia oraz cha-
rakteryzuje sie budowg chemiczna i fizyczna podobna do bada-
nych zwigzkéw. Metoda wzorca wewnetrznego uzywana jest
do niwelowania wptywu parametréw operacyjnych metody
na odpowiedz analitu. Uzyskane krzywe kalibracyjne dla
badanych zwigzkéw cechowaty dobre wspétczynniki kore-
lacji, 0,997 dla fentanylu oraz 0,995 dla remifentanylu. Wspoét-
czynnik determinacji réwnania regres;ji liniowej (R*) byt zatem
podobny do uzyskiwanych przez innych badaczy. W pracy
Skulskiej i wsp. wspo6tczynnik korelacji wynosit dla fentanylu
0,996, a remifentanylu 0,998 [17]. Z kolei Jinling i wsp. uzyskali
dla remifentanylu wspotczynnik korelacji rowny 0,9991 [19].

Doktadno$¢ przeprowadzonych oznaczen nie przekraczata
dopuszczalnych +15% stezen rzeczywistych; dla fentanylu
wynosita 93,11-105,80%, a dla remifentanylu 93,81-107,91%.
Wspéiczynnik zmienno$ci wynosit dla fentanylu 4,77%, a dla
remifentanylu 7,04%.

Jak sie wydaje, przedstawione parametry metody, spetnia-
jace wymogi praktyki laboratoryjnej (CV <10%, doktadnos¢
*15%), umozliwiaja jej praktyczne zastosowanie dla jedno-
czesnego oznaczania w materiale biologicznym fentanylu oraz
remifentanylu.

Uzyskane rezultaty wskazuja, ze stezenie fentanylu oraz
remifentanylu mozna jednoczes$nie i w spos6b zadawalajacy
kontrolowac¢ przez 24 godz. po podaniu dozylnym nawet poje-
dynczej dawki. Metoda moze by¢ rowniez pomocna w celu
doktadnego i szybkiego pomiaru stezen fentanylu oraz remi-
fentanylu zaréwno w rutynowych badaniach klinicznych, jak
i w przypadku ekspertyz sgdowych [13].

Chromatografia cieczowa sprzezona z tandemowg spek-
trometria mas ze wzgledu na szybko$¢ analizy, wysoka selek-
tywnos¢ oraz czuto$¢ ma coraz szersze zastosowanie w ana-
lizie klinicznej, toksykologicznej i sgdowej, stajac sie metoda
referencyjng. Czutos¢ tej metody jest 100-1000-krotnie wyz-
sza niz czuto$¢ klasycznej chromatografii cieczowej potaczo-
nej z detektorem typu UV/Vis lub Diode Array. Zastosowanie
LC-MS/MS umozliwia analize jako$ciowa oraz ilo$ciowa zto-
zonych mieszanin, a ciggty rozwoj technologiczny dotyczacy
nowych detektoréw oraz aplikacji dedykowanych poszerza
mozliwosci ich wykorzystywania.

WNIOSEK

Otrzymane przy zastosowaniu opracowanej procedury ana-
litycznej wyniki umozliwiaja jednoczesna identyfikacje oraz
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ocene ilo$ciowa fentanylu i remifentanylu w prébce krwi pet-
nej. Przedstawiona procedura z wykorzystaniem LC-MS/MS
znajduje zastosowanie zarowno w toksykologii klinicznej, jak
i sadowe;j.
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