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1. Uvod

Soucasny pokrok v hmotnostni spektrometrii (MS)
pomohl k vyraznému rozvoji analyz pro klinické, toxikolo-
gické i forenzni Ucely, kdy je kladen diraz na rychlé zod-
povézeni otazek nezbytnych pro v€asnou diagnostiku zdra-
votniho, pfipadné patologického stavu, odhalovani falSo-
véani vyrobki & pro objasndni trestné &innosti' . Toxiko-
logicka i forenzni analyza se vyznacuje nékterymi spolec-
nymi znaky, kterymi jsou typicky analyzy mnohaslozko-
vych smési ve vzorcich s vysoce komplexni matrici, ¢asto
je nutné provadét prikaz, identifikaci ¢i stanoveni latek,
které se v komplexni smési nachézeji v nizkych koncentra-
cich vedle latek obsazenych v fadové vysSich koncentra-
cich. Jiz vyvinuty postup analyzy je také v mnoha pfipa-
dech nutné modifikovat dle charakteru vzorku, ¢i dle pova-
hy analytil, které maji byt ve vzorcich studovany. Hmot-
nostni spektrometrie vynika moznosti spolehlivé identifi-
kace a citlivé kvantifikace analytu®’.

2. Hmotnostni spektrometrie v klinické
toxikologické analyze

Klinicka toxikologicka analyza se zamétuje prede-
v§im na analyzu biologického materialu odebraného jak od
zijicich osob (krev, mo¢, zaludecni obsah, sliny, pot, stoli-
ce, smolka, matefské mléko apod.), tak i post-mortem ode-
braného biologického materialu pii pitvé zemfielych (krev,
mo¢, Zalude¢ni obsah, stfevni obsah, tkan¢ organii, zejmé-
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na jater, ledvin, mozku, sleziny apod.). V téchto biologic-
kych matricich se miliZze jednat o analyzu endogennich
latek (napf. kyseliny 3-hydroxybutanové majici pri¢innou
souvislost s patologickym stavem oznacovanym jako keto-
acidoza), ale predev§im o analyzu exogennich latek
(lé¢iva, omamné a psychotropni latky, pfirodni toxiny
a dalsi noxy). Je zfejmé, ze pro dosazeni presnych, sprav-
nych a citlivych vysledkil je potiebné vyuZzivat techniky
hmotnostni spektrometrie s pfedfazenym separanim kro-
kem po upravé  vzorku (izolace,  piecisténi
a zakoncentrovani). Pfiprava vzorku spolu se separacnim
krokem je v klinické toxikologické praxi nezbytnym kro-
kem. Hmotnostni spektrometrie je technika vysoce zatize-
na matricnimi efekty (zplsobenymi pfitomnosti proteint,
soli a lipidt v analyzovanych vzorcich) a v n€kterych pii-
padech také nedostatecnou selektivitou (napf. analyza iso-
mernich latek). Potlaceni matri¢niho efektu, a tedy zvySeni
presnosti kvantitativni analyzy, mize byt vyfeSeno pouZi-
tim isotopicky znacenych standardi (pokud jsou komercné
dostupné) &i optimalizaci chromatografické metody™”.

Jako separa¢ni metody spojené s hmotnostni spektro-
metrii se téméf vyhradné vyuzivaji chromatografické tech-
niky (plynovd chromatografie, vysokoucinna kapalinova
chromatografie), v omezené mife mulze byt vyuzita
ikapilarni elektroforéza. Spojeni separac¢ni techniky
s hmotnostni spektrometrii (zejména s tandemovou hmot-
nostni spektrometrii, MS/MS) dnes naléza uplatnéni jak
v cilené analyze vybranych analyti (napf. drog, i léCiv
a jejich metabolitl), tak pro systematickou toxikologickou
analyzu (skriningovou analyzu) v rdmci diferencidlni dia-
gnostiky intoxikace. Pravé v ptipadé systematické toxiko-
logické analyzy musi separaéni metoda spojena
s (tandemovou) hmotnostni spektrometrii  disponovat
schopnosti spolehlivé identifikovat co nejvice toxikologic-
ky vyznamnych latek a jejich metabolitii, coz klade zna¢né
naroky na selektivitu separa¢niho kroku a schopnost pres-
né identifikace separovanych analyti hmotnostni spektro-
metrii. Vzorkem prvni volby v pfipadé skriningové analy-
zy je predev$im mo&*.

V posledni dekadé¢ je zfetelny posun od vyuziti
GC-MS(/MS) technik, které byly v minulosti povazovany
za tzv. zlaty standard toxikologické analyzy’, k technikam
LC-MS(HRMS), které s méné narocnou ptipravou vzorkl
poskytnou vétsi mnozstvi informaci o latkach pfitomnych
v analyzovaném vzorku. V pfipad€ skriningové analyzy
dnes piedevsim techniky LC-MS(/MS) a metody piimé
MS analyzy s ambientni ionizaci, které umoziuji ddvkova-
ni biologického materidlu s minimalni Gpravou vzorku,
mohou konkurovat imunochemickym a enzymatickym
analyzam®. Imunochemické a enzymové analyzy jsou pies
svou rychlost, vysokou specifitu i selektivitu omezeny
,cut-off hodnotou, ktera je dana vyrobcem testu a zaro-
ven urcuje citlivost a specifitu analyzy. Navic imunoanaly-
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za a enzymova analyza slouzi pfedevSim k rychlému vy-
louceni, ¢i potvrzeni pritomnosti uréitého analytu
s vyznamnym rizikem faleSné¢ pozitivniho ¢i fale$n€ nega-
tivniho vysledku. Napfiklad komeréni imunochemické
testy nejsou schopny detegovat pfitomnost nékterych
opiodd, jako jsou fentanyl ¢i methadon v biologickém
materialu. LC-MS(/MS) a pifimé MS techniky umoznuji
zodpovézeni stejné otazky jako imunochemické a enzyma-
tické metody analyzy, avSak s vyrazné niz§im rizikem
fale$n€ pozitivniho ¢i faleSn€ negativniho vysledku.
S vyuzitim shody hmotnostnich spekter s obsdhlymi ko-
mer¢né dostupnymi knihovnami a reten¢niho ¢asu je moz-
né identifikovat mnohem §ir$i skalu analytt béhem jediné
analyzy v porovnani s imunoanalytickymi a enzymovymi
metodami a vysledky ziskané s pomoci LC-MS(/MS) jsou
tak presnéj$i a spravnéjsi. Moznosti, které nabizeji jednot-
liva spojeni chromatografickych technik s hmotnostni
spektrometrii, jsou uvedeny v tab. 1.

Problematika systematické toxikologické analyzy
(necileny skrining) s vyuzitim GC-MS(/MS) technik je
zpracovana v prehledovém &lanku®. Srovnani LC-Q-TOF-
MS techniky a GC-MS techniky pro systematickou toxiko-
logickou analyzu omamnych a psychotropnich latek, 1é¢iv,
jejich metabolit a dalSich zneuzivanych latek v séru paci-
entll a také v séru odebranych post-mortem publikovali
Grapp a spol.”. Zavérem srovnani uvedenych technik je
jednoznacné vyssi identifikacni sila LC-Q-TOF-MS oproti
GC-MS technice (pocet identifikovanych toxikologicky
vyznamnych latek byla u LC-Q-TOF-MS techniky vyssi
0 240 % oproti GC-MS).

Aplikaci dvoudimenziondlni plynové chromatografie
ve spojeni s MS (GCxGC-MS) pro toxikologickou rutinni
systematickou toxikologickou analyzu zatim brani slozi-
tost vyhodnocovaciho procesu, jeho vysoka Casova naroc-
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nost spolu s vysokymi naroky na erudici obsluhujiciho
personalu. Vzhledem k tomu, Ze ani technika GCxGC-MS
neni schopna provést separaci latek s vysokym rozpétim
polarity, je oblast vyuziti této komprehenzivni techniky
spiSe vanalyze komplexnich smési analytli spodobnymi
vlastnostmi. Pfikladem pak mize byt aplikace GCxGC-MS
techniky pro analyzu té€kavych sloucenin v potravinach pro
kontrolu kvality a odhalovani pandovani potravin®.

Nejcastéji je pro skriningovou analyzu volena
LC-HRMS. Ptehledné je problematika skriningu
s vyuzitim LC-HRMS shrnuta v pfehledovém c¢lanku
Remaneho a spol.’. Nicméné& systematicka toxikologicka
analyza nemusi nutn¢ vyzadovat vyuziti spojeni LC
s HRMS. Automaticky algoritmus pro porovnani zméfeni
MS/MS spekter ziskanych ztandemovych hmotnostnich
spektrometrti s nizkym rozliSenim (trojity kvadrupol ¢i
iontova past) byl popsan autory Pitterlem a spol.'’. Jiz
zminénou problematikou matri¢nich efekti v LC-MS tech-
nikach v oblasti toxikologické analyzy se zabyva piehledo-
vy &lanek Peterse a Remaneho'.

Prestoze systematicka i cilena toxikologicka analyza
v drtivé vétsing€ ptipadl vyuziva spojeni LC-MS(/MS) ¢i
GC-MS(/MS) k ziskani vysledkli v kratkém case, byly
publikovany i alternativni postupy, kde je vyuzivano meto-
dy suché kapky (dried matrix spot). Validovany postup
toxikologického skriningu pro mo¢ ve formé suché kapky
s vyuzitim LC-MS/MS publikovali H. H. Maurer a spol.'.
Sucha kapka moci byla nejprve enzymaticky hydrolyzova-
na, kdy doslo k hydrolyze konjugati analyti v moci, na-
sledné¢ byly analyty extrahovany jednoduchou extrakei
kapalina-kapalina a analyzovany metodou LC-MS/MS.
Prezentovana metoda je vhodna pro analyzu antidepresiv,
benzodiazepinil, antihypertenziv a antiarytmik, neurolep-
tik, opioidd, stimulantd a dalsich.

Srovnani separacnich technik s (tandemovou) hmotnostni spektrometrii v toxikologické analyze

GC-MS
(GC-MS/MS)

LC-MS/MS

LC-HRMS

Analyzované molekuly

nizkomolekularni malo
polarni (t€kavé) latky

Siroka $kala analytt (Siroky
rozsah polarity
a molekulové hmotnosti)

Siroka Skala analytl
(Siroky rozsah polarity
a molekulové hmotnosti)

Typ analyz necileny skrining cileny skrining necileny/cileny skrining
Ptiprava vzorku naro¢na jednoducha jednoducha
Rychlost ziskani vysledkt pomala rychla rychla

Vyhody

obsahlé databaze
hmotnostnich spekter,
reprodukovatelna
hmotnostni a fragmentac¢ni
spektra

vhodna pro analyty liSici se
svou polaritou

a molekulovou hmotnosti,
pfima analyza vodnych
vzorkd, presna kvantitativni
analyza

vysoké rozliSeni, pfesna
hodnota poméru m/z,
jednodussi identifikace
neznamych latek

Nevyhody

slozita ptiprava vzorku
zahrnujici Casto extrakci
a derivatizaci analytq,
nemoznost analyzy
termolabilnich analyt

nevhodny néstroj v piipade
neznadmé pficiny intoxikace

vysoké potizovaci naklady,
vyskoleny pracovnik
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3. Hmotnostni spektrometrie ve forenzni
analyze

Vzhledem k rostoucimu poctu péachanych trestnych
¢int (od vyroby a distribuce omamnych a psychotropnich
latek, trhavin, falSovani potravin, az po trestné ¢iny spa-
chané stfelnou zbrani apod.) zaujiméd forenzni analyza
nezastupitelnou roli pfi hledani predmétu doli¢ného
(corpus delicti), poptipadé jeho korelace s biometrickymi
informacemi. Vyznamnost forenzni chemie je naznacena
vysokym poctem obort, které v soucasnosti otevirda ame-
rickd FBI vramci studijnich programii pod pfisluSnym
ministerstvem spravedlnosti'®>. Ob&ané Spojenych sttt
americkych, pokud projdou pfislusnou bezpecnostni pro-
vérkou, mohou studovat napt. forenzni antropologii a mi-
krobiologii, systémy automatického rozpoznavani, rozho-
dovaci analyzu, toxikologii, forenzni chemii, genetiku
a bioinformatiku, stopovou analyzu nebo program pomoci
obétem trestnych Cint.

Forenzni analyza zahrnujici cilenou analyzu omam-
nych a psychotropnich latek (napt. amfetamint, kokainu,
kanabinoidii i novych syntetickych drog), vybusnin (napf.
cyklotrimethylentrinitraminu, trinitrotoluenu, nitroglyceri-
nu, pentaerythritolu a tetranitratu), hoflavin a jejich rezi-
dui, kontrolovanych latek (napft. anabolické steroidy a dalsi
dopingové latky) v neznamych vzorcich vyuziva nejCastéji
spojeni separacnich technik (GC, HPLC/UHPLC, CE)
s (tandemovou) hmotnostni spektrometrii’. Diky rozmani-
tosti forenznich stop, které mohou byt odebirany na misté
¢inu, nasly $ir$i uplatnéni i techniky ambientni hmotnostni
spektrometrie (napf. analyza omamnych a psychotropnich
latek, 1ékt vEetng jejich metaboliti apod.)"'*'*, hmotnost-
né spektrometrické zobrazovani molekul a prvkd (napfi.
chemicka analyza otiskd prst apod.), ale i hmotnostni
spektrometrie isotopovych poméri (IRMS) uplatiujici se
zejména pro odhaleni piivodu a falSovani potravin a vy-
busnin, drog a hoflavych kapalin'®. V nasledujicich od-
stavcich budou shrnuty vybrané aplikace hmotnostni spek-
trometrie pro forenzni ticely.

Desorpéni  fotoionizace za atmosférického tlaku
(DAPPI) nasla uplatnéni zejména v analyze 1é¢iv, zakaza-
nych drog v biologickych matricich, zatimco desorpéni
elektrosprejova ionizace (DESI) a pfima analyza v realném
case (DART) byly tspésné vyuzity k detekci a identifikaci
celé fady omamnych a psychotropnich latek, vybusnin'?,
hoflavin a jejich rezidui, organickych povystielovych zplo-
din, alkaloidii a k hmotnostné spektrometrickému zobrazo-
vani chemického sloZeni otiskil prsti'>'". Papirovy sprej
(PSI) a jeho modifikace zahrnujici nahrazeni papiru za
podobné materialy ¢i pouziti dievénych paratek, vatovych
tamponku ¢i pfimo listu papiru k vytvofeni stabilniho spre-
je nasly vyuziti v analyze drog v plné krvi odebrané post-
mortem'® nebo pii objasnéni padélani alkoholu'’. Zajimavé
je pouziti laserové desorpce a ionizace za Ucasti matrice
(MALDI) k ur¢eni véku a pohlavi pachatele, charakteriza-
ci polymorfismu v sekvenci nukleotidl, detekci biomarke-
ri, omamnych a psychotropnich latek ve vlasech ¢&i analyze
forenzn& zajimavych vysokomolekularnich latek (ricin)'?’.
Forenzni aplikace ambientnich technik DAPPI, DESI,
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DART, ionizace ultrazvukovym sprejem (SSI), sonda pro
pfimou analyzu pevnych vzorkli (ASAP) apod. jsou shrnu-
ty v piehledovych &lancich'?.

Hmotnostni spektrometrie isotopovych poméra je
zaméfena na velmi pfesné meéfeni pfirozenych zmén
(rozdilt) v isotopovych pomérech stabilnich isotopti uhli-
ku (C/C), vodiku (D/'H), kysliku, (**0/'°0), siry
(**s/*?S), dusiku (N/"N) souvisejici s geografickym,
chemickym a biologickym pivodem vzorkl. Princip
IRMS je zaloZen na pievedeni sledovanych prvkd pomoci
spalovani v proudu kysliku, tepelného ¢i chemického roz-
kladu do plynné formy (H,, CO,, N,, SO,), ktera je podro-
bena presné MS analyze isotopickych pomérd spocivajici
v jejich porovnani s vhodnymi certifikovanymi referenéni-
mi materialy (relativni vyjadfeni isotopového zastoupeni)*'.
K velmi pfesnému méfeni isotopovych pomérd se vyuziva
prvkovych analyzitori (EA-IRMS, analyza primeérnych
isotopovych pomért), spojeni IRMS sGC ¢i LC
(stanoveni isotopickych poméri komplexnich smési) ane-
bo ve specialnich piipadech hmotnostnich spektrometri
s indukéné vazanym plazmatem vybavenych multikolekto-
rem (MC-ICP-MS — napt. pro méteni isotopickych poméri
U, Pb, Sr, Pu, B, Mg, Li, Si, Cu, Nd, Hf, S aj.)>. IRMS,
jakozto unikatni technika MS umoziujici odhaleni ptivodu
identickych chemickych individui, hraje nezastupitelnou
roli pro monitorovani narodni bezpec¢nosti, pro odhaleni
puvodu  osob, exotickych zvirat, omamnych
a psychotropnich latek, vybusnin, hoflavin, pesticidi, tex-
tilnich vlaken. IRMS pak také slouzi k odhaleni zdroji
kontaminace pudy, vod, ¢i potravin (napf. pesticidy nebo
jinymi zdravotné zdvadnymi latkami), ale 1 pro posouzeni
autenti¢nosti/pravosti (inkoustll), pravnich listin a kvality
potravin ¢i napoju, které se velmi Casto stavaji terCem pa-
délatelt'®.

Specialni aplikaci MS ve forenzni analyze je aplikace
hmotnostné spektrometrického zobrazovani latentnich
otiskt prstil poskytujici doplnujici informace o chemickém
slozeni otiskli prstli a piitomnosti endogennich a exogen-
nich latek napomdhajici k objasnéni trestného ¢inu
(unikatni moznost korelace corpus delicti s pribéhem pa-
pilérnich linif). Ioniza¢ni techniky molekularniho MS zob-
razovani (DESI, MALDI, hmotnostni spektrometrie sekun-
darnich iontd (SIMS)) byly aplikovany pro ziskani infor-
maci o véku, pohlavi pachatele a pFitomnost lidskych me-
tabolit s diagnostickou hodnotou (lipidy, peptidy, apod.),
krve, omamnych a psychotropnich latek, 1éciv, vybusnin,
pesticidl, barviv, lubrikantt, polymerﬁ2°’23, zatimco anor-
ganické zobrazovani pomoci laserové ablace ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazma-
tem (LA-ICP-MS) poskytuje unikatni informace o ptitom-
nosti prvkovych necistot, mezi které mizeme fadit Castice
povystielovych zplodin®*. LA-ICP-MS zobrazovani pro-
storové distribuce prvkd, které odpovidaji slozeni zbrané,
nabojnici, projektilu a zapalce (Cu, Zn, Sb, Ba, Hg, Pb)
umoznilo detekci a identifikaci jednotlivych typt Castic
povystfelovych zplodin pfimo na povrchu latentniho/
zviditelnéného otisku prstu spoleéné s jeho naslednou re-
konstrukei pro ucely identifikace stielce pomoci standard-
nich daktyloskopickych metod zalozenych na porovnani
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rozmisténi charakteristickych papilarnich linii a rozmani-
tych daktyloskopickych markantii.

4. Miniaturizace jako novy trend toxikologické
a forenzni analyzy

Poslednim neméné vyznamnym odvétvim klinické
toxikologie a forenzni chemie je vyvoj prenosnych hmot-
nostnich spektrometri vhodnych pro diagnostiku zdravot-
niho stavu pfimo u pacienta (point of care testing), forenz-
ni analyza provadéna piimo na mist¢ ¢inu a narodni bez-
pegnost (civilni letovy provoz, armada aj.)”. Obecnymi
pozadavky na mobilni hmotnostni spektrometry jsou nizka
cena, snadna ovladatelnost, pfenosnost a vysoka spolehli-
vost. Z tohoto diivodu se pro konstrukci automatizovanych
mobilnich hmotnostnich spektrometrti vyuziva zejména
ambientnich ionizacnich technik, a to papirového spreje,
desorp¢ni elektronové ionizace, chemické ionizace za at-
mosférického tlaku, pfimé analyzy v realném Case, ioniza-
ce v nizkoteplotnim plazmatu ve spojeni s iontovou pasti
¢i analyzatorem doby letu. Komeréné dostupné miniaturi-
zované MS systémy (Mini 12, MX908, Griffin G510, Por-
tability™, Mars-400A aj.) byly Gsp&&né vyuzity pro kvan-
titativni analyzu syntetickych drog, vybusnin, bojovych
latek®®. Napiiklad komerén& dostupny piistroj Mini 12
osazeny papirovym sprejem a linearni iontovou pasti
(vyvinuty skupinou R. G. Cookse na Purdue University,
USA) ma ambici detegovat v krvi nejen hemoglobin
(10" mol), sfingomyelin (10~ mol) nebo cyklofosfamid
(107 mol), tedy nejkoncentrovangjii krevni komponenty,
ale jit dynamicky daleko nize diky optimalizované pfipra-
vé vzorku. Mini 12 s papirovym sprejem, extrakénim spre-
jem nebo nanosprejem mize byt vyuzit ke kvantitativni
analyze tfeba heroinu, amitriptylinu, kanabinoidi v plné
krvi ¢i moci s mezemi detekce v fadu jednotek az desitek
ng/ml a opakovatelnosti lepsi nez 10 % (cit.>” ).

Prace byla podporena Ministerstvem Skolstvi, mlade-
Ze a télovychovy Ceské republiky (LO1509) a Grantovou
agenturou Ceské republiky (19-10907S).

Seznam zkratek

ASAP sonda pro analyzu pevnych vzorkl za atmosfé-
rického tlaku, atmospheric solids analysis
probe

CE kapilarni elektroforéza, capillary
electrophoresis

DAPPI  desorpéni fotoionizace za atmosférického tlaku,
desorption atmospheric pressure photoionization

DART pfima analyza v redlném Case, direct analysis
in real time

DESI ionizace desorpcnim elektrosprejem, desorption

electrospray ionization

EA-IRMS prvkovy analyzator — hmotnostni spektrometrie
isotopovych pomérti, elemental analyzer —
isotope ratio mass spectrometry

HRMS  vysoce rozliS§ena hmotnostni spektrometrie,
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high resolution mass spectrometry

LA-ICP laserova ablace a ionizace induk¢éné vazanym
plazmatem; laser ablation inductively-coupled
plasma

MALDI desorpce a ionizace laserem za Ui€asti matrice,
matrix-assisted laser desorption and ionization

MC vicekolektorovy, multicollector

MS/MS  tandemova hmotnostni spektrometrie, tandem
mass spectrometry

PSI ionizace papirovym sprejem, paperspray
ionization

Q kvadrupol, quadrupole

SSI ionizace ultrazvukovym sprejem, sonic spray
ionization

SIMS hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontu,
secondary ion mass spectrometry

TOF analyzator doby letu, time-of-flight

UHPLC ultravysoce uc¢inna kapalinova chromatografie,
ultra high performance liquid chromatography
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Spectrometry in Toxicology and Forensic Analysis

This review summarizes recent mass spectrometry
approaches and the literature dedicated to their use
in forensics, homeland security and toxicology. Various
analytical combinations are evaluated and compared in
terms of sample preparation, speed and analyte polarity.
Miniaturization and mass spectrometry imaging applica-
tions have been defined as emerging trends in this im-
portant analytical field.
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