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Abstract

The continuously increasing number of synthetic nedomoids requires continuous method
development for their determination in biologidaiids.

The aim of this work was to develop a reversed-phagid chromatography-tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS) method for the analysisldfsynthetic cannabinoids (5F-AMBICA,
AB-FUBINACA, AB-PINACA, AB-CHMINACA, ADB-CHMINACA, 5F-MDMB-PINACA,
JWH-250, JWH-073, MDMB-CHMICA, JWH-078, AKB-48F, JM¥122, JWH-210) in human
urine samples.
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For sample preparation two types of beta-glucurased were tried for glucuronide hydrolysis as
it was unknown whether the substances are presefiee or glucuronide formlhe optimal
enzyme concentration was 500 U/mL of Helix PomdtiaColi glucuronidase or Helix Pomatia
when it was applied in higher concentration resblitea lower area under curve (AUC) for more
substances related to the samples without enzyrnasitment.

Bevezetés

A kannabisz sokak szamara egyet jelent a ,fuvetésseonban tudatmédosité szerként valo
felhaszndlasan kivil a gydégyaszatban is nagy jedédgt. Az 1990-es évek elején szamos
tudomanyos kutatas folyt, melyek eredményekéntedelzték a szervezet bél&annabinoid
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rendszerét. A receptorok ket fajtdja kozul a CBdeptor tdbbnyire a kézponti idegrendszerben
helyezkedik el — ehhez kétlée kannabisz hatéanyaganak, a tetrahidrokannabialhHC)
pszichoaktiv hatdsa is —, a CB2 receptorok pedighih az immunrendszer sejtjein talalhatok.
Ezek alapveét életfolyamatokat szabalyoznak, rendellenességiillagidsos folyamatokhoz és
autoimmun zavarokhoz vezet [1]. Ezekhez a kannabineceptorokhoz kdédni képes
hatbanyagokat nevezzilk kannabinoidoknak. Az eln2it évben nagyszamu (tébb ezer)
szintetikus kannabinoidot allitottak éela cél elésorban pszichoaktiv hatads nélkili, a CB2
receptorhoz szelektiven Kohatéanyagok kifejlesztése volt. Az irodalombannsizdan példat
olvashatunk szintetikus kannabinoidol6&@litasarél, allatkisérletek eredményéivalamint a
CB1 és CB2 receptorokhoz vald kolcsénhatasukrol A2] eballitott szintetikus kannabinoidok
azonban sokszor joval nagyobb pszichoaktiv hatassalelkeznek, mint maga a THC [3].
Mindez a feketepiac melegagyava valt, és nap mapgt kerilnek a drogpiacra az illegélis
laboratoriumok Ujabb és Ujabb termékei. A szintetikannabinoidokat kilonbéodldoszerben
oldjak majd tként novényi tormelék fellletére impregndljak. |@&ies” aruk miatt rendkivl
népszeiiek a tinédzserek kérében. Sokszor csak néhany lgmapnak jelen a feketepiacon,
torvényi szabalyozasuk utan teihek. Emiatt anyagcsereéjigkr és kivalasztasukrél nagyon
keveset, olykor semmit nem tudunk. Ezek a szerekzervezetbe kerllve mar ng/ml-es
koncentracio alatt is hatasosak. Egyes esetekberieetelezik, a metabolit lehet fetsl a
pszichoaktiv hatasért. Kromatografias vizsgalatakawalitikai tisztasagu standardek beszerzése
a nagy szamuk, a gyorsan és kiszamithatatlantdadpiac miatt rendkivil nehézséges. Sokszor
a hatdsagok altal lefoglalt és azonositott starekalthsznalatara kell tamaszkodunk. Ezen okok
miatt szintetikus kannabinoidok biologiai mintakl@lo kimutatasa igazi kihivas.

Munkénk célja olyan modszer kifejlesztése volt, Bmakalmas a szintetikus kannabinoidok
biolégiai mintakbdl LC-MS/MS-sel tortén kimutatasara. Mivel a vegylletek egy része
glukuronid formaban vélasztédik ki a vizeletbe, @ntdk béta-glikuronidaz enzimmel valo
kezelése elkertlhetetlen. Ezért megvizsgaltuk, hadyéta-glikuronidaz tipusa és mennyisége
hogyan befolyasolja a mérési eredményeket. A nelitieeszités sordn mas laboratériumokbdl
szarmazo, altaluk mar lemért, illetve spike-olt atég vizeletmintakhoz kulonbézmennyiséd

E. Coli-bol és Helix Pomatia-bol (HP) szarmazod kgitkoronidazt adtunk, a mérési
eredményeket enzimmel nem kezelt, spike-olt mintakiéasonlitottuk dssze.

Kisérleti korilmények

A mintaebkészités soran 1 ml vizeletmintahoz,l®els standardot (1pg/ml THC-COOH-I>-
oldat), béta-glikuronidazt (Helix Pomatia esetéd®® ul 0,1 mdlos ecetsav/natrium-acetéat-
pufferben, pH=5,0; E. Coli esetében 0,075 M-os, @ld=foszforsav/natrium-hidrogén-foszfat-
pufferben) adtunk, és a mintakat 25 °C-on, egyadgga at inkubaltuk. A mintakhoz ezt koden
1,5 ml acetonitrilt és 400 mg ammonium-szulfatotualt majd. 1 perces vortexelés és
centrifugalas (2500 rpm, 5 perc) utan addiszisbol 1,1 ml-t beparld ében nitrogén arammal
(50 °C, 15 perc) széarazra paroltunk. A maradékdt dl0OACN:H,O elegyben oldottuk és LC-
MS/MS-sel (Agilent 1100 HPLC rendszer, Thermo Fngain TSQ 700 MS, Phenomenex
Kinetex C18-as oszlop 100 x 2,1 mm ath&,6 mikrométer szemcseméret, gradiens ellcié: 0,1
% hangyasav-viz és 0,1 % hangyasav-ACN elegyejzaitak.

Eredmények és értékeléstik
Az 1. &bran egy spike-olt negativ vizelet tipikusorkatogramja lathaté. A vegyulletek
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azonositasa a standard vegytletek retenciés idegdenegspektrumaban megjaigellegzetes
ionokkal, valamit azok aranyanak dsszehasonlithdéutgnik. A vegyuletek retenciés idejét es
MRM atmeneteit a 1. tdblazatban foglaltuk 6sszentWeségi meghatarozasukoeetesen felvett

kalibracios gorbék segitségével tortent.
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1. Abra HP-val kezelt, spike-olt vizelet minta TIC kromgtamja

1. Tablazat: A vizsgalt szintetikus kannabinoidok legfontos#bbmatgografias paraméterééls standard)
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Komponens MRM-atmenetek RT (perc) Komponens MRM-atmenetek RT (perc)
1 5F-AMBICA 348.0: 232.0; 144.0 1.12 § JWH-073 3pa55.0; 127.0 4.58
2 AB-FUBINACA 369.0: 253.0; 109.0 1.43 9 MDMB-CHMIC 385.0: 240.0; 144.0 4.62
3 AB-PINACA 331.0: 215.0; 286.0 2.01 1p JWH-018 $;M255.0; 214.0 4.92
4 AB-CHMINACA 357.0: 241.0; 312.0 2.73 11 AKB48F 48: 135.0; 93.0 5.06
5 ADB-CHMINACA 371.0: 241.0; 326.0 35 12 JWH-122 5630: 169.0; 141.0 5.19
6 | 5F-MDMB-PINACA 378.0: 233.0; 318.0 3.94 18 JWHe21 370.0: 183.0; 214.0 5.43
7 JWH-250 336.0: 121.0; 91.0 4.49 14 THC-COO¥1 D| 348.0: 330.0; 302.0 3.97

Célunk az volt, hogy a mar megieeljarast hatékonyabba tegyik, és megallapitsulgdrobat a

kilonb6d enzimes kezelés a szintetikus kannabinoidok kithséaa.
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2. Abra Enzimkezelés hatasa szintetikus kannabinoidokegélduti teriiletére

A 2. abran a kiulonb@zenzimes kezelésnek kitett mintak kromatogramjpjatanyert gorbék
csucs alatti terUleteinek valtozasat mutatjuk befeRenciaként (100%) az enzimet nem
tartalmazo acetat-puffer-oldattal kezelt vizeletidn szolgaltak. Ha 6sszehasonlitjuk, hogyan
valtozik a kapott kromatogramokon az egyes anyagirke alatti tertilete kilénbézenzimes
kezelés hatasara spike-olt vizeletekben, lathatjoky a nagyobb koncentraciéban alkalmazott
HP béta-glikuroniddz enzim hatasara tobb esetbeszignifikansan csokkent a gorbe alatti
terllet a kontroll mintdkhoz képest. MDMB-CHMICAFSMDMB-PINACA és 5F-AMBICA
esetében a visszanyerés 60%-nal kevesebb volt. kEanglenségnek tobb oka is lehet.
Elképzelhed, hogy a nagy enzimkoncentracio az inkubalasiathtt a molekulak degradaciojat
okozta. A masik ok lehet, hogy az enzimfehérjekilezbre a drogmolekuldk adszorbealddtak,
mely szintén okozhatta a visszanyerés hatékonyafigdostkkenését. Ehhez fontos
megjegyeznink, hogy a tdrzsoldatként hasznalt H#mekoncentratum nem homogén oldat,
hanem inkadbb szuszpenzidhoz hasonlithaté. Az 50@I-88 koncentraciéban alkalmazott
enzimes kezelés E. Coli, és HP-bdl nyert béta-glitkidaz enzim esetében sem csokkentette
jelentts mértékben a gorbe alatti teriileteket. A legtobbtleen az enzimes kezelés nélkdli
visszanyerésekhez hasonl6 eredményeket kaptunkalfiEzaz 5F-AMBICA jelent kivételt E.
Coli enzimes kezelés hataséra, ahol a csucs ta@aitet ~ 60 %-ra cstkkent).

Vizsgalataink soran leh&égink nyilt arra, hogy mas laboratériumbol szatmgzozitiv
vizeletmintédkkal is dolgozzunk. A pozitiv mintak zggalatakor E.Coli béta-glikuronidaz

enzimes mintaékészitést alkalmaztunk. A mérési eredményeketabPazatban mutatjuk be.
2.Téablazat: Pozitiv vizeletmintak E. Coli enzimes kezelés mamgiert gérbe alatti tertiletének %-os aranya

Anyagok Csucsteriilet %
5F-AMBICA 52.9
ADB-CHMINACA 167
MDMB-CHMICA 89.9

A szamolt csucsterilet 5F-AMBICA és MDMB-CHMICA éében hasonld volt a spike-olt
mintdknal kapott eredményekhez. ADB-CHMINACA esetébazonban a csucsteriletre az
enzimmel nem kezelt mintakhoz hasonlitva joval wédyy értéket kaptunk. Az Kkisérlet
eredményeibl arra kovetkeztetiink, hogy az 5F-AMBICA és MDMB-GRCA nem glukuronid
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formaban, hanem az ADB-CHMINACA glukuronidalt forb# jelent meg a vizeletben,
melynek kimutatasat az enzim jelenléte segitette.

Konklazio

Eredményeink szerint a glikuronidot kéfezzarmazékok legmagasabb koncentracioit az 500
U/ml Helix Pomatia enzimmel végzett kezelést kéeat mértik. Ennél nagyobb
koncentracioknal, vagy E. Coli enzim alkalmazasagyes esetekben a kimutatas hatékonysaga
csokkent.

A modszert jelenleg 16 szarmazék meghatarozasaANEBICA, AB-FUBINACA, AB-
PINACA, AB-CHMINACA, ADB-CHMINACA, MDMB-CHMICA, 5F- MDMB-PINACA, 5F-
AMB, ADB-PINACA, AKB-48F, PB-22, JWH-250, JWH-073WH-018, JWH-122 és JWH-
210) alkalmazzuk; a mas laboratériumokbdl szarnpozitiv mintak ismételt mérése jol igazolja

a modszer megfeléségét.
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