View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by fCORE

provided by University of Szeged

23rd International Symposium on Analytical and Environmental Problems

ANALYSIS OF NEW SYNTHETIC CANNABINOID IN HUMAN URINE
BY LC-MS/MS

Timea Kormoczi®, Eva Sija°, Robert Berkecz®

& Department of Medical Chemistry, Faculty of Medicine, University of Szeged, Dém tér 8, H-
6720, Szeged, Hungary
® Department of Forensic Medicine, Faculty of Medicine, University of Szeged, Kossuth L.
Bld. 40, H-6724, Szeged, Hungary
e-mail: kormoczi.timea@med.u-szeged.hu

Abstract

Synthetic cannabinoids (SCs) are a group of novel psychoactive substances, which bind to
cannabinoid receptors (CB1 and CB2). One of the largest groups of SCs are smoking
mixtures, which are intended as legal replacements of cannabis and distributed on the illicit
drug market. In 2016, 11 new SCs were reported by the European Monitoring Centre for
Drugs and Drug Addiction (EMCDDA). The most commonly used techniques for quantitation
of SCs in urine are high performance liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS). In this study we analysed in 2016-2017 released 6 new SCs such
as 5F-MN18, AMB-CHMINACA, AMB-FUBINACA, APP-CHMINACA, CUMYL-4CN-
BINACA and THJ-2201. The LC-MS/MS system was optimised and the mass of identified
parent ions, daughter ions and related retention time were determined. Matrix effect,
extraction recovery and process efficiency were evaluated by the method proposed by
Matuszewski et al.

Bevezetés

Szintetikus kannabinoidok képezik az 0j pszichoaktiv szerek legnagyobb csoportjat. 2015-ben
az Eurdpai Unidban 98 1j szert jelentettek be, melybdl 24 szintetikus kannabinoid volt. 2016-
ban a regisztralt 0j szintetikus kannabinoidok szdma 11-re csokkent. A szintetikus
kannabinoidok olyan szerek, melyek ugyanazon agyi receptorokra hatnak, mint a természetes
kannabiszban talalhat6 f0 hatdanyag a delta-9-tetrahidrokannabinol (THC). A Kabitdszer és
Kabitoszerfiiggbség Eurdpai Megfigyelokozpontja (European Monitoring Centre for Drugs
and Drug Addiction, EMCDDA) altal kiadott jelentés szerint, 2016-ban 45 sulyos
kovetkezményekkel jarod fogyasztas volt, melyek koziil 18 halalos kimeneteléi mérgezés [1-2].
A szintetikus kannabinoidok kockazata egyrészrél abban rejlik, hogy jobban kotdédnek a
kannabinoid receptorokhoz (CB1, CB2), ezaltal sokkal aktivabbak, mint a kannabiszban
talalhat6 fitokannabinoidok, masrészrdl a pontos fizioldgiai hatasuk nem ismert [3].

A torvényi szabalyozasok kovetkeztében a kabitdszerek piaca gyorsan valtozik, ezért minél
elébb fontos az 1) anyag azonositasa és detektalasuk optimalizalasa. Munkank sordn a 2016 év
végén illetve 2017 elején megjelent Uj szintetikus kannabinoidok vizelet mintakbodl torténd
analizalasaval foglalkoztunk, melyet a gyakorlatban legtobbszor alkalmazott LC-MS/MS
modszerrel végeztiink.

Anyagok és modszerek

Vegyszerek és standardok

A vizsgalatokban szerepld szintetikus kannabinoidok standard mintdit a Nemzeti Szakértdi és
Kutaté Kozpont biztositotta, melynek tisztasaga 90% feletti. A belsé standardként hasznalt
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deuteralt delta-9-tetrahidrokannabinol (THC-COOH-D3) oldat a Cerilliant-tol (Merk,
Darmstadt, Németorszag) keriilt megrendelésre. Az enzimes kezeléshez éticsigabol (Helix
Pomatia) kivont p-gliikkuronidaz enzimet (Merk, Darmstadt, Németorszag) hasznaltunk. A
minta elOkészitéshez és a mérésekhez LC-MS tisztasagu vizet, acetonitrilt (VWR, Radnor,
USA), hangyasavat (Termo Fisher Scientific, Waltham, USA), vizmentes natrium acetatot
(Reanal, Budapest, Magyarorszag), ecetsavat (Spektrum 3D, Debrecen, Magyarorszag),
biokémiai felhasznalasra alkalmas szilard ammoénium-szulfatot és LC tisztasdgi etanolt
(Merck, Darmstadt, Németorszag) hasznaltunk. A vizsgéalatokhoz negativ mintaként sajat
vizelettel dolgoztunk.

Vizelet minték folyadék-folyadék extrakcioja

2 mL vizelet mintdhoz 20 pL belsé standardot (10 ug/mL), 40 pL szintetikus kannabinoidok
standard keverékét és 400 puL B-gliikuronidaz enzimet tartalmazo acetat puffert (pH 5) adtunk,
melyet 1 ¢éjszakdn at szobahOmérsékleten inkubaltunk. Az inkubdciot kdévetéen 3 mL
acetonitrilt adtunk és ammonium-szulfattal vizmentesitettiik az oldatot. Ezt kdvetden a mintat
60 masodpercig intenziven razattuk (Multi-Tube Pulse Vortexer, Glas Col, Terre Haute,
USA), majd 8 percig centrifugaztuk (2500 rpm, MLW K-26 D, Németorszag). Centrifugalast
kovetden 2,2 mL felsé fazist 50°C-on 25 perc alatt beparoltunk. A beparolt mintakat kupos
inzertbe 200 puL 50:50 acetonitil-viz elegyében visszaoldottuk [4]. A mérések soran 20 plL-t
injektaltunk.

Az 1 vegyiiletekre készitettiink egy kalibracidos sort, mely a kdvetkezd koncentraciokat
tartalmazta: 0,2; 0,5; 1; 1,6; 2; 5 és 10 ng/mL.

LC-MS/MS

Az analizishez Agilent 1100 HPLC rendszert (Waldbronn, Németorszag) hasznaltunk, mely
egy elektronporlasztasos ionforrast (ESI) harmas kvadrupdl rendszerli tomegspektrométerrel
(Finnigan TSQ 7000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) volt dsszekapcsolva. A
kromatografias elvalasztas egy forditott fizisti Kinetex C18 (100 x 2,1 mm, 2,6 um, 100 A,
Phenomenex, Torrance, USA) kromatografiads oszlopon ¢s egy C18 (4 x 2 mm, Phenomenex,
Torrance, USA) el6tét oszlopon tortént. Az oszlop 50°C-os hoémérsékletét egy oszlop
termosztat biztositja. A mozgd fazis A (0,1% hangyasav vizben) és B (0,1% hangyasav
acetonitrilben) eluensbdl allt. A 11 perces analizis 1d6 soran gradiens eltciot alkalmaztunk (1.
Tablazat). A rendszer tovabba tartalmazott az ionforrds elszennyezddésének elkeriilése
érdekében egy kiilsé mikro 10 utas valtoszelepet, mely a folyadékkromatografias rendszer és a
tomegspektrométer koz€é volt beépitve. A valtdészelep 1-5,8 percig engedi be az eludtumot,
ezen feliil egy segédpumpa biztositja a tomegspektrométer fémkapillarisanak oOblitését. A
kapillaris- €és szelepmosast segédpumpa végzi 90:10 acetonitril-viz eleggyel, mig a tlimosas
80:20 acetonitril-viz eleggyel tortént.

A tomegspektrometrids mérés pozitiv ionizacids mdodban €¢s MRM modszerrel tortént. Az
analizis ESI forrassal, 15 cm x 190 pm x 75 um fiitott kapillarissal (230°C), porlaszto (50 psi)
és segédgazzal (30 psi) tortént. Utkozési gazként nitrogént hasznaltunk 2,0 mTorr nyomason.
Detektor fesziiltség: 1900V. A méréshez Xcalibur 1.3 programmal és Tune-nal tortént, mig az
adatok kiértékeléséhez Thermo Xcalibur 2.2 programmal dolgoztunk, az aldbbi
paraméterekkel: simitds: 1, alapvonal: 40, teriilet zaj: 5, cs@ics zaj: 5, minimum
csucsmagassag: 3 jel/zaj.
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1.Tablazat Gradiens program

Idé %B Aramlasi sebesség
(perc) (mL/perc)
0,00 50 0,4
4,00 100 0,4
6,00 100 0,4
6,10 100 0,7
6,90 100 0,7
7,00 50 0,7
9,50 50 0,7
9,51 50 0,4
10,0 50 0,4

Tomegspektrometrias mérés optimalizalasa és a retencios id6 meghatarozasa
A tomegspektrometrids mérés optimalizaldsa soran a 2016 év végén illetve 2017 elején

crer

kannabinoidok: 5F-MN18, AMB-CHMINACA, AMB-FUBINACA, APP-CHMINACA,
CUMYL-4CN-BINACA ¢és THJ-2201. A mérés soran 10 ng/mL koncentracioji standard
mintabol 1 plL-t injektaltunk kromatografids oszlop nélkiil. Az mérés sordn azonositottuk az
egyszeresen toltott [M+H]" sziildiont, majd megvizsgaltuk a fragmenticiojat. A
legintenzivebb fragmensiont célionnak (quantifier ion) valasztottuk, amelyet a mennyiségi
meghatarozas sordn vesziink figyelembe. A késObbi azonositashoz egy ennél kisebb
intenzitasu kiséréiont (qualifier ion) valasztottunk ki. Az azonositast kovetéen 10 és 50 eV
kozotti titkozési energia mellett megnéztiik a csucsteriiletek alakulasat, és amelyik titkozési
energia mellett legintenzivebb volt az adott fragmension, azt rendeltiik hozzd az MRM mérés
soran. A retencios id6 meghatarozasahoz 2 ng/mL koncentracioji standard oldat 20 [JL-t
injektaltuk a kromatografias oszlopra.

Visszanyerés, matrixhatds és teljes folyamathatékonysag

A vizsgalatokat Matuszewski [5] €s Yanes [6] altal kidolgozott modszer alapjan végeztiik. A
visszanyerés vizsgalat célja, hogy kideritsiik az 4ltalunk hasznalt mintael6készitési modszerrel
hany szédzalékat tudjuk detekalni az adott szintetikus kannabinoidoknak vizelet mintabol. A
matrixhatds vizsgalat megmutatja, hogy az analizdlandé komponens kdrnyezete (maétrixa),
hogyan befolyéasolja a vizsgalt anyagok ionizalhatosagat. A folyamathatékonysag vizsgalat a
visszanyerés €s matrixhatds eredményeit egyiittesen foglalja dssze.

A méréshez 3 mintasorozatot készitettiink. Mindegyik sorozat 4 mintat tartalmazott, melyet
haromszor mértiink meg. Amig az A sorozatnal a szintetikus kannabinoidokat tartalmazd
oldatot és a belso standardot a vizelet mintdhoz adtuk hozza az extrakcid elején addig a B
sorozatnal a standardokat az extrakciot kovetden, mig C sorozatnal nem hasznaltunk vizeletet
¢és extrakcios modszert, csak a tiszta oldatokkal dolgoztunk. Az eredményeket a kdvetkezOk
szerint szamoltuk ki:

A B
Visszanyerés (%) = B x 100, Matrixhatas (%) = I %X 100,

A
Teljes folyamathatékonysag (%) = C x 100
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Eredmények és értékelésiik

Az 1onizacid soran a vizsgalt szintetikus kannabinoidokra a kovetkezd egyszeresen toltott
sziiléionok keletkeztek: SF-MN18 376 (m/z), AMB-CHMICA 371 (m/z), AMB-FUBINACA
384 (m/z), APP-CHMINACA 405 (m/z), CUMYL-4CN-BINACA 361 (m/z) és THJ-2201 361
(m/z). A fragmentaci6 soran — az AMB-CHMICA kivételével — a célion mellett a pontosabb
azonositas érdekében két kisérdion kertilt kivalasztasra: SF-MN18 233 m/z (20eV) célion, 145
m/z (43eV) és 213 m/z (30eV) kiséréion; AMB-CHMICA 240 m/z (144eV) célion és 144
(45eV) kiséréion; AMB-FUBINACA 253 m/z (26eV) célion, 109 m/z (49¢V) és 324 m/z
(20eV) kiséréionok; APP-CHMINACA 241 m/z (32eV) célion, 145 m/z (50eV) és 360 m/z
(20eV) kiséroionok; CUMYL-4CN-BINACA 226 m/z (29¢V) célion, 119 m/z (35 eV) és 243
m/z (17 eV) kiséréionok; THJ-2201 233 m/z (20eV) célion, 145 m/z (42eV) és 213 m/z
(28eV) kisérdionok. A 6 1j optimalizalt vegylilet apolarisabb tulajdonsaguknak kdszénhetden
kés6bb elualoédnak (1. Abra). A retencids idé 5F-MN18 4,50 perc, AMB-CHMICA 4,31 perc,
AMB-FUBINACA 3,85 perc, APP-CHMINACA 3,51 perc, CUMYL-4CN-BIACA 3,19 és a
THJ-2201 esetében 4,58 perc lett.

A mennyiségi meghatarozas soran kapott eredményekrdl elmondhato, hogy 0,2-10 ng/mL-es
koncentracié tartoméanyban linearis. Az R? értéke a CUMYL-4C-BINACA kivételével (0,98)
minden esetben 0,99. A belsé standardra normalizalt teriiletek relativ szorasa (RSD%) minden
vegyiiletre 20% alatti. A kapott mérési adatok alapjan a kimutatasi hatair (LOD) a 6 1j
pszichoaktiv anyagra 0,2 ng/mL, a meghatarozasi hatar (LOQ) 0,05 ng/mL.

A kapott eredmények azt mutatjdk, hogy az altalunk hasznalt mintael6készitési modszerrel a
CUMLY-4CN-BINACA vegyiiletet lehet a leghatékonyabban, azaz 74,7%-ban visszanyerni.
A tobbi anyagra a visszanyerés 60-70% kozotti, mig az AMB-CHMICA esetében 58,5 % lett.
A matrixhatast tekintve legtobb esetben negativ befolyasolasrol beszélhetiink, melynek

crer

komponensek ionelnyomo6 hatédst eredményeznek a spray képzés soran. Ez latszik az SF-MN18
(87,1%), APP-CHMINACA (88,8%), CUMYL-4CN-BINACA (99,3%) ¢és a THJ-2201
(88,1%) esetén. Két esetben, AMB-CHMICA ¢és AMB-FUBINACA szereknél pozitiv
matrixhatasrol beszélhetiink (107,0% és 120,9%), melynek feltételezheté oka, hogy a
matrixban talalhatd egyéb komponensek segitik az adott vegyiilet ionizalhatosagat
protonatadassal vagy feliileti fesziiltséget csokkentd hatasukkal. A folyamathatékonysag
vizsgélat a visszanyerés €és matrixhatds vizsgalat eredményeit egyiittesen mutatja. A kapott
eredmények alapjan elmondhat6, hogy az egyes szintetikus kannabinoidok teriilet szédzalékai
korrelalnak a matrixhatas eredményeivel.
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1. abra Az Ujonnan vizsgélt 6 szintetikus kannabinoid és a mar ismert 18 szintetikus
kannabinoid, valamint a belsé standard teljes ionaram kromatogramja. (1) SF-AMBICA, (2)
AMB-FUBINACA, (3) 5F3P, (4) 5F-APP-PINACA, (5) ADB-FUBINACA, (6) APP-
FUBINACA, (7) AB-PINACA, (8) ADB-PINACA, (9) AB-CHMINACA, (10) CUMYL-
4CN-BINACA, (11) APP-CHMINACA, (12) ADB-CHMINACA, (13) 5F-AMB, (14) AMB-
FUBINACA, (15) MDMB-FUBICA, (16) THC-COOH-Ds, (17) 5F-MDMB-PINACA, (18)
MDMB-FUBINACA, (19) AMB-CHMICA, (20) 5F-MN18, (21) THJ-2201, (22)
ADAMANTYL-THPINACA, (23) MDMB-CHMICA, (24) AKB48F, (25) FUB-AKB-48F.

Kovetkeztetés

Munkank sordn a 2016 és 2017-ben megjelent legjabb 6 szintetikus kannabinoid vizelet
mintabol vett HPLC-ESI-MS/MS analizisét végeztiik. A tomegspektrometrias detektalas soran
meghataroztuk a sziilé- és célionokat. A késébbi pontosabb mindségi meghatarozas érdekében
2 kiséroion keriilt kivalasztasra. A mar optimalizalt tomegspektrometrias paraméterekkel
forditott fazisu kromatografids rendszerben meghataroztuk a retencids idéket. A vizelet
mintakbdl az adott anyag azonositasa soran figyelembe vessziik a retencids idejét, a sziildion,
a célion és kisérdionok tdmegét (m/z) és azok intenzitasat adott iitkdzési energia mellett. A
mennyiségi meghatarozas a célionok belsd standardra normalizalt cstcsteriilete, valamint a
kalibracios gorbe alapjan torténik. A vizsgalt szintetikus kannabinoidokat az altalunk hasznalt
folyadék-folyadék extrakcios mintel6készitési modszerrel 58-74%-ban lehet visszanyerni.
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Koszonetnyilvanitas
A kutatast az EFOP-3.6.1-16-2016-00008 azonositoju, EU tarsfinanszirozasu projekt
tamogatta.
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