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. Wstep

Nowe substancje psychoaktywne (NPS), nazywane réwniez dopalaczami lub narkotykami
projektowanymi, sa niezakazanymi, Syntetycznymi analogami nielegalnych prawnie
narkotykéw. Dopalacze pojawily si¢ na $wiatowym nielegalnym rynku narkotykowym
w potowie roku 2000 i stopniowo ze wzgledu na oddzialywanie na osrodkowy uktad
nerwowy staly si¢ alternatywa dla narkotykow takich jak amfetamina, kokaina, marihuana,
heroina, LSD itp. Na obszarze Polski stale pojawiaja si¢ nowe produkty, zawierajace w swym
sktadzie znane dotad substancje psychoaktywne, ich mieszaniny lub zwigzki zupeknie nowe,
dotychczas niescharakteryzowane. Jak podaje system wczesnego ostrzegania (European Early
Warning System) w samej Europie, w roku 2005, zidentyfikowano 14 nowych substancji
psychoaktywnych, w roku 2014 natomiast, liczba ta wzrosta, az do ponad 100. Wsrod
zabezpieczanych na rynku narkotykowym substancji znajdujg si¢ pochodne piperazyny,
fenyloetyloaminy, benzodiazepiny, opioidow oraz najczesciej identyfikowane grupy —
pochodne katynonu i syntetyczne kannabinoidy. Syntetycznie otrzymywane nowe narkotyki
projektowane zdominowaty nielegalny przemyst dopalaczowy, a spektrum modyfikacji
podstawowych ich struktur jest coraz szersze. W wielu krajach Europy, w tym w Polsce,
coraz wigcej pochodnych wymienionych wyzej grup zwiazkéw, staje si¢ ustawowo
zakazanymi i uznawanymi w $wietle prawa jako substancje psychotropowe tozsame
z narkotykami twardymi, jak np. amfetamina. Mozliwosci syntezy zmienionych struktur
dostgpnych dotychczas substancji sg tak duze, ze wraz z momentem uznania je za zakazane,
pojawiajg na rynku nowe, odpowiednio zmodyfikowane. Wobec narastajagcego problemu,
jakim s3 nowe substancje psychoaktywne, istotne jest opracowywanie i udoskonalanie
analitycznych procedur ich oznaczania zarowno jakoSciowego, jak i ilosciowego. Poszerzanie
baz danych dotyczacych danej grupy pochodnych o fizykochemiczne i farmakologiczne
wlasciwosci nowych zwigzkéw chemicznych, pozwoli w przysztosci analitykom, chemikom
oraz toksykologom na szybka identyfikacje danej substancji w zabezpieczanych materiatach.
Bioragc pod uwagg nieograniczony obecnie dostep do dopalaczy, narastajagcy w ostatnich
latach problem ich naduzywania oraz coraz czg¢stsze przypadki zatru¢, w tym $miertelnych,
bardzo wazne jest udoskonalenie obecnych dotad metod analitycznych oraz opracowanie

nowych, ktére moglyby stanowi¢ narz¢dzie pracy toksykologdw do szybkiej identyfikacji




substancji aktywnych w materiale biologicznym. Ponadto, uzupetnianie biblioteki o nowe
zwigzki psychoaktywne wraz z ich charakterystyka fizykochemiczng, stanowi pomost
pomigdzy trafng oceng zabezpieczanych materialow przez toksykologdw pracujacych na
zlecenie organow S$cigania, a mozliwoscig zwickszenia listy $srodkow zakazanych przez
Ustawodawcow. Okreslanie struktur zmodyfikowanych zwigzkow, ktore pojawiajg si¢ rynku
pseudonarkotykowym pozwala na probg oceny ich aktywnosci biologicznej, farmakokinetyki,

farmakodynamiki, metabolizmu i toksycznosci w badaniach na poziomie komérkowym.




I1. Czes¢ literaturowa
1.  Nowe substancje psychoaktywne (NPS)

Nowe substancje psychoaktywne (NPS) pojawity sie na swiatowym rynku narkotykowym
na poczatku roku 2000. Zwigzki te oddzialuja na osrodkowy uktad nerwowy (OUN)
cztowieka w sposob podobny do znanych od lat narkotykoéw takich jak np. amfetamina,
marihuana, heroina, LSD. Znane réwniez pod nazwa ,dopalaczy” lub ,narkotykow
projektowanych” substancje, sg niezakazanymi w $wietle prawa, co sprawia, ze na czarnym
runku catego §wiata, w tym Polski, pojawia si¢ ich coraz wiecej. W przeciggu ostatnich 18 lat
dopalacze zaczety by¢ dostgpne stopniowo najpierw w tzw. sklepach kolekcjonerskich
I smartshopach, a obecnie w sprzedazy internetowej oraz punktach stacjonarnych nazywanych
,.Smieszne Rzeczy”, ,,Zapachy 1 inne”, ,,Magic Blow”, ,,Punkt Ksero”, ,,Chemia z Niemiec”
itp. Nowe substancje psychoaktywne sprzedawane sg najczg¢$ciej w formie biatych lub
barwnych krystalicznych proszkow, suszy roslinnych nasaczonych ich roztworami, tzw.
,blotterow” tj. kartonikow nasgczonych ich roztworami, liquidéw do e-papierosow oraz
rzadziej w postaci tabletek badZz kapsulek, umieszczonych w woreczkach zamykanych
strunowo lub probowkach typu eppendorf. Produkty, w ktorych substancja aktywna sa
dopalacze nazywane kiedy$ byly ,,odzywkami dla roslin”, ,,solami do kapieli”, ,research
chemical”, ,,coccolino”, ,cherry”. Coraz czg$ciej, etykiety opisywane sa jako ,,pogromca
pijawek”, ,,amulet kierowcy”, ,,dodatek do piasku”, ,,od§wiezacz do bidetu”, ,,imitacja
sztucznego mchu pawiego”, ,,sztywny misza”, ,kosiarz”, ,,mocarz”, ,,Wtadziu” itp. [1 — 5].
Wsrod nowych substancji psychoaktywnych wyr6zni¢ mozna takie grupy zwigzkéw jak:
pochodne fenyloetyloaminy typu -NBOMe, pochodne piperazyny, syntetyczne kannabinoidy,

pochodne katynonu, benzodiazepiny oraz analogi opioidéw [6].

W sktadzie substancji oferowanych pod takimi samymi nazwami nie zawsze znajduja
si¢ te same substancje oddziatywujace na osrodkowy uktad nerwowy. Co wiecej, w sktad
wielu produktow coraz czesciej wchodza nie tylko pojedyncze sktadniki aktywne, ale rowniez
potaczenie dwoch lub wiecej pochodnych, a takze domieszki kofeiny, lidokainy czy
benzokainy. Wystepowanie kilku zwigzkéw tej samej grupy, czesto strukturalnie bardzo
podobnych - np. izomeréow, w jednej probce poddawanej analizie, wymaga zastosowania

wysokoczutych technik instrumentalnych celem skutecznej identyfikacji wszystkich z nich.




Latwy dostep do niezakazanych prawnie dopalaczy sprzedawanych obecnie na duzg
skale w sieci internetowej oraz sklepach stacjonarnych, jest przyczyna coraz czestszego
eksperymentowania z ich zazywaniem wsrdd zwolennikéw substancji psychoaktywnych, jako
alternatywa do nielegalnych narkotykow. Nieznany najczeSciej biorcy sktad zakupionego
produktu oraz mechanizm dziatania substancji aktywnych znajdujacych si¢ w nim prowadzi

do bardzo duzej ilosci zatru¢ dopalaczami, w tym $Smiertelnych [3, 6].

Co roku, na rynku pseudonarkotykowym pojawia si¢ do kilkudziesigciu nowych substancji
psychoaktywnych, na temat ktérych brak jest, badz istnieje bardzo mato danych
literaturowych dotyczacych fizykochemii, farmakologii, czy toksycznosci. Wszystko to
sprawia, ze ewentualne zatrucia tego typu zwigzkami sg bardzo trudne do zidentyfikowania,
a tylko odpowiednio szybka diagnoza daje szans¢ na podjecie wlasciwego leczenia.
Dynamiczny rozwo6j rynku dopalaczowego wymaga od toksykologdéw, chemikow, analitykow

statej aktualizacji biblioteki danych dotyczacych nowych substancji psychoaktywnych.

W Polsce, o nielegalnosci substancji psychotropowych i $rodkéw odurzajacych
stanowi Ustawa o przeciwdziataniu narkomanii z dnia 29 lipca 2005 r. (Dz. U. z 2012 r. poz.
124) znowelizowana dnia 24 kwietnia 2015 r. [7]. Akt ten zawiera zalaczniki, w ktorych
narkotyki podzielone zostaly na dwie grupy — substancji psychotropowych oraz $rodkow
odurzajacych. Substancjg psychotropowa okresla si¢: ,, kazdg substancje pochodzenia
naturalnego lub syntetycznego, dziatajgcq na osrodkowy uklad nerwowy, okreslong
w wykazie substancji psychotropowych stanowigcym zatqcznik nr 2 do ustawy”, Srodkiem
odurzajacym za$: ,, kazdg substancje pochodzenia naturalnego lub syntetycznego dzialajqcq
na osrodkowy uktad nerwowy, okreslong w wykazie srodkow odurzajgcych stanowigcym
zatgcznik nr 1 do ustawy”. W rozumieniu Ustawy 0 przeciwdziataniu narkomanii, dopalacz
okreslany jest jako ,.$rodek zastepczy” tj.: ,, produkt zawierajgcy co najmniej jedng nowg
substancje psychoaktywng lub inng substancje o podobnym dziataniu na osrodkowy ukiad
nerwowy, ktory moze by¢ uzyty zamiast srodka odurzajgcego lub substancji psychotropowej
lub w takich samych celach jak srodek odurzajgcy lub substancja psychotropowa, ktorych
wytwarzanie i wprowadzanie do obrotu nie jest regulowane na podstawie przepisow
odrebnych, do srodkow zastepczych nie stosuje si¢ przepisow o ogolnym bezpieczenstwie

’

produktow.”. Dwa razy w roku, poszczegolne dopalacze trafiajg do wykazu nowych

substancji psychoaktywnych Rozporzadzenia Ministra Zdrowia w sprawie wykazu nowych
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substancji psychoaktywnych na podstawie art. 44b ust. 2 ustawy o przeciwdziataniu
narkomanii (Dz. U. z 2016 r. poz. 224 i 437) [8]. Dopoki Ustawa o przeciwdziataniu
narkomanii delegalizowa¢ bedzie tylko konkretne substancje chemiczne, a nie wszelkie
mozliwe zmiany strukturalne danej czasteczki, bedacej podstawows, wyjSciowg dla danej
grupy pochodnych, dopoty oczywistym jest, ze producenci i dystrybutorzy narkotykow
projektowanych bedg zawsze o krok przed Ustawodawcami. | tak, na krotko przed ukazaniem
si¢ ostatniej nowelizacji Ustawy o przeciwdziataniu narkomanii z dnia 24 kwietnia 2015 r.,
a ktora weszta w zycie w dniu 1 lipca 2015 r., i objecia kontrolg kolejnych kilkudziesieciu
substancji psychoaktywnych, na rynku dopalaczowym pojawito si¢ kilkanascie nowych,
odpowiednio zmodyfikowanych pod wzgledem budowy. Dla przyktadu, jednymi
z pierwszych pochodnych katynonu, ktore pojawily si¢ w Polsce byli nastgpcy
3-metylometkatynonu (3-MMC) tj. chlorowa pochodna metkatynonu - 3-chlorometkatynon
(3-CMC) oraz jego izomery strukturalne (4-CMC i 2-CMC), a nastepnie 4-chloroetkatynon
(4-CEC) oraz jego izomery strukturalne (3-CEC i 2-CEC), jako pochodne zmodyfikowane
zardwno w pier§cieniu aromatycznym, jak i tancuchu alifatycznym. Krétko po nich, nowa
substancjag psychoaktywna zajmujaca miejsce nielegalnej juz wowczas substancji
psychotropowej z grupy I-P - a-pirolidynoheksanofenonu (a-PHP) — okazal si¢ by¢
a-pirolidynooktanofenon (a-PHPP, PV8). Podobnie, wérdd drugiej z kolei z punktu widzenia
popularno$ci grupy dopalaczy tj. syntetycznych kannabinoidow, na miejscu zakazanych
w dniu 1 lipca 2015 roku tj. UR-144 czy XLR-11, pojawily sic MDMB-CHMICA,
AB-CHMINACA, czy 5F-ADB.

Do dnia dzisiejszego, na dopalaczcowym rynku Polski pojawilo si¢ kilkadziesigt nowych
substancji psychoaktywnych, ktorych posiadanie, wytwarzanie i dystrybuowanie nie jest

regulowane przez Ustawe o przeciwdziataniu narkomanii.

2. Pochodne katynonu

Pochodne katynonu sg obok syntetycznych kannabinoidéw obecnie jedng z najczgsciej
wystepujacych 1 identyfikowanych grup nowych zwiazkéw psychoaktywnych na calym
Swiecie. Ze wzgledu na ich najwigeksza dostepnos¢ 1 réznorodnos¢ na rynku

pseudonarkotykowym, wsrdd doniesien literaturowych dotyczacych zatru¢ $miertelnych
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dopalaczami, najwigcej pojawia si¢ zwigzanych z pochodnymi katynonu. W trakcie
prowadzonych badan na potrzeby niniejszej pracy doktorskiej najwigksza uwaga zostaje

poswiecona tej wlasnie grupie substancji.
2.1 Katynon

Katynon to jeden z aktywnych biologicznie alkaloidéw Czuwaliczki jadalnej (Catha
edulis). Roslina ta znana i wykorzystywana jest od wiekow przez mieszkancoOw wschodniej
Afryki oraz pdinocno-wschodniej czesci Potwyspu Arabskiego ze wzgledu na swoje
wiasciwosci psychoaktywne. Rzucie $§wiezo zerwanych lisci khat, ktore uwalnia z nich
oddziatywujacy na o$rodkowy uktad nerwowy katynon, w wielu regionach uznawane jest za
rodzaj kultu i lokalnej tradycji [9 - 11]. Ze wzgledu na swoje strukturalne podobienstwo do
amfetaminy (Rys. 1.), katynon czesto okreslany jest mianem ,naturalnej amfetaminy” —
jedyna réznica w budowie czasteczki, jest obecnos¢ wigzania karbonylowego w pozycji —3
tancucha bocznego. Podobnie jak amfetamina, katynon i1 jego analogi wykazuja dziatanie

stymulujace, euforyzujace i empatogenne.

NH,

Rys. 1. Strukturalne podobienstwo amfetaminy a) i katynonu b)

Syntetyczne katynony, zsyntezowane po raz pierwszy w latach 20’ XX wieku jako
potencjalne produkty lecznicze (parkinsonizm, otylo$¢, depresja), przeszlty do rekreacyjnego
uzytku konsumenckiego, jako zastepstwo narkotykow na poczatku XXI wieku. Prekursorami
tej grupy na nielegalnym rynku po roku 2000 byty CAT (metkatynon) oraz 4-MMC
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(4-metylometkatynon, mefedron), a nastepnie metylon (3, 4-metylenodioksy-N-
metylokatynon) i MDPV (3, 4-metylenodioksypyrowaleron) [6, 10, 11]. Z czasem, gdy
stopniowo zwigzki te zostaly dobrze scharakteryzowane, a nast¢pnie w wielu krajach uznane
za zakazane, syntetycy modyfikowali ich struktury tworzac nowe analogi. Kolejnymi
syntetycznymi katynonami wykorzystywanymi jako substytuty narkotykow byty butylon,
etylon, bufedron oraz jego analog — pentedron, ktéry niebawem zostat zastgpiony izomerem
konstytucyjnym tj. 4-MEC (4-metylo-N-etylokatynon). W tym samym czasie struktura
mefedronu byta modyfikowana o nowe podstawniki w pierscieniu aromatycznym i tak w roku
2009 scharakteryzowany zostal 4-FMC (4-fluorometkatynon, flefedron) oraz jego izomer
pozycyjny 3-FMC (3-fluorometkatynon). Oprocz pentedronu, bedacego syntetycznym
katynonem  trzeciej  generacji, pojawil si¢ w tej samej grupie a-PVP

(o-pirolidynowalerofenon) [6].

O
§ N N
N
g Y <O Y
(0]
metkatynon 4-metylometkatynon metylon
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t o i
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N @)

(@)
butylon E 4-FMC MDPV
0]
N
< ~ ~
(0]
etylon 4-MEC
pentedron
(0] 0 o
H
N H
Y F N ~ D
bufedron 3-FMC
o—PVP

Rys. 2. Struktury chemiczne wybranych, najpopularniejszych do roku 2015 pochodnych katynonu
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Ostatnia nowelizacja Ustawy o przeciwdziataniu narkomanii z dnia 24 kwietnia 2015 roku
ujeta kolejne dopalacze z grupy pochodnych katynonu, jako substancje psychotropowe.
Wsréd  nich  znalazty si¢ m.in.  3-MMC  (3-metylometkatynon),  a-PVP
(a-pirolidynowalerofenon), o-PHP (a-pirolidynoheksanofenon), 4-Cl-a-PPP (4-chloro-a-
pirolidynopropiofenon), pentedron. W zamian =za popularne wczesniej na rynku
pseudonarkotykowym, wymieniowe wyzej substancje, pojawity si¢ z dnia na dzien nowe, nie
ujete w wykazie substancji zakazanych Ustawa tj. miedzy innymi: 4-CMC
(4-chlorometkatynon), N-etylopentylon, 4-Cl-a-PVP (4-chloro-a-pirolidynowalerofenon),
4-MDMC (4-metylo-N,N-dimetylokatynon), N-PP (a-propyloaminopentiofenon), a-EAHP
(o-etyloaminoheksanofenon), a-EAPP  (o-etyloaminopentiofenon), a-PHPP  (PVS,
a-pirolidynooktanofenon) czy 4-CEC (4-chloroetkatynon).
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Cl
4-CMC
(0]
‘ 0
H
N \ N \/\
\O
4-MDMC N-PP o—EAHP
(o]
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N v D H
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Rys. 3. Struktury chemiczne wybranych nowych pochodnych katynonu, obecnych na rynku po nowelizacji

Ustawy o przeciwdziataniu narkomanii w 2015 roku
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2.2 Mechanizm dzialania i metabolizm pochodnych katynonu

W badaniach in vitro wykazano, iz syntetyczne katynony posiadaja wysoka
przepuszczalno$¢ bariery krew — moézg [11]. Katynon oraz jego pochodne, jako
B-ketoamfetaminy wykazuja stymulujace i sympatomimetyczne dzialanie na osrodkowy uktad
nerwowy, co zwigzane jest ze zwigkszeniem stg¢zenia katecholamin w przestrzeniach
miedzysynapsalnych, jednakze dziatanie to jest znacznie silniejsze niz amfetaminy [8, 12-19].
Podobnie jak fenyloetyloaminy, katynony moga wystepowa¢ w dwodch formach

stereoizomerycznych, z ktorych kazda bedzie charakteryzowata si¢ r6zng sitg dziatania [2].

NH,

CH,

a) b)

Rys. 4. Wzory strukturalne S(-)-katynonu a) i R(+)-katynonu b)

Mechanizm dzialania syntetycznych katynonow opiera si¢ na inhibicji transporterow
monoamin takich jak: transporter dopaminy (DAT), transporter noradrenaliny (NAT) oraz
transporter serotoniny (SERT). W zaleznosci jednak od rodzaju pochodnej, a $cislej od jej
budowy strukturalnej, powinowactwo do tychze transporterow bedzie inne. Selektywnosé
w stosunku do poszczegdlnych monoamin rozréznia syntetyczne katynony z punktu widzenia
ich wptywu na przekaznictwo nerwowe [12, 15, 19]. Simmler et al., na podstawie z jednej
strony sity ich dziatania jako inhibitory wychwytu zwrotnego dopaminy, noradrenaliny
I serotoniny, z drugiej - na podstawie ich zdolnosci do uwalniania neuroprzekaznikow,
zaklasyfikowali poszczegolne pochodne do trzech grup [13]. Pierwsza z nich sa zwiazki
o dziataniu podobnym do kokainy i MDMA (3,4-metylenodioksymetamfetamina) okreslane

jako ,cocaine - MDMA — mixed cathinones”, gdzie mechanizm polega na wzglednie
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nieselektywnej inhibicji wychwytu monoamin podobnie jak kokaina, wykazujaca wigksza
selektywno$¢ w stosunku to transportera dopaminy niz serotoniny oraz na indukcji uwalniania
serotoniny, jak MDMA [13]. Substancjami znajdujacymi si¢ w tej grupie, jako kokaino-
podobne sg mefedron, metylon, etylon, butylon oraz zblizony natomiast do MDMA -
nafyron. Zbior drugi, to katynony metamfetamino - podobne ,metamphetamine - like
cathinones” dziatajace na poziomie preferencyjnego wychwytu katecholamin oraz uwalniania
dopaminy, gdzie jego przedstawicielami sg metkatynon, flefedron oraz klefedron [12, 13].
Trzeci rodzaj farmakologicznego wpltywu na neuroprzekaznictwo prezentuja syntetyczne
katynony oparte na strukturze pirowaleronu ,,pyrovalerone - cathinones”, jak MDPV
i MDPBP, ktore sa bardzo silnymi i selektywnymi inhibitorami wychwytu amin

katecholowych i nie wykazuja dziatania uwalniajacego neuroprzekazniki [12, 14].

Dla wymienionych mechanizmow dziatania syntetycznych katynonéw na poziomie
neuroprzekaznictwa, badanych 1 zdefiniowanych in vitro, charakterystyczne sa objawy
organizmu ludzkiego po przyjeciu tych zwigzkow [17]. Zakres i sita wpltywu katynonoéw na
osrodkowy uktad nerwowy sg bardzo szerokie i zaleza od wielu czynnikéw, jak wiek, ptec,
stopien uzaleznienia, stan zdrowia, przyjmowane leki, inne $rodki odurzajace badz
psychotropowe czy alkohol. Niemniej, subiektywne odczucia biorcéw sa czesto podobne
1 okreslane jako silne pobudzenie, euforia, wzmozona empatia, zwigkszona pewnos¢
1 otwarto$¢ interpersonalna, wzrost libido [2, 6, 8, 9]. Jakkolwiek, zaréwno chroniczne
narazanie organizmu na dzialanie syntetycznych katynondw, jak i przyjecie jednorazowe
moze by¢ rownie niebezpieczne dla zdrowia i zycia. Konsumenci, jako niekorzystne dla nich
efekty zazywania tych zwigzkéw podaja wymioty, pocenie si¢, zaburzenia pamigci
krotkotrwatej, migreny i1 zawroty glowy, kotatanie serca, drzenie migéni. Neurologicznie,
naduzywanie moze doprowadzi¢ do zaburzen 1 utraty pamigci, bezsenno$ci, atakow paniki
i agresji, halucynacji, depresji, a nawet psychoz z mySlami samobdjczymi [13].
Kardiologicznie, syntetyczne katynony powoduja wzrost ci$nienia tetniczego krwi,
zaburzenia rytmu serca, tachykardig¢, a w nastepstwie zatrzymanie akcji serca. Ponadto,
jednymi z czgstszych zaburzen stanu zdrowia wystepujacych przy narazeniu na dziatanie

katynonow sg hiponatremia, hipertermia, anemia i rabdomioliza [15].

Metabolizm syntetycznych katynonow jest wzglednie dobrze poznany dla zwigzkow, ktore

byty prekursorami w tej grupie narkotykdw projektowanych. Metabolizm mefedronu
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przedstawiony przez Meyer et al. [18] pokazuje N-demetylacj¢ do podstawowych amin, jako
gtowng droge rozktadu tego zwiazku, ktora nastepnie polega na redukcji ugrupowania
ketonowego do 4-metylonorefedryny oraz hydroksylacji grupy metylowej pierscienia
aromatycznego, po ktorych nastepuje oksydacja do odpowiedniego kwasu karboksylowego.
Urales et al. [22] dokonali oznaczenia metabolitow 16 syntetycznych katynonow w ludzkim
moczu po podzieleniu je na 3 grupy pochodnych. Pierwszg z nich byly mefedron, bufedron,
4-metylobufedron, pentedron, 4-metylo-N-etylokatynon, N-etylobufedron, flefedron
i etkatynon, ktore metabolizowaty charakterystycznie dla swych prekursoréw (metkatynonu
i katynonu). W moczu osob przyjmujacych te zwigzki oznaczono substancje wynikajace
z procesu redukcji grupy PB-ketonowej i N-dealkilacji, co przektadalo si¢ na wystepowanie
dwoch diastereoizomeréw norefedryny i efedryny, jako gtdéwnych metabolitow. Grupa druga
to zwiagzki 3,4-metylenodioksypodstawione (metylon, butylon, etylon), dla ktorych proces
B-keto redukcji byl mniej intensywny niz w grupie poprzedniej, co moze by¢ efektem
obecnosci grupy 3,4-metylenodioksylowej w pierscieniu aromatycznym. W analizowanym
moczu zauwazano obecno$¢ macierzystych substancji. W grupie trzeciej znalazly si¢
pirolidynofenony, takie jak a-PVP i a-PBP (o-pirolidynobutiofenon), ktére nie
metabolizowaly na drodze redukcji grupy ketonowej, obecne byly w moczu w formie
niezmienionej, a jako ich metabolity zauwazalne byly produkty rozpadu pirolidyny do amin
pierwszorzedowych [16, 20, 21]. Shima et al. [22] wykazali, ze gldwne szlaki metaboliczne
a-pirolidynofenonéw zmieniaja si¢ znaczaco w zalezno$ci od dtugosci tancucha alkilowego
czasteczki rodzicielskiej. Metabolizm PV9 rdznit si¢ znaczaco od tych dla a-PVP i o-PBP.
Sciezki metaboliczne PV9 obejmowaly redukcje grupy ketonowej do ich odpowiednich
alkoholi, utlenianie pierscienia pirolidyny do odpowiedniego pirolidonu, alifatyczne
utlenianie koncowego atomu wegla do odpowiadajacej postaci karboksylanu 1 hydroksylacje
w przedostatnim atomie wegla do odpowiednich alkoholi, a nastepnie dalsze utlenianie do

ketonow 1 kombinacje tych etapow.

2.3 Struktura chemiczna pochodnych katynonu

Struktury pierwszych syntetycznych katynondéw sa stale modyfikowane, przez co na

nielegalnym rynku pojawia si¢ co roku kilka nowych pochodnych. Z punktu widzenia
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chemicznego 1 toksykologicznego wyzwaniem analitycznym staje si¢ identyfikacja tychze
substancji, a co za tym idzie rozwinigcie biblioteki o kolejne nowe struktury czasteczek, ich

wlasciwosci fizykochemiczne i farmakologiczne.

Wszystkie syntetyczne katynony opieraja si¢ na podstawowej budowie naturalnego
katynonu 1 sg pochodnymi fenyloalkiloamin, strukturalnie przypominajacymi czasteczke
amfetaminy z wigzaniem karbonylowym w pozycji -B tancucha amino-alkilowego
podstawionego do pierScienia aromatycznego. Z punktu widzenia chemicznego, pochodne

katynonu podzielone sg na cztery grupy [13].

Pierwsza z nich stanowia zwiazki N-alkilowe lub alkilowo i halogenowo podstawione
w dowolnej pozycji pierScienia aromatycznego, ktorych wybrane przyktady zostaty
zaprezentowane w Tabeli nr 1. W zbiorze tym znajduja si¢ pierwsze z syntetycznych
katynonow, tj. bufedron, etkatynon, efedron, flefedron, mefedron, pentedron oraz 3,4-
dimetylometkatynon (3,4-DMMC).

Tabela nr 1 Nazwy systematyczne, zwyczajowe i struktury czgsteczkowe wybranych pochodnych
katynonu z grupy N-alkilowo i alkilowo i/lub halogenowo podstawionych w dowolnej pozycji

piericienia aromatycznego

Nazwa systematyczna Nazwa zwyczajowa Struktura
chemiczna
[2-(N-Metyloamino)-butan-1- Bufedron, Q
onyl]-benzen a-metyloaminobutyrofenon H\
[2-(N-Etyloamino)-propan-1- | Etkatynon, i
onyl]-benzen ETCAT, N
N-etylokatynon w
[2-(N-Metyloamino)-propan- | Efedron, metkatynon, Q
1-onyl]-benzen CAT, y
a-metyloaminopropiofenon ™~
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1-[2-(N-Metyloamino)- Flefedron, i
propan-1-onyl]-4 4-FMC, H\
fluorobenzen 4-fluorometkatynon

1-[2-(N-Metyloamino)- Mefedron, i
propan-1-onyl]-4- 4-MMC, g
metylbenzen 4-metylometkatynon

[2-(N-Metyloamino)-pentan- | Pentedron, 0

1- onyl]-benzen a-metyloaminowalerofenon @J\%H\
1-[2-(N-Metyloamino)- 3,4-DMMC, i
propan-1-onyl]-3,4- 3,4-dimetylometkatynon g
dimetylbenzen

Grupa druga to metylenodioksy- podstawione zwigzki w dowolnej pozycji pierscienia
aromatycznego, do ktorej nalezag m.in. pierwsze — butylon, metylon, pentylon, oraz jeden
z najnowszych — N-etylopentylon. Swoja strukturag przypominaja one bardziej 3,4-
metylenodioksyamfetaming i podobne roéwniez do niej wykazujg dziatanie aktywne — Tabela
nr 2. Kolejna grupa pochodnych katynonu to analogi z obecnym podstawnikiem
N- pirolidynowym. Sa to aktualnie jedne z najczgsciej spotykanych na rynku narkotykowym
srodkow zastepczych. Przyktady zwigzkow nalezacych do tej grupy przedstawione zostaty

w Tabeli nr 3.

Tabela nr 2 Nazwy systematyczne, nazwy zwyczajowe i struktury czgsteczkowe wybranych

pochodnych katynonu metylenodioksy- podstawionych w dowolnej pozycji pierscienia aromatycznego

Nazwa systematycza Nazwa zwyczajowa Struktura chemiczna

1-[2-(N-Metyloamino)- | Butylon, o
butan-1- onyl]-(3,4- bk-MBDB o NG
metylenodioksy)- <

benzen °
1-[2-(N-Etyloamino)- | Etylon, i
propan-1-onyl]-(3,4- bk-MDEA

metylenodioksy)- < :Q)Lr w
benzen o

19



1-[2-(N-Metyloamino)- | Metylon, )
propan-1-onyl]-(3,4- bk-MDMA o M
metylenodioksy)- <

benzen °
1-[2-(N-Metyloamino)- | Pentylon,

pentan-1-onyl]-(3,4- bk-MBDP

metylenodioksy)-
benzen

1-[2-(N-Etyloamino)-
pentan-1-onyl]-(3,4-
metylenodioksy)-
benzen

N-Etylopentylon

Tabela nr 3 Nazwy systematyczne, nazwy zwyczajowe i struktury czgsteczkowe wybranych

pochodnych katynonu z podstawnikiem N-pirolidynowym

Nazwa systematyczna

Nazwa zwyczajowa

Struktura chemiczna

1-[2-(Pirolidyn-1-yl)-heksan-1-
onyl]-4-metylbenzen

MPHP,
4-metylo-a-
pirolidynoheksanofenon

(LD

1-[2-(Pirolidyn-1-yl)-pentan-1-
onyl]-benzen

a-PVP,
a-pirolidynowalerofenon

@ALQQ

1-[2-(Pirolidyn-1-yl)-pentan-1-
onyl]-4-metylbenzen

Pirowaleron,
4-metylo-a-
pirolidynowalerofenon

[

Ostatnia grupa katynonéw wyodrebniona na podstawie budowy chemicznej to ta, w ktorej
czasteczki zawieraja w swojej strukturze zarowno grupe metylenodioksylowa, jak
I N- pirolidynowa, jak np. 3-desoksy-3,4-metylenodioksypirowaleron (3-desoksy-3,4-MDPV)

— Tabela nr 4.
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Tabela nr 4 Nazwy systematyczne, nazwy zwyczajowe i struktury czasteczkowe wybranych

pochodnych katynonu z podstawnikiem N-pirolidynowym oraz grupa metylenodioksylowa

w dowolnej pozycji pierScienia aromatycznego

Nazwa systematyczna

Nazwa zwyczajowa

Struktura
chemiczna

1-[2-(Pirolidyn-1-yl)-butan-1-
onyl]-3,4-metylenodioksy-
benzen

MDPBP,
3,4-metylenodioksy-a-
pirolidynobutiofenon

1-[2-(Pirolidyn-1-yl)-propan-1-
onyl]-3,4-metylenodioksy-
benzen

MDPPP,
3,4-metylenodioksy-a-
pirolidynopropiofenon

1-[2-(Pirolidyn-1-yl)-pentan-1- MDPV, i Q
onyl]-3,4-metylenodioksy- 3,4-metylenodioksypirowaleron "
benzen <

2.4 Rozwoj modyfikacji znanych struktur pochodnych katynonu

Ze wzgledu na szerokie mozliwosci modyfikacji strukturalnych obecnych od diuzszego
czasu na $wiatowym rynku pseudonarkotykowym syntetycznych katynonow, stale pojawiaja
si¢ zwiazki nowe. Ich identyfikacja i charakterystyka fizykochemiczna stanowi wyzwanie
analityczne dla chemikow. Dzigki wymianie informacji 0 nowych pochodnych, zar6wno
dotyczacych ich pelnych charakterystyk, metod identyfikacji w r6znego rodzaju materiatach,
jak 1 przypadkéw zatru¢ nimi, analiza toksykologiczna jest dziedzing dynamiczng 1 stale
rozwijajaca si¢. Poczawszy od roku 2000, w ktérym pojawity si¢ pierwsze syntetyczne
katynony [1, 8, 10], w literaturze $wiatowej stale pojawiajg si¢ doniesienia 0 nowych
pochodnych [4, 6, 9]. W ciagu ostatnich czterech lat opisano kilkanascie nowych zwigzkow
z grupy pochodnych katynonu [4]. Do roku 2014, jedna z najpopularniejszych na rynku
dopalaczowym bylo a-PVP. W Polsce, zwigzek ten zostal uznany za substancje
psychotropowa i umieszczony na liscie zwigzkéw zakazanych Ustawg o przeciwdziataniu
narkomanii 24 kwietnia 2015 roku [26]. Juz na poczatku roku 2014 zidentyfikowano
metoksy-pochodng znanego dotad a-PVP, tj. 4-Metoksy-a-PVP. Zwigzek ten zostat
oznaczony w produkcie zawierajacym dodatkowo 4-Metylobufedron. W literaturze swiatowej

pojawity si¢ roéwniez dane fizykochemiczne i analityczne kolejnych 7 nowych pochodnych
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katynonu, wsérod ktorych znalazly si¢ pochodne o-PVP, jak MPHP (4-Metylo-o-
pirolidynoheksylofenon), a-PHPP (a-Pirolidynoheptanofenon, PV8), a-POP
(o-Pirolidynooktanofenon, PV9), 3,4-Dimetoksy-a-PVP (3,4-Dimetoksy-a-
pirolidynopentiofenon), 4-Fluoro-a-PVP (4-Fluoro-a-pirolidynopentiofenon) oraz inne, jak
a-EAPP (a-Etylaminopentiofenon) i N-Etylo-4-metylopentedron (4-Metylo-a-
etylaminopentiofenon) [27]. Na podstawie przegladu literaturowego mozna zauwazy¢ trend
podstawiania pier§cienia aromatycznego znanych struktur pochodnych katynonu réznego
rodzaju podstawnikami. | tak, kolejnymi scharakteryzowanymi w ostatnim czasie
w literaturze zwigzkami sg 4-Metoksy-a-POP (4-Metoksy-a-pirolidynooktanofenon),
4-Metoksy-a-PHPP (4-Metoksy-a-pirolidynoheptanofenon) oraz 4-Fluoro-a-PHPP (4-Fluoro-
a-pirolidynoheptanofenon) [28]. W pierwszej potowie roku 2015, w literaturze pojawila si¢
pierwsza charakterystyka nowoodkrytych tienylowych pochodnych katynonu, takich jak
a-PBT (a-pirolidynobutiotiofenonu) oraz bromotienylowych pochodnych o-PBT i o-PVT
(o-pirolidynopentiotiofenonu) [29]. W kolejnym roku, swiatowe dane dotyczace pochodnych
katynonu uzupelnione zostaly o 9 nowych zwigzkéow takich jak N-etyloheksedron,
4-Cl-pentedron, 4-CI-EAPP, Propylon, 6-MeO-bk-MDMA, a-PiHP, 4-Cl-a-PHP i 4-F-o-PHP
[30]. W ubieglym roku za$, biblioteke danych analitycznych uzupetniono o heksedron,
4-BEC, 4-CI-PPP, 4-Br-PVP [29] | 4-MPD, F-PHP oraz bk-EPDP [32]. Ponadto, zauwazy¢
mozna tendencj¢ wystepowania mieszanin réznych zwigzkéw w danych produktach.
Zazwyczaj sa to mieszaniny dwu- i trojsktadnikowe, zawierajace nie tylko zwiazki z jednej
grupy pochodnych, ale rowniez kilku réznych np. syntetycznych katynonéow z syntetycznymi
kannabinoidami [28]. W zwiazku z nieznanym mechanizmem dziatania oraz toksycznos$cig
kazdej z nowych substancji psychoaktywnych, ich polaczenie moze wigza¢ si¢ z wzajemnym
synergistycznym dzialaniem, co sprawia, ze produkty takie stajg si¢ wyjatkowo niebezpieczne

dla zdrowia 1 Zycia potencjalnego biorcy.

W Tabeli nr 5 przedstawiono nazwy zwyczajowe, masy czasteczkowe, jony prekursorowe
oraz fragmentacyjne [M+H"] uzyskane w wyniku analizy technika ESI-MS, a takze jony
podstawowe i pozostale uzyskane w wyniku analizy technikg EI-MS najnowszych

pochodnych katynonu tj. opisanych w literaturze w ciggu ostatnich 4 lat.
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Tabela nr 5 Nazwy zwyczajowe, masy czasteczkowe, jony prekursorowe i jony fragmentacyjne

dla jonizacji typu ESI-MS oraz jony podstawowe i pozostate dla jonizacji typu EI-MS najnowszych,

opisanych w ciggu ostatnich 5 lat pochodnych katynonu

Nazwa zwyczajowa Masa Jon prekursorowy oraz Jon podstawowy
czasteczkowa jony fragmentacyjne oraz pozostale
[M+H"] uzyskane technika | uzyskane technika
[Da] LC-ESI-MS" [m/Z] GC-EI-MS [m/z]
Heksedron, 205.15 206, 188, 132, 175, 100, 105, | 100, 77, 69, 44, 58
119,91
HEX
4-Cl-Pentedron 225.10 226, 144, 208, 125, 166, 164, 86, 44
178, 173, 131, 138
4-Metylo-pentedron, 205.15 206, 188, 158, 146, 145, 144, 86
131, 130
4-MPD
a-EAPP 205.30 206 100, 77
N-Etyloheksedron 219.17 220, 130, 202, 146, 91, 158, 114, 105, 58
175
4-CI-EAPP 239.12 240, 158, 164, 125, 180, 138, 100, 58
187, 145, 195, 192
4-Bromoetkatynon, 255.03 256/258, 159, 144, 132 72,44, 185, 155
4-BEC
N-Etylo-4 219.32 220 100, 91
metylpentedron
N-Etylnorpentylon 249.14 250, 202, 189, 232, 175, 203, | 100, 149, 91, 58
149, 173
bk-EPDP 249.14 250, 232, 202, 205, 189, 174, 149, 121
172, 160, 149, 135
Propylon 235.13 236, 188, 146, 218, 175, 160, | 86, 149, 135, 121,

118

44
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6-MeO-bk-MDMA 237.11 238, 190, 175, 58 58, 204, 179
a-PHP 245.36 246, 228, 175 140, 141, 105, 96,
77
a-PiHP 245.19 246, 140, 91, 119 140, 188, 98, 84
a-PHPP, PV8 259.39 260 154, 105, 77
a-POP, PV9 273.41 274 168, 105, 77
4-F-0-PVP 249.32 250 126, 95
4-F-a-PHP 263.18 264, 140, 123, 109, 190, 137 140, 123, 96, 84,
69
4-F-a-PHPP 277.38 278 154, 123, 95
4-F-0-PV9, 291.40 292, 274, 221, 203, 189 168, 169, 123, 110,
IEPOP 95, 84, 55
4-Cl-a-PPP 237.10 238, 167, 185, 139, 98 98, 56, 111, 69
4-Cl-a-PHP 279.15 280, 125, 140, 138, 209 140, 111, 84
4-Br-PVP 309.08 310/312, 160, 126, 168, 131, | 126, 183, 155, 84
183
4-Metoksy-a-PVP 261.36 262 126, 135, 107
4-Metoksy-a-PHPP 289.41 290 154, 135
4-Metoksy-a-POP 303.44 304 168, 135
3,4-Dimetoksy-a-PVP 291.39 292 126, 137, 165
Tiotinon 169.24 170 58, 83, 111
a-PBT 223.33 224 -
5-Br-a-PBT
4-Br-o-PBT 302.23 302/304 112
3-Br-a-PBT
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5-Br-a-PVT
4-Br-o-PVT

3-Br-a-PVT

4,5-Br-a-PVT

316.26
316.26

316.26

395.15

316/318
316/318

316/318

393/395

126, 189, 191
126, 189, 191

126, 189, 191

126, 267, 269, 271
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3. Techniki instrumentalne wykorzystywane do identyfikacji substancji
psychoaktywnych

Stale poszerzajacy si¢ o nowe zwiazki rynek pseudonarkotykowy, staje si¢ wyzwaniem
analitycznym w kontekscie ich charakterystyki fizykochemicznej oraz identyfikacji
w materiale biologicznym. Oprécz pierwszego, kluczowego etapu, jakim jest przygotowanie
probek do analizy, istotne sg techniki analityczne wykorzystywane do oceny ich sktadu.
Rozwdj i doskonalenie technik chromatograficznych i spektroskopowych oraz wprowadzanie
aparatury zdolnej do identyfikacji setek zwigzkéw w stezeniach nanomolowych, moze
przyczyni¢ si¢ do poszerzenia zakresu badan toksykologicznych w kierunku obecno$ci nie
tylko wszystkich znanych 1 stale zmieniajacych si¢ czasteczek, ale rowniez ich metabolitow.
Kazda ze stosowanych technik ma swoje mozliwosci 1 zalety, jak rdéwniez pewne
ograniczenia. Potaczenie ich jednak, daje skuteczne narzedzie do identyfikacji i analizy
ilosciowej tak materialu rzeczowego, jak i biologicznego. W przypadku syntetycznych
katynonow, najczeSciej stosowanymi technikami sa chromatografia gazowa (GC) oraz

chromatografia cieczowa (LC) sprz¢zone z réznymi technikami spektroskopowymi.

3.1 Chromatografia gazowa sprze¢zona ze spektrometria mas (GC-MS)

Chromatografia gazowa sprze¢zona ze spektrometrig mas (GC-MS) to obok chromatografii
cieczowe] sprzgzonej z detektorem masowym najczesciej wykorzystywana technika
w analizie toksykologicznej. Wiele zwigzkow psychoaktywnych, w tym katynonow, moze
by¢ identyfikowana tg technikg ze wzgledu na ich wlasciwosci lotne [34 - 40]. Dodatkowo,
sam czas trwania analizy jest stosunkowo krotki [36]. W przypadku techniki GC-MS spotyka
si¢ wykorzystanie jonizacji chemicznej (CI) [36], zdecydowana wigkszos¢ jednak stanowig
analizy oparte na jonizacji typu elektron - impakt (EI) [34 - 38]. W trybie dodatnim GC-MS
widma masowe syntetycznych katynondéw sg bardzo proste i widoczne sg na nich piki bazowe
pochodzace od sygnatéw jonéw iminowych, co de facto sprawia, ze identyfikacja roznych
pochodnych staje si¢ do$¢ trudna. Rozszerzenie technik oznaczania o inne rdéznego rodzaju
detekcje np. tandemowsa spektroskopi¢ mas, ktora dostarcza wiecej informacji o strukturze

czasteczki, pomaga w skutecznej identyfikacji. W roku 2012 opisana zostata procedura
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postepowania analitycznego w przypadku oznaczania syntetycznych katynonoéw technika GC-
EI-MS [35]. Jezeli, jak wspomniano wyzej, na spektrum masowym pojawi si¢ pik
molekularny odpowiadajacy jonowi iminowemu (m/z = 16 + 14n, gdzie n = 1, 2, 3 itd.) mozna
przypuszczaé, iz w analizowanej probce znajduje si¢ katynon o tancuchu prostym. Jezeli
z kolei na widmie masowym obecny bedzie pik odpowiadajacy jonowi pirolidynowemu
(m/z = 70 + 14 n, gdzie n = 1, 2, 3 itd.), substancjg identyfikowang begdzie katynon
Z ugrupowaniem pirolidynowym. W zwigzku z mozliwoécia wystgpowania wielu
regioizomeréw roéznych pochodnych katynonu, istotne jest okreslenie dlugosci tancucha
alkilowego oraz rodzaju podstawienia go, lub odpowiednio podstawienia w pierScieniu
aromatycznym. Dla niepodstawionych pierScieni zaobserwowano wystgpowanie jonow
fragmentacyjnych m/z = 70 i m/z = 105 oraz m/z = 91 1 m/z = 119 dla pierScienia
metylofenylowego, a takze m/z = 121 1 m/z = 149 dla pierScieni podstawionych grupa
metylenodioksylowa. Technika GC-EI-MS jest szybka do wykonania, niemniej, mozliwo$¢
fragmentacji w identyczny sposob niektorych izomerow oraz niska intensywno$¢ jondw
molekularnych w jonizacji typu EI stwarza konieczno$¢ postuzenia si¢ innym rodzajem

metody spektrometrii masowej [35].

Wysoce skuteczng technika rozrdznienia pewnych regioizomeréw pochodnych katynonu
jest chromatografia gazowa sprzezona z tandemowa spektrometrig mas GC-EI-MS/MS [43].
Zastosowanie takiego sprzezenia technik pozwala na opracowanie metody fragmentacji jonow
iminowych, ktéra umozliwia wyrazne rozréznienie pochodnych katynonu z tym samym
ugrupowaniem aminoalkilowym. Na przyklad, analiza pentedronu, N-etylobufedronu,
4-metylo-N-dimetylobufedronu i N-etylometkatynonu wykazata, ze wtdrna i trzeciorzgdowa
fragmentacja jonu iminowego sg potrzebne do rdéznicowania i identyfikacji struktur

chemicznych.

3.2 Chromatografia cieczowa sprze¢zona ze spektrometria mas (LC-MS)

Chromatografia cieczowa sprz¢zona z detekcja mas (LC-MS) jest réwnie czgsto
wykorzystywang w laboratoriach toksykologicznych technikg analityczng jak GC-MS, ze
wzgledu na swoja wysoka czutos¢ i1 selektywnos¢. Wiekszo$¢ analiz prowadzona jest
w trybach monitorowania reakcji wielokrotnych tj. multiple reaction monitoring (MRM) oraz

monitorowania wybranych reakcji tj. selected reaction monitoring (SRM), a najczgsciej
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spotykanym typem jonizacji jest electrospray (ESI). Dla syntetycznych katynondéw
przeprowadzono wiele analiz wykorzystujacych spektrometric mas w trybie ESI-MS",
podczas ktorych zauwazono charakterystyczne dla nich sposoby fragmentacji jonow
pseudomolekularnych — utrat¢ czasteczki wody z podstawowej struktury zwigzku oraz

charakterystyczne odejScie pierscienia pirolidynowego [44, 45].

Innym przyktadem techniki oznaczania zwigzkoéw wystepujacych w dopalaczach, jest
ultra-wysokosprawna chromatografia cieczowa (UHPLC) sprz¢zona ze spektrometrem
masowym z analizatorem czasu przelotu (TOF — MS) lub réwniez jej odmiana z jednym lub
kilkoma kwadrupolami — UHPLC — QTOF — MS [44]. Stosujac te techniki mozliwa jest
analiza zwigzkow (migdzy innymi pochodnych katynonu) wystepujacych w wielu probkach
W postaci tabletek, kapsutek, proszkéw i suszy roslinnych. Sprawdzaja si¢ one zardwno
w analizie celowanej (,,target analysis™), jak i nie celowanej (,,non-target analysis™), gdzie
kazdy kolejny oznaczony zwigzek traktowany jest jako substancja nieznana. Korzystne
z punktu widzenia metod opartych na QTOF — MS jest to, ze nie ma potrzeby posiadania
referencyjnych standardow w poczatkowej fazie badan, co pozwala na wstepng identyfikacje

oznaczonych zwigzkow.
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I11. Cel pracy

Celami realizowanymi w trakcie niniejszej rozprawy doktorskiej sa:

Opracowanie efektywnych procedur izolacji nowych substancji psychoaktywnych
z matryc proszkowych;

Identyfikacja i charakterystyka fizykochemiczna nowych substancji psychoaktywnych
(NPS) w materiatach rzeczowych w postaci proszkéw metodami chromatograficznymi
i spektroskopowymi (HPLC-MS, GC-MS, MS/MS, *HNMR i ®CNMR);

Identyfikacja i oznaczenie iloSciowe nowych substancji psychoaktywnych (NPS)
w posmiertnym materiale biologicznym pobranym w czasie sekcji zwlok osob, co do
ktorych zachodzi podejrzenie zatrucia dopalaczami;

Utworzenie biblioteki danych analitycznych dotyczacych ukazujacych si¢ na rynku
pseudonarkotykowym najnowszych pochodnych katynonu przy zatozeniu mozliwego
wystepowania ciaglej modyfikacji ich podstawowych struktur, ktéra moze zosta¢
wykorzystywana w laboratoriach sagdowych i kryminalistycznych.
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V. Glosariusz

e DSC (ang. Differential Scanning Calorimetry) skaningowa kalorymetria réoznicowa

e ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) test immunoenzymatyczny

e GC-MS (ang. Gas Chromatography coupled with Mass Spectrometry) chromatografia
gazowa sprzgzona ze spektrometrig mas

e HPLC - (ang. High Performance Liquid Chromatography) wysokosprawna
chromatografia cieczowa

e HPLC-DAD - (ang. High Performance Liquid Chromatography coupled with Diode
Array Detector) wysokosprawna chromatografia cieczowa z detektorem diodowym

e HPLC-MS - (ang. High Performance Liquid Chromatography coupled with Mass
Spectrometry) wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzezona z detektorem
masowym

e HR-MS (ang. High Resolution — Mass Spectrometry) — wysokorozdzielcza
spektrometria mas

e MS/MS — (ang. Tandem Mass Spectrometry) tandemowa spektrometria mas

e 'HNMR - protonowy jadrowy rezonans magnetyczny

e BCNMR- weglowy jadrowy rezonans magnetyczny

e NPS - nowe substancje psychoaktywne

e TGA (ang. Thermogravimetric analysis) analiza termograwimetryczna
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V. Badania wlasne

1. Wykaz stosowanej aparatury i odczynnikow

Wykaz stosowanych odczynnikow:
» aceton — Sigma Aldrich, klasa czystosci: do HPLC i MS,
acetonitryl — Sigma Aldrich, klasa czystosci: do HPLC i MS,
amoniak, roztwor 25% — Sigma Aldrich, klasa czysto$ci: cz. do HPLC,
bufor TRIS - Sigma Aldrich
chlorek metylenu — POCH, klasa czystosci: cz.d.a.,
chloroform — Sigma Aldrich, klasa czystos$ci: cz.d.a.,
heksan — POCH, klasa czystos$ci: cz.d.a.,
kwas mrowkowy, roztwor 0,1 M — Sigma Aldrich, klasa czystosci: cz.d.a.,
kwas octowy, roztwor 80% — POCH, klasa czystosci: cz.d.a.,
metanol — Sigma Aldrich, klasa czystosci: do HPLC i MS,
mrowczan amonu — Sigma Aldrich, klasa czystosci: do HPLC i MS,
octan etylu — POCH, klasa czystosci: cz. do HPLC,
woda dejonizowana (Chromasolv) — Sigma Aldrich,

Testy immunoenzymatyczne ELISA — Neogen

YV V.V V V V V V VYV V V V V V

Roztwory wzorcow a-PHP, 4F-PV9, a-propyloaminopentiofenone - CaymanChem

Wykaz stosowanej aparatury:

» Waga analityczna RadWag, czutos$¢ 0,0001 g,

» Ultrasprawny chromatograf cieczowy Dionex Ultimate 3000 (Dionex),

» Spektrometr masowy ze zrodtem jonizacji typu elektrosprej Thermo LCDecaXP Plus
(Thermo Scientific),

» Spektrometr masowy TSQ Endura (Thermo Scientific),

» Oprogramowanie do obstugi chromatografu i spektrometru: Xcalibur v 4.0 oraz
LCQTune (Thermo Scientific)

» Chromatograf gazowy Trace 1310 (Thermo Scientific)

» Spektrometr masowy TSQ 3000 (Thermo Scientific)
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» Magnetyczny rezonans jagdrowy NMR — UltraShield 400 MHz (Bruker)
» TGA —analizator TGA/DSC; Mettler Toledo (Mettler Toledo)

» DSC — aparat TA-DSC 2010 (TA Instruments)

» Spektrometr UV-VIS — Perkin Elmer Spektrum One (Perkin Elmer)

2. Material do badan

Materiatem wykorzystywanym do badan realizowanych w ramach pracy doktorskiej sg
dowody rzeczowe zabezpieczane przez Policje, Prokuratur¢ oraz Stacje Sanitarno-
Epidemiologiczne, jak réwniez material biologiczny pobrany posmiertnie od osob, ktore

zazylty badz przedawkowaty nowe substancje psychoaktywne.

3. ldentyfikacja nowych pochodnych katynonu a-PHP i 4F-PV9

3.1 Material do badan

Materiat poddawany analizie stanowily dwa dowody rzeczowe w postaci proszkow
zabezpieczonych przez organy Scigania na terenie wojewodztwa $laskiego pod koniec 2014
roku 1 przekazane do analizy toksykologicznej. Jeden z nich stanowit jednolity, bladorézowy
proszek — probke oznaczono nr 1, drugi - zbrylony bezowy proszek — oznaczono jako probke

nr 2.

3.2 Przygotowanie prob do analizy

Celem opracowania efektywnej procedury ekstrakcji substancji psychoaktywnych
z matrycy proszkowej probki poddano probie rozpuszczalnikowej. W tym celu odwazono dla
kazdego z proszku 7 probek po 10 mg kazda i poddano probie rozpuszczalnosci w 1 ml
nastepujacych rozpuszczalnikow: aceton, woda dejonizowana, metanol, chlorek metylenu,
heksan, acetonitryl oraz mieszanina acetonitryl — metanol (50 : 50, v/v). Kazdg z prob
poddawano dziataniu ultradzwigkdw przez okres 10 minut i odwirowywano. Nastepnie

wszystkie probki rozcienczono pobierajac 10 pl kazdej i dodawano 990 pl poszczegoélnych
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rozpuszczalnikow — wyjatek: probki rozpuszczone poczatkowo w mieszaninie acetonitryl —
metanol rozcienczono mieszaning acetonitryl — woda (20 : 80, v/v). Tak przygotowane
ekstrakty przeniesiono w ilosci po 150 ul do szklanych insertow i poddano analizie technika
wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprz¢zonej ze spektrometrig mas (HPLC-MS). Na
podstawie otrzymanych chromatogramow i ich porownania ustalono, ze najefektywniejsza
metoda izolacji substancji jest roztworzenie w mieszaninie acetonitryl — metanol (50 : 50,
v/v), a nastepnie rozcienczenie w mieszaninie acetonitryl — woda (20 : 80, v/v). Otrzymane
w ten sposob ekstrakty analizowano rowniez technikg chromatografii gazowej sprz¢zonej ze
spektrometria mas (GC-MS), wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprz¢zonej
z detektorem UV-VIS (HPLC-DAD) oraz technikg tandemowej spektrometrii mas w trybie
bezposredniego nastrzyku do detektora (ESI-MS").

W celu przeprowadzenia analizy technika 'HNMR oraz *CNMR po 10 mg kazdego
z proszkéw roztwarzano w 0,6 ml deuterowanego chloroformu. Do analizy UV-VIS, 10 mg
proby roztwarzano w 1 ml metanolu. Analiza TGA i DSC byta przeprowadzana bez

wcezesniejszego przygotowania analizowanych materiatow w postaci proszkow.

3.3 Metodyka badan

3.3.1 Wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometria mas
(HPLC-MS) i detektorem diodowym (HPLC-DAD)

Do analizy technikag wysokosprawnej chromatografii cieczowej wykorzystano
kolumne Hypersil RP C18 (150 x 4,6 mm, Thermo Scientific). Faz¢ ruchomg stanowita
mieszanina odczynnika A (0,02 M wodny roztwor kwasu mrowkowego 1 0,05 M roztwor
wodny mréwczanu amonu) oraz odczynnika B (10 % roztworu A 1 90% acetonitrylu). Analiza
byta prowadzona w nast¢pujagcym przeptywie gradientowym - 0—2 min, 95 % (A) + 5 % (B);
2-30 min, 30 % (A)+70% (B); 30-32 min, 30 % (A)+70% (B); 32-40 min, stosunek
objetosciowy wracat do wyjsciowego tj. 95 % (A) +5% (B). Przepltyw fazy ruchome;j
wynosil 100 pl/min. Zrédtem jonizacji analitow byt elektrosprej w trybie jonizacji dodatniej
(ESI(+)-MS). Temperatura zrodta jonizacji wynosita 250 °C, gazem no$nym i do jonizacji

byly odpowiednio azot i hel.
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3.3.2 Chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometria mas (GC-MS)

Analiza GC-MS prowadzona byta z zastosowaniem kolumny Rxi®-5Sil MS (Restek,
Bellefonte, PA, USA) w nastgpujacych warunkach: temperatura injektora, 260 °C;
temperatura pieca, 100 °C przez 2 min, nast¢pnie wzrost o 20 °C/min do 260 °C; hel jako gaz
nosny przy przeptywie 1,2 ml/min; temperatura zrodta spektrometru masowego, 250 °C;

objetos¢ nastrzyku, 1 pl.

Otrzymane widma masowe W jonizacji typy elektron impakt (EI) poréwnywane byly
z biblioteka widm masowych EI Cayman Chemical (2015) Cayman spectra library [44].

3.3.3 Tandemowa spektrometria mas MS"

Zrodlem jonizacji analitow byt elektrosprej. Fragmentancje ESI-MS? oraz ESI-MS®
jonéw prowadzono w trybie dodatnim (ESI(+)-MS) w zakresie monitorowania wartosci od
m/z 50 — m/z 500. Temperatura zroédta wynosita 250 °C, energia kolizji w zakresie od 15 —

45%, gaz nos$ny stanowit azot, gaz jonizujacy — hel, przeptyw analitu 8 pl/min.

3.3.4 Analiza termograwimetryczna (TGA) oraz skaningowa kalorymetria
roznicowa (DSC)

Analiza prowadzona byla przy szybkosci ogrzewania 10 °C/min w Strumieniu azotu
(60 cm®min). Analiza DSC prowadzona byla réwniez w strumieniu azotu, z zastosowaniem
aluminiowych probowek, w zakresie temperaturowym od —70 °C do temperatury catkowitego

stopnienia.
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3.4 Wyniki badan dla pochodnej 4F-PV9

3.4.1 Wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometria mas
(HPLC-MS)

W wyniku przeprowadzonej analizy ekstraktu nr 1 otrzymano chromatogram
z widocznym pikiem przy czasie retencji rownym 25,27 min. Na chromatogramie nie
zaobserwowano innych pikow, co wskazywato na duza czysto$¢ analizowanego proszku.
Rys.5. przedstawia chromatogram (a) sprzezony ze spektrum masowym (b), na ktérym
omawianemu pikowi odpowiada jeden intensywny jon o wartosci m/z rownej 292,19.
W zwiazku z tym, ze omawiany jon pseudomolekularny jest jonem protonowanym [M+H"],

masa czasteczkowa analizowanego zwigzku rowna jest 291,19 Da.
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Rys. 5. Chromatogram (a) i widmo masowe (b) uzyskane w wyniku przeprowadzonej analizy technika

chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas proby nr 1

3.4.2 Tandemowa spektrometria mas MS"

Jon molekularny o wartosci 292 m/z [M*+H"] zostal poddany fragmentacji MS/MS
oraz MS/MS/MS w trybie jonizacji dodatniej. Widmo masowe MS? jonu o wartosci 292 m/z
(Rys. 6a.) przedstawia jon fragmentacyjny o warto$ci 274 m/z, ktory sugerowal eliminacje
czasteczki wody [M*+H"-H,0]. Przejécie to jest poznanym wczesniej, charakterystycznym dla
zwiagzkow z grupy katynonu. Jony fragmentacyjne uzyskane w trybie MS?® jonu o wartosci
274 mlz, tj. 221 m/z, 168 m/z, 137 m/z dla ESI-MS/MS oraz 203 m/z i 189 m/z dla ESI-
MS/MS/MS potwierdzaly obecno$¢ w analizowanym zwigzku ugrupowania pirolidynowego
oraz fluorofenylowego (Rys. 6b.). Dla pirolidyno-podstawionych pochodnych katynonu,
obserwuje si¢ rowniez odtaczenie jonu molekularnego o wartosci 71 m/z odpowiadajacego
czasteczce pierscienia pirolidynowego. Piki powstate w wyniku tego odlaczenia sg zazwyczaj
najintensywniejsze, co zostalo zauwazone rowniez podczas masowe] analizy

spektrometrycznej proby nr 1.
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fragmentacjami analizowanego zwiazku
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3.4.3 Chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometria mas (GC-MS)

Kolejng technikg instrumentalng, ktora zostata wykorzystana w celu potwierdzenia
struktury analizowanego w proszku nr 1 zwigzku, byla chromatografia gazowa sprzezona ze
spektrometrig mas. Otrzymane masowe EI-MS poréwnano z bilbiotekg widm CaymanChem
Library [44], co potwierdzitlo obecnos¢ nowej pochodnej katynonu - 4-Fluoro-PV9, ktéra
zostata dodana do niniejszej biblioteki niespelna miesigc wczesniej. Na obu widmach
zarowno pik o wartosci m/z 168 wystepuje jako bazowy, jak i piki o wartosciach m/z 169,
123, 110, 95, 84 i 55 jako fragmentacyjne (Rys. 7.).
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Rys. 7. Widmo masowe GC-EI-MS zwigzku 4F-PV9 wraz z proponowang fragmentacja struktury

czasteczkowe;j.
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Na tym etapie identyfikacji, potwierdzone byto, ze w analizowanym proszku nr 1
znajdowata si¢ nowa pochodna katynonu tj. Fluoro — PV9, natomiast koniecznym do ustalenia
bylo, w jakiej pozycji pierscienia aromatycznego wystepowat podstawnik fluorowy, poniewaz
wiadomym jest, ze regioizomery dajg takie same, badz bardzo podobne widma masowe typu

EI-MS.

3.4.4 Protonowy i weglowy jadrowy rezonans magnetyczny (NMR)

Celem ostatecznego ustalenia potozenia atomu fluoru w pierscieniu aromatycznym
czasteczki Fluoro-PV9 wykonano analize proszku nr 1 technikg protonowego oraz

weglowego jadrowego rezonansu magnetycznego.

W rezultacie uzyskano dane potwierdzajace przewidywana strukture zwiazku oraz
informacj¢ o obecnosci atomu fluoru w pozycji para pierScienia aromatycznego. W widmie
NMR w zakresie aromatycznym widoczne sa dwie grupy sygnatéw $wiadczace o obecnosci
atomu fluoru w pozycji 4 pierScienia fenylowego. Ze wzgledu na oddziatywania protonow
z fluorem zamiast klasycznego uktadu sygnaléw tj. dubletéw od kazdej grupy rownocennych
protonéw zaobserwowano dwa multiplety. Sprzg¢zenia z fluorem widoczne byty rowniez
w widmie weglowym, gdzie sygnaly wegli 14 oraz 13 i 15 rozszczepiane sg na dublety.
W Tabeli nr 6. przedstawiono dane uzyskane technikg protonowego i weglowego jadrowego
rezonansu magnetycznego dla probki nr 1. W zwiazku z tym, Ze badana substancja
wystepowata w postaci chlorowodorku, w widmie przy 6= 11,95 ppm obecny jest sygnat

pochodzacy od protonu czwartorzegdowej grupy pirolidynowe;.

Tabela nr 6 Wartosci przesunig¢ chemicznych uzyskanych w wyniku analizy probki nr 1

technikami protonowego i jadrowego rezonansu magnetycznego.

Pozycja atomu
W czasteczce

e . . 1
Przesuniecia chemiczne (°C)

Przesuniecia chemiczne (‘HNMR)

[ppm] [ppm]
1 195,20 -
2 64,87 5,50 (dt, 1H)
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3 31,13 2,08 (m, 2H)
4567 30,82; 29,11; 25,52; 22,36 1,15-1,35 (m, 8H)
8 13,85 0,79 (t, 3H)
9 52,72 3,12 (m, 1H); 3,86 (m, 1H)
10, 11 23,85; 23,66 2,18 (m, 4H)
12 51,23 3,69 (m, 2H)
13,15 116,51; 116,53 7,22 (m, 2H)
14 165,53; 168,10 -
16, 18 131,88; 131,93; 131,96 8,13 (m, 2H)
17 131,79 -

Rys. 8. Struktura 4-Fluoro-PV9 wraz z numeracjg atoméw wegla w czasteczce

3.4.5 Chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometria UV-VIS (HPLC-DAD)

Dla uzupehienia danych fizykochemicznych, charakterystyka zidentyfikowanego
zwigzku 4-Fluoro-PV9 zostata poszerzona migdzy innymi o spektrometrie UV-VIS. Widma
uzyskane w wyniku analizy technika HPLC-DAD oraz UV-VIS wskazywaly maksimum
absorpcji przy dtugosci fali 206 nm i 253 nm. Brak pikow pochodzacych od zanieczyszczen,
wskazywaty podobnie jak chromatogram uzyskany technika chromatografii cieczowej na

wysoka czystos¢ zwigzku w analizowanym materiale (Rys. 9.).
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Rys. 9. Widmo absorpcji UV-VIS dla probki nr 1.

3.4.6 Analiza termograwimetryczna (TGA) oraz skaningowa kalorymetria
réznicowa (DSC)

Widmo uzyskane w wyniku analizy termograwimetrycznej wskazalo na duzg czystos$c
analizowanej proby. Na spektrum TGA widoczne jest tylko jedno glowne przejscie
odpowiadajace jego rozpadowi przy temperaturze 259 °C (Rys. 10.). Temperatura topnienia

wyznaczona przy zastosowaniu techniki DSC wynosita 144 °C.
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Rys. 10. Widmo TGA dla préby nr 1
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3.5 Wyniki badan dla pochodnej katynonu a-PHP

3.5.1 Wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometria mas
(HPLC-MS)

W wyniku przeprowadzonej analizy ekstraktu nr 2 uzyskano chromatogram
z widocznym pikiem przy czasie retencji 18,58 min. Dodatkowo, na chromatogramie nie
zaobserwowano innych pikow, co wskazywalo na duzg czysto$¢ analizowanego proszku.
Rys. 11. przedstawia chromatogram (@) sprz¢zony z widmem masowym (b), na ktoérym
omawianemu pikowi odpowiada jeden intensywny jon o wartosci m/z rownej 246,19.
W zwigzku z tym, ze omawiany jon pseudomolekularny jest jonem protonowanym [M+H"],

masa czasteczkowa analizowanego zwigzku rowna jest 245,19 Da.
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Rys. 11. Chromatogram (a) i widmo masowe (b) uzyskane w wyniku przeprowadzonej analizy technika

chromatografii cieczowej sprz¢zonej ze spektrometrig mas proby nr 2

3.5.2 Tandemowa spektrometria mas MS"

Jon molekularny o wartoéci 246 m/z [M*+H"] zostat poddany fragmentacji MS/MS
oraz MS/MS/MS w trybie jonizacji dodatniej. Widmo masowe MS? jonu o wartosci 242 m/z
(Rys. 12.) przedstawia jon fragmentacyjny o wartosci 228 m/z, ktory sugerowat eliminacje
czasteczki wody [M*+H"-H,0]. Przejscie to, jak oméwiono wczesniej jest dobrze poznanym,
charakterystycznym dla zwiazku z grupy katynonu, co sugerowato obecnos¢ w analizowanej
probie nr 2 takiej substancji. Jon fragmentacyjny o wartosci 175 m/z odpowiadat odejsciu od
pierwotnej struktury ugrupowania pirolidynowego. Wybranie jonu 175 m/z jako gléwnego
w trybie MS® dato jony fragmentacyjne o warto§ciach m/z 147, 133, 119 oraz 105, ktore to

odpowiadaly zaproponowanej potencjalnej strukturze analizowanego zwigzku.
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Rys. 12. Widmo masowe ESI-MS proby nr 2 w trybie MS? (a) oraz MS® (b) wraz z proponowanymi

fragmentacjami analizowanego zwiazku
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3.5.3 Chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometria mas (GC-MS)

Kolejng technikg analizy instrumentalnej, ktéra zostala wykorzystana w celu
potwierdzenia struktury analizowanego w probce nr 2 zwigzku, byta chromatografia gazowa
sprzgzona ze spektrometria mas. Uzyskane w jej wyniku spectrum masowe EI-MS
porownano z Dbilbioteckg widm CaymanChem Library, co potwierdzilo obecnosé
podejrzewanej pochodnej katynonu - a-PHP. Na obu widmach zaréwno pik o wartosci m/z
140 wystgpuje jako bazowy, jak 1 piki o wartosciach m/z 105, 96, 77 jako jony
fragmentacyjne (Rys. 13.).
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Rys. 13. Widmo masowe GC-EI-MS zwigzku a-PHP wraz z proponowang fragmentacja struktury czasteczkowej
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3.5.4 Protonowy i weglowy jadrowy rezonans magnetyczny (NMR)

Celem potwierdzenia obecnosci w analizowanej probce nr 2 przypuszczanego zwigzku

przeprowadzono jego analize technikg protonowego oraz weglowego jadrowego rezonansu

magnetycznego, w rezultacie ktorej uzyskano dane potwierdzajace przewidywang strukturg

chemiczna. Tabela nr 7 przedstawia wyniki analizy ‘HNMR i **CNMR probki nr 2. Podobnie,

jak w przypadku probki 1, badana substancja wystepowata w postaci chlorowodorku

w zwigzku z czym w widmie przy o= 12,65 ppm obecny jest sygnat pochodzacy od protonu

czwartorzedowej grupy pirolidynowe;.

Tabela nr 7 Wartosci przesunig¢ chemicznych uzyskanych w wyniku analizy proby nr 2

technikami protonowego i jadrowego rezonansu magnetycznego.

Pozycja atomu w czgsteczce

— : 13
Przesunigcie chemiczne (~°C)

Przesuniecie chemiczne (‘H)

[ppm] [ppm]
1 196,78 -
2 62,87 5,15 (dt, 1H)
3 30,62 2,03 (m, 2H)
4,5 27,93; 22,50 1,33 (m, 4H)
6 13,48 0,84 (t, 3H)
7 52,90 2,83 (m, 1H); 3,68 (m, 1H)
8,9 23,93; 23,71 2,21 (m, 4H)
10 49,51 3,84 (m, 2H)
11,13 129,43 7,58 (1, 2H)
12 135,16 773 (t, 1H)
14,16 128,62 7,98 (d, 2H)
15 135,75 -
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Rys. 14. Struktura a-PHP wraz z numeracjg atoméw wegla w czasteczee

3.5.5 Chromatografia cieczowa ze spektrometria UV-VIS (HPLC-DAD)

Dla uzupehlienia danych fizykochemicznych, charakterystyka zidentyfikowanego
zwigzku a-PHP zostata poszerzona o spektrometri¢ UV-VIS. Widma uzyskane w wyniku
analizy technika HPLC-DAD oraz UV-VIS wskazywaly maksimum absorpcji przy dlugosci
fali 207 nm i 251 nm. Brak pikéw pochodzacych od zanieczyszczen, wskazywaty podobnie

jak chromatogram na wysoka czysto$¢ zwigzku w analizowanym materiale (Rys. 15.).
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Rys. 15. Spektrum absorpcji UV-VIS dla probki nr 2
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3.5.6 Analiza termograwimetryczna (TGA) oraz skaningowa kalorymetria
roznicowa (DSC)

Widmo uzyskane w wyniku analizy termograwimetrycznej wskazato na duza czystos¢
analizowanej proby. Na spektrum TGA widoczne jest tylko jedno gloéwne przejscie

odpowiadajace jego rozpadowi przy temperaturze 250 °C (Rys. 16.). Temperatura topnienia

wyznaczona przy zastosowaniu techniki DSC wynosita 65 °C.
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Rys. 17. Widmo TGA dla probki nr 2
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4. Opracowanie widm masowych technika EI-MS oraz ESI-MS" na potrzeby
utworzenia biblioteki danych analitycznych dla najnowszych pochodnych
katynonu

4.1 Wstep

W celu realizacji jednego z celow niniejszej pracy tj. utworzenia biblioteki danych
analitycznych dotyczacych najnowszych pochodnych katynonu, ktéra moze by¢
wykorzystywana nastepnie przez laboratoria sagdowe i kryminalistyczne w toku analiz
toksykologicznych, przeprowadzitam analizy technikami spektroskopii masowej typu ESI-
MS oraz EI-MS 15 najnowszych dopalaczy tej grupy dostepnych na pseudonarkotykowym
rynku Polski. Ponizej zaprezentowane zostang widma masowe wraz Z proponowanymi

fragmentacjami struktur chemicznych wszystkich poddanych analizie substanciji.
4.2 Material do badan
Material do badan stanowily zabezpieczone przez funkcjonariuszy Policji, Prokuratury

oraz Stacje Sanitarno — Epidemiologiczne na terenie Polski w latach 2015 — 2018 proszki

przekazywane do analizy toksykologicznej.

4.3 Przygotowanie prob do analizy

Wszystkie  poddane  analizie chromatograficznej 1 spektroskopowej — proby,
przygotowywane byly do analizy wedtug procedury ekstrakcji, opracowanej na potrzeby

niniejszej pracy i opisanej w podrozdziale 2.1.
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4.4 Metodyka badan

4.4.1 Tandemowa spektrometria mas ESI-MS"

Zrédlem jonizacji analitow byt elektrosprej w trybie jonizacji dodatniej (ESI(+)-MS),
stosowano bezposredni nastrzyk do detektora. Temperatura zrodta jonizacji wynosita 250 °C,
gazem noénym i do jonizacji byly odpowiednio azot i hel. Fragmentacje ESI-MS? oraz ESI-
MS?® jonéw prowadzono w zakresie monitorowania wartosci od m/z 50 — m/z 500, stosujac

energi¢ kolizji w zakresie od 20 do 40%, przeptyw 8 pl/min.

4.4.2 Chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometria mas (GC/MS)

Analiza GC-EI/MS prowadzona byta z zastosowaniem kolumny Rxi®-5Sil MS 15 m
(Restek) w nastgpujacych warunkach: temperatura injektora, 260 °C; temperatura pieca,
100 °C przez 2 min, nastgpnie wzrost o 20 °C/min do 260 °C; hel jako gaz no$ny przy
przeptywie 1,5 ml/min; temperatura zrodta spektrometru masowego, 250 °C; objetosé
nastrzyku, 1 pl.

Otrzymane widma masowe w jonizacji typu elektron impakt (EI) poréwnywane byly
z bibliotekg widm masowych EI Cayman Chemical (2015 - 2018) Cayman spectra library
[44].

4.5 Wyniki badan
45.1 Tandemowa spektrometria mas ESI-MS"
Wszystkie otrzymane w wyniku analizy technika bezposredniego nastrzyku do detektora

mas widma masowe oraz proponowane fragmentacje poszczegélnych czasteczek,

przedstawione zostaja na ponizszych rysunkach.

50



[N
g o

o

79.07

91.00

‘ 95.00
L4 ‘

118.87

107.00

129.13 154.20

| » ﬂ 146.73 ﬂ 170.93
T VR Y o T Y

189.00

242.07

240.73 h24287 )
(ARAR RANAN LA ALY RARM

260.07

257.93

T
80

100

260 m/z

! e
LA Y B R L A LA A RARA EARR MMM SR RAR

120 140 160

“HN

MS?

O

242 m/z

189 m/z

119 m/z

CH,*

240

E

T
260

Rys. 18a. Widmo ESI-MS? czasteczki PV8 wraz z proponowang fragmentacjg jej struktury

T
280

51

1
300



119.00

753 91.00

E 107.07

153 104.93

E 94.80

|

o «
vl
~
4=
o

E S
f——

133.07

170.87

146.80

189.07

|

143.27 10087 | e
T \ﬁwlw T ‘\l\ \*\l'\ T \18%53\ T

! e
60 80 100 120

171 m/z
MS3

91 m/z

Rys. 18b. Widmo ESI-MS?® czgsteczki PV8 wraz z proponowang fragmentacja jej struktury

T
140 160 180 200 220
m/z

T
240

CH,*

119 m/z

Ms3

189 m/z

MS3

133 m/z

CH*

T
260

T
280

52

1
300



180.00

[N
o

145.27 167.00

| 145.67 /\ 17853 | | 180,03 192.33
B R A Ly L i L e L L L L L L R ] A ] A Ly s A Ly Lo L R M ey Ly e Ly L LA L] L LA L L) Lt A Ay LAy A Ly e L] Ly i AAad Ly L Aiad L Ml M A g Mkl A ke it e g |

60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
m/z

o

o

H*
N

X X

Cl
180 m/z

H+
Cl
198 m/z
145 m/z

NH,*

X

167 m/z

Rys. 19a. Widmo ESI-MS? czasteczki 4-CMC wraz z proponowang fragmentacja jej struktury

53



3 5547

102.73

[N
g o

55.80 103.13

o

132.00

139.00

139.67

167.33

167.67

60 70 80 90 100 110

Cl
180 m/z

Rys. 19b. Widmo ESI-MS?® czgsteczki 4-CMC wraz z proponowang fragmentacjg jej struktury

120
m/z

T
130

Cl

140

150

160 170

X

132 m/z

167 m/z

139 m/z

180

NH,*

NH,*

190

54

1
200



126.07

651 166.85

303 96.93
257

‘ | 138.91

[N
o

. 168.92

69.92 r\ 154.08 220,01

), 7252 8695 | 110,84 124.08 || 13585 [|139.51 | 154.88 ‘]J 169.65 194.93 200.70 220.0
1 f

HH\H\'\\HH\HHM\H\\TM\HH\HH\HH\\ T T T T T [ T T T T [T T T T [T T T T T T T T [T T T T[T T T T [ TTTT]
70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
m/z

o

o

. <

S *HN

\ | e

238 m/z

167 m/z

/ CH2+
126 m/z

Rys. 20a. Widmo ESI-MS? czasteczki a-PVT wraz z proponowana fragmentacja jej struktury

55



b 97.00

E 139.00

25 82.93

155 133.00

124.93

|| 97.93 | | 139.60
T T T T T T T

o o
vl

T T T T T
60 80 100 120 140 160
m/z

— |
167 m/z \ CHy*

139 m/z

Rys. 20b. Widmo ESI-MS? czasteczki a-PVT wraz z proponowang fragmentacja jej struktury

56



146.87

119.00

72.07
57.87 71.47 j\ 72.80 99.87 ) 120.93 128.13 145.67 | | 148.07
L e e e e e e e e B M

T
90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
m/z

o

174 m/z

174.07

o

1
200

(0]
MS?
—_—
CH*

192 m/z

147 m/z

(0]
[ j CH,*

119 m/z

Rys. 21a. Widmo ESI-MS? czasteczki 4-metylo-N,N-dimetylometkatynonu wraz z proponowana fragmentacija
jej struktury




(4]
vl

118.93

129.20

119.60
129.87

e e e e |
70 80

60

147 m/z

90

100

T
110

T T T
120 130
m/z

LE A A Ly )Ll LR Lt LAY A RAad A1 L A At A A At M A A M L B M i |
140 150 160 170 180 190 200

CH,*

119 m/z

Rys. 21b. Widmo ESI-MS? czasteczki 4-metylo-N,N-dimetylometkatynonu wraz z proponowang fragmentacja

jej struktury

58



218.93

355 188.93

E 135.00

3 140.00

(4]
vl

f
160.93 167.73 |
Ay K [

| 149.07
83.87  96.93 117.07 132.93 || 1 220.13 235.60 259.87 272.20
T T T T T T T T T T T T T T

T
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

i |
<O CH* ° X "
o} K 0

189 m/z

1
300

272 m/z
Ms? MS?

*HN

290 m/z

2
MS MS2

+ O
o CH, CH*
< y
o) 219 m/z

135 m/z

Rys. 22a. Widmo ESI-MS? czasteczki 3,4-metylenodioksy-o-PHP wraz z proponowang fragmentacja jej
struktury

59



b 188.87

3 135.00

H
¥

161.07 191.00
133.07 149.40 n 170.80 -
1 bl

L 1 191.40 287.80
LA M MR

o o
vl

T T
80 100 120 140 160 180 200 220
m/z

O

<O
MS3 ©
/ 189 m/z

MS?
o \
o)

CH2+
272 m/z < :©/
O

135 m/z

Rys. 22b. Widmo ESI-MS® czasteczki 3,4-metylenodioksy-a-PHP wraz z proponowang fragmentacja jej
struktury

60



100- a 192.05

E 179.01

|

150.07

o o
vl

109.02
| 122A486 137.23 JA150.60 160.98 179.81 fl 193.05
T T T T T T T T T T T T T T

T
60 80 100 120 140 160 180 200
m/z

192 m/z

o 0

CH*
MS?
—_—
F F
210 m/z 179 m/z

AN

CH,"

F

150 m/z

Rys. 23a. Widmo ESI-MS? czasteczki 4F-PD wraz z proponowang fragmentacjg jej struktury

61



b 150.07

81.33 136.00 162.93 17;-20 192.07
2 2l 4 b Iy

o o
vl

T T T
160 180 200

m/z

192 m/z
150 m/z

Rys. 23b. Widmo ESI-MS?® czasteczki 4F-PD wraz z proponowang fragmentacia jej struktury

CH,"

62



a 202.00

203 175.00

H
¥

119.07 146.13

(4]
[ETIENTENEN
©

1.00
80.87 | 10680 131.00 144,93 [,146.67 175.73 | 203.13
T T T T T T T T T T T T T T T T

T T T
120 140 160 180 200 220
m/z

172.80 200.33
Aaananan T T

o

1
T

T
80 100

\H\/

N~ 202 m/z

MS2

220 m/z 0

CH*

175 m/z

Rys. 24a. Widmo ESI-MS? czasteczki a-EAHP wraz z proponowang fragmentacja jej struktury

63



b 146.01

25 174.08

118.00

[N
o

145.08

132.04 159,91 173.15

o

119.00 | l 147.21 | 160.85 'd\;l.]4.88 \ 211.81
T T T T T T T T T T T T T T T T T

T T T
60 80 100 120 140 160 180 200 220
m/z

N XN

H* 174 m/z
N

XN N
MS3

202 m/z

146 m/z

Rys. 24b. Widmo ESI-MS® czgsteczki a-EAHP wraz z proponowang fragmentacja jej struktury

64



194.
a 94.93

125.00

153.00

[N
o

138.93 166.87

o

o

176.93
84.00 89.00 f127.67 | L | 204.13 21318 223.07 |
LAY RARSE RARA MMM AN AEAR T (a0 o R L R O + T T Hrprrr iy \‘]\ P

T T T
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

/ o)
N*
N CH*
cl o H

248 m/z
195 m/z

MS? MS?

Cl
266 m/z
CHy*

MS2 MS2
CH,*

125 m/z Cl

Cl
153 m/z

Rys. 25a. Widmo ESI-MS? czasteczki 4-Cl-a-PVP wraz z proponowang fragmentacjg jej struktury

65



[N
g o

125.07

152.93

139.07

| Iy

o

60

Cl
195 m/z

T
120

CH*

I 1:‘)’8'?qlﬂ‘tlll

140

MS3

CH,"

Cl
153 m/z

CH,"

Cl
125 m/z

Rys. 25b. Widmo ESI-MS? czasteczki 4-Cl-o-PVP wraz z proponowang fragmentacja jej struktury

66



[N
g o

131.97

160.98

146.08

188.06

o

60 80

206 m/z

118.87
Il
|

120 140

MS2

i 158-—9—2,”\ 161.71
T T T T T

T
160 180
m/z

188 m/z

146 m/z

161 m/z

CHy*

Rys. 26a. Widmo ESI-MS? czasteczki a-EAPP wraz z proponowang fragmentacja jej struktury

CH*

67



1005 bl 146.00

- 160.07

158.93

[N
o

106.13 118.07

o

116.80 129.87 143 97 181.27
) TS | 17313 | 187.80
0 T T T T T e T T [ e e T
60 80 100 120 140 160 180 200 220
m/z

AN Hy'
"
X N\/ Q;/z\;

MS3

T
240

N
188 m/z o
©/\/ X
146 m/z

Rys. 26b1.Widmo ESI-MS? czasteczki a-EAPP wraz z proponowang fragmentacija jej struktury

68



w005 b2 sL07

[N
o

105.07 118.87 132.20

o

90.07

173.80
91.67 . 119.47 | 132.67 174.27
T T T T T T T T T T T

T T
60 80 100 120 140 160 180 200 220
m/z

o

\ NH2+ 132 m/z

MS?3

160 m/z CH,"

91 m/z

Rys. 26b2. Widmo ESI-MS? czasteczki a-EAPP wraz z proponowana fragmentacja jej struktury

69



a 158.07

175.93

149.00 190.00

[N
o

176.73 |
118.80

87.93
73.60 117.53 | 132.07 J| 16067 | 179.40 1\19()‘87 218.47

I ) | L { )
L e O O O ) I |

100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230
m/z

o

o

H+
H N

AN I N

175 m/= Ms? MS?2 190 m/z

MS?2
/ MS?
O
208 m/z \

»
/©/\ ¢ Mg X N\
P .
T .

161 m/z

CH*

) 158 m/z

Rys. 27a. Widmo ESI-MS? czasteczki meksedronu wraz z proponowang fragmentacja jej struktury

O

177 m/z |

70



b 158.07

] 148.93

154 129.00
13213 159.13
148.07 N 160.33 oo oo

ﬁ]\ ﬂ 160.80 | 175.47

L e e e s e e ) e e e e e e B B e
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230
m/z

H
¥

o o
vl

. e
NN NN
MS?

*H,C

175 m/z 158 m/=

Rys. 27b. Widmo ESI-MS? czasteczki meksedronu wraz z proponowang fragmentacja jej struktury

71



a 188.93

20 105.00

103 132.93

5—5 119.07 h 140.20
E 1

171.00
78.67 84.00 ) Am 16?.93
LAY BARAE RARM

) Pl /|, 19907 205.00 24200 260.13
T LRAAR RAARS RARAN RARS LRRARd m s A AR RO A LAy ns AR AR RN (RARAN AL AR RARAD | |RAARY LR AR AALE LALRY ARAS T

I T T
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
m/z

(@]
I
\ CH*
Ms? i

1
300

242 m/z 189 m/=

(0]
2
*HN y

260 m/z

o}

CH2+
/©/ M82 MSZ CH2+

133 m/z

Rys. 28a. Widmo ESI-MS? czasteczki 4-metylo-a-PHP wraz z proponowana fragmentacja jej struktury

72



105.00

503 133.00

147.07 170.87

| n 160.40 “
A ARAM MR A A ety \H‘ ]\‘1 T 1\71?0 T T T T T T T
120 140 160 180 200 220 240 260 280
m/z

o o
vl

1
300

CH,*

105 m/z

+
CH MS?2

CH,"

189 m/z

133 m/z

Rys. 28b. Widmo ESI-MS? czasteczki 4-metylo-a-PHP wraz z proponowang fragmentacija jej struktury

73



[N
ul ~ (o] © o

o o o o o

T T Y A I Y T I A OO A I Y A
QD

D
o

Relative Abundance

40

30

20

10

194

167.02
|

04

211.90

Cl

212 m/z

138.94

T
140

MS?

179.13
ARRLARRE AR R
180
m/z

160

Cl

220

H+
SN NV

194 m/z

T
260

Rys. 29a. Widmo ESI-MS? czasteczki 4-CEC wraz z proponowana fragmentacja jej struktury

e
280

74

oy
300



100 — 194.02
90 |
80 |
70
] 159.03
8 |
2 607
[ -
© -
c -
3 50
< 7
> 3
2 B
s 40
o -
x ] 166.01
30 7
20
10 |
] 143.91
0l \
[ 11 1] 1 1 1 [ T 1.1 [ T 1 T [ 1 T 1 [ 1 1 T [ T T 1 [ T T T [ T T 1T [ T T T [ T T T [ T T T ]
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
m/z
H+
Nv
X
o 159 m/z
Nv
AN MS3
—_—
Cl
194 m/z
: +
A NHZ
Cl
166 m/z

Rys. 29b. Widmo ESI-MS?® czgsteczki 4-CEC wraz z proponowang fragmentacja jej struktury

75



232.01

1007 4d
90
80 é
70
© 1
2 607
3 =
3 50
<C m
o =
= 40 7
° ] 205.05
x |
30 7
20 -
] 202.37
10
i 100,21 13518 146.78 17509 19027 | |206.53 | 24997
H R R L L I R R R R R LA B B |
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
m/z
e} X NH:/
(e}
232 m/z
O
(@] H2+
N 2 O eV
(e
(@] 205 m/z
250 m/z H*
<O X N%
o) X
202 m/z

Rys. 30a. Widmo ESI-MS? czasteczki N-etylopentylonu wraz z proponowang fragmentacja jej struktury

76



bl 202.09

100 7
90
80
70
© 1
2 60
© -
=} -
c -
3 50
<C m
o 1
g 407
[0) _
a4 ]
30 190.25
20
10 - 232.02
1 174.31
03 82.02 104.87 135.00 160,23 /% | 230.06
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
m/z
.
+ H
0 NH/ N
< N MS3 O X o S
o — < [ <
232 m/. © > ©
= 202 m/z 190 m/z

Rys. 30b1. Widmo ESI-MS? czasteczki N-etylopentylonu wraz z proponowanga fragmentacja jej struktury

b2 174.94

=

o

S
|

90

80

70

60

50

40

Relative Abundance

30

20
135.08

10

147.01 176.82

105.05 119,10 oo 18294 206.52 278.86

I L L L L L L D L L L L L L L L

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
m/z

77



O

(0]
0 NS MS? 0 0 CHy*
SO e L

205 m/z
175 m/z 135 m/z

Rys. 30b2. Widmo ESI-MS? czasteczki N-etylopentylonu wraz z proponowana fragmentacja jej struktury

202.01

100 7 b3

90
80
70
60
50

40

Relative Abundance

30 174.03
20
160.74
10

L0 e e R Mt R ] R A R ] L A Ly M) L L ] My e M s L ] M) ) A s LR M L B I R Y

f l f !
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

[*2]
o

+
) \N% MS3 o) X
@)
I e SORN XaORN
0] o CH;

174 m/z 161 m/=

Rys. 30b3. Widmo ESI-MS? czasteczki N-etylopentylonu wraz z proponowana fragmentacija jej struktury

78



200 202.97
90
80
70 o
© 1
2 60
© -
© -
c -
3 50
< -
@ ] 126.08
E 407
[} -
@ |
30
20
10 274.14
] 133.07 14703 174.94 256.20
0 19605 10589 12377 | | 7% 16020 | |205.10 24388 | ‘
L L L R L B L R B L L) s R L L L L L R R L Ll B L R LAY R RAALE A LA RS LA AR AR AR T
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
m/z
N *HN
o) X
256 m/z
o)
o)
HN MS2 CH*
—_—
o)
o)
203 m/z
274 m/z
/
N
126 m/z

Rys. 31a. Widmo ESI-MS? czasteczki 3-desoxy-3,4-MDPV wraz z proponowang fragmentacja jej struktury

79



bl 133.00

100
90
80 174.90

70

60

50

40

Relative Abundance

30 202.96

20

10

118.94 147.16 161\'12 184.90
18;

T l
60 80 100 120 140 160

T T T T T ]
180 200 220 240 260 280 300

m/z

CH,*

175 m/z
Ms?

CH* —_—

203 m/z

133 m/z

Rys. 31b1.Widmo ESI-MS?® czasteczki 3-desoxy-3,4-MDPV wraz z proponowana fragmentacja jej struktury

80



Relative Abundance

]

Rys. 31b2. Widmo ESI-MS? czasteczki 3-desoxy-3,4-MDPV wraz z proponowang fragmentacja jej struktury

b2 97.89
84.01
T T T T T T [ T T T [ T T T [ T T T [ T T T [ T T T [ T T T [ T T T [ T T T [ T T T ] T T T
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
m/z
N+
K98m/z
MS3
—_—
126 m/z :

N+

84 m/z

81



20211
100

95
90
85
80
75
70
65
60
55
50
45

40

Relative abundance

35
30
25
20
1 175.11
10

5 160.11

0 e et e e B St e e e e
160.1100 160.1105 160.1110 160.1115 175.1100 175.1105 175.1110 175.1115 202.1100 202.1105 202.1110 202.1115

m/z

ZT

N\/\ MS? X \/\

202 m/z
220 m/z

MS3

160 m/z 175 m/z

Rys. 32. Widmo ESI-MS?® czasteczki a-PAPP wraz z proponowang fragmentacja jej struktury

82



45.2 Chromatografia gazowa sprzezona z spektrometria mas (GC-MS)

Wszystkie otrzymane widma masowe po analizie technikg chromatografii gazowej
sprz¢zonej ze spektrometrig mas w trybie jonizacji typu EI oraz proponowane fragmentacje

poszczegolnych czasteczek, przedstawione zostajg na ponizszych rysunkach.
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4.6 Biblioteka danych analitycznych dotyczaca najnowszych pochodnych katynonu

Opierajac  si¢  na  przeprowadzonych analizach  chromatograficznych  oraz
spektroskopowych nowych substancji psychoaktywnych z grupy pochodnych katynonu
zabezpieczanych na polskim rynku pseudonarkotykowym przez organy Scigania w latach
2015 — 2018, w potaczeniu z danymi dostepnymi w literaturze $wiatowej, zebranymi w ciaggu
ostatnich 4 lat, utworzylam bibliotek¢ danych analitycznych dla technik chromatografii
cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas w trybie jonizacji ESI oraz chromatografii
gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas w trybie jonizacji El dla 43 najnowszych zwigzkoéw
z tej grupy. Przedstawiona w Tabeli nr 8 biblioteka wykorzystywana moze by¢ w toku analiz

toksykologicznych przez laboratoria sgdowe oraz kryminalistyczne.

Tabela nr 8 Biblioteka danych analitycznych dotyczacych najnowszych pochodnych katynonu -
nazwy zwyczajowe, masy czasteczkowe, jony prekursorowe i jony fragmentacyjne dla jonizacji typu

ESI-MS oraz jony podstawowe i pozostate dla jonizacji typu EI-MS

Nazwa zwyczajowa Masa Jon prekursorowy oraz Jon podstawowy
czasteczkowa | jony fragmentacyjne oraz pozostale
[M+H'] uzyskane uzyskane technikg
[Da] technika GC-EI-MS [m/z]

LC-ESI-MS"[m/z]

4-metylo-N,N- 191,16 174, 147, 119, 159, 129 72,119,91,70

dimetylometkatynon,

4-MDMC

4-chlorometkatynon, 198.15 198, 180, 167, 145, 139 58, 75, 111, 139

4-CMC

Heksedron, 205.15 206, 188, 132, 175, 100, 100, 77, 69, 44, 58
105, 119, 91

HEX

4-F-Pentedron 209.20 210, 192, 179, 150, 109 | 86, 95, 123, 75, 109,

57
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4-Cl-Pentedron 225.10 226, 144, 208, 125, 166, 86, 44
164, 178, 173, 131, 138
4-Metylo-pentedron, 205.15 206, 188, 158, 146, 145, 86
144,131, 130
4-MPD
a-EAPP 205.30 206, 188, 161, 146, 160, 100, 77, 105, 58
118,91
Meksedron 207.20 208, 190, 176, 158, 149, | 88, 119, 91, 162, 56,
148 65
4-chloroetkatynon, 211.15 212,194, 159, 166, 144, 72,111, 75, 70, 56
131
4-CEC
N-Etyloheksedron 219.17 220, 130, 202, 146, 91, 114, 105, 58
158, 175
a-EAHP 219.25 220, 202, 175, 146, 174, | 114,105, 91, 77,58
146
a-PVT 237.01 238, 167, 126, 139, 97 126, 111, 97, 84, 55
4-CI-EAPP 239.12 240, 158, 164, 125, 180, 100, 58
138, 187, 145, 195, 192
4-Bromoetkatynon, 255.03 256/258, 159, 144, 132 72,44, 185, 155
4-BEC
N-Etyl-4 219.32 220 100, 91
metylpentedron,
4-MEAP
a-PAPP 219.15 220, 202, 175, 160 114,105, 91, 77,58
N-Etylopentylon 249.08 250, 232, 205, 202, 190, 100, 121, 149, 58
175, 135
bk-EPDP 249.14 250, 232, 202, 205, 189, 149, 121
174,172, 160, 149, 135
Propylon 235.13 236, 188, 146, 218, 175, | 86, 149, 135, 121, 44
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160, 118

6-MeO-bk-MDMA 237.11 238, 190, 175, 58 58, 204, 179
a-PHP 245.36 246, 228, 175 140, 141, 105, 96, 77
a-PiHP 245.19 246, 140, 91, 119 140, 188, 98, 84
a-PHPP, PV8 259.39 260 154, 105, 77
a-POP, PV9 273.41 274 168, 105, 77
4-F-0-PVP 249.32 250 126, 95
4-metylo-a-PHP 259.20 260, 189, 105, 133 140, 119, 91, 84, 70
4-F-a-PHP 263.18 264, 140, 123,109, 190, | 140, 123, 96, 84, 69
137
4-F-0-PHPP 277.38 278 154, 123, 95
4-F-0-PV9, 291.40 292,274, 221,203,189 | 168,169, 123, 110,
4-F-0-POP 9, 84,95
4-Cl-q-PPP 237.10 238, 167, 185, 139, 98 98, 56, 111, 69
4-Cl-a-PHP 279.15 280, 125, 140, 138, 209 140, 111, 84
4-Br-0-PVP 309.08 310/312, 160, 126, 168, 126, 183, 155, 84
131, 183
4-Metoksy-o-PVP 261.36 262 126, 135, 107
4-Cl-a-PVP 265.42 266, 195, 125, 153, 248 126, 111, 84, 139
3-desoxy-3,4-MDPV 273.15 274,203,126, 175,133, | 126, 91, 84, 65, 147
98
4-Metoksy-o-PHPP 289.41 290 154,135
3,4-metylenodioksy- 289.40 290, 219, 189, 135, 161, | 140, 149, 121, 84, 96,
a-PHP 147, 133 69
4-Metoksy-o-POP 303.44 304 168, 135
3,4-Dimetoksy-a-PVP 291.39 292 126, 137, 165
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Tiotinon 169.24 170 58, 83, 111
a-PBT 223.33 224

5-Br-a-PBT 302.23 302/304 112
4-Br-a-PBT

3-Br-a-PBT

5-Br-a-PVT 316.26 316/318 126, 189, 191
4-Br-a-PVT

3-Br-a-PVT

4,5-Br-a-PVT 395.15 393/395 126, 267, 269, 271
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5. ldentyfikacja nowej substancji psychoaktywnej z grupy pochodnych
katynonu - a-propyloaminopentiofenonu w materiale rzeczowym oraz
analiza jakosciowa i iloSciowa w posSmiertnym materiale biologicznym

5.1  Wstep

Syntetyczne pochodne katynonu, obok syntetycznych kannabinoidéw s3a obecnie
najpopularniejszymi zwigzkami ws$rod nowych substancji psychoaktywnych (NPS).
Corocznie, w literaturze opisywanych jest kilkanascie nowych substancji z tej grupy,
pojawiajacych sie na pseudonarkotykowym rynku catego §wiata. Wraz z liczebnos$cig nowych
,katynondw” oraz checig wzbogacania doswiadczen wynikajacych z ich zazywania wsréd
konsumentéw, ros$nie liczba przypadkdw zatru¢, w tym $miertelnych. Powodem
przedawkowania jest brak $wiadomosci biorcy o skladzie zazywanego produktu,
a w szczeg6Olnosci o stezeniu substancji psychoaktywnej w nim zawartej, rdwnoczesne

przyjmowanie kilku réznych produktow lub celowe zazycie duzej, wigkszej niz zwykle porcji.

5.2 Material do badan

W niniejszej czesci pracy przedstawiona zostanie analiza toksykologiczna posmiertnego
materiatu biologicznego w postaci ptynow ustrojowych tj. krwi i pltynu z galki ocznej oraz
wycinkow narzadéw wewnetrznych tj. nerki, watroby i mozgu pobranych w czasie sekcji
zwlok mlodej kobiety, u ktorej doszto do zatrucia S$miertelnego nowa substancja
psychoaktywnga. Przy denatce zabezpieczono foliowy woreczek z zawarto$cig bialego
proszku. Materiat ten potraktowany zostaty podczas prowadzonej analizy toksykologicznej

jako material porownawczy.

5.3 Przygotowanie prob materialéw rzeczowych do analizy

Celem przygotowania proby materiatu rzeczowego w postaci proszku do analizy
technikami chromatografii cieczowej oraz gazowej sprzezonych ze spektrometria mas,
przeprowadzono opracowang na potrzeby niniejszej pracy procedur¢ ekstrakcji opisang

w podrozdziale 2.1.
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5.4 Przygotowanie prob materialow biologicznych do analizy

Wstepne badania przesiewowe materiatu biologicznego w postaci krwi przeprowadzono
technika immunoenzymatyczng ELISA w kierunku obecno$ci substancji z grupy
syntetycznych katynondw z przeciwcialami ukierunkowanymi na metkatynon, amfetaming,
trojcykliczne  antydepresanty,  delta-9-tetrahydrokannabinol ~ (delta-9-THC)  oraz
benzodiazepiny. Materiat przygotowywany byl do przeprowadzenia powyzszej analizy
przesiewowej poprzez rozcienczenie 50 pl proby krwi w 200 pl EIA buforu, znajdujacego si¢
w pakiecie odczynnikow do testu ELISA.

Do analizy HPLC-MS substancje aktywne izolowano z materiatu biologicznego technika
ekstrakcji typu ciecz — ciecz. W tym celu do 2 ml krwi oraz 2 ml ptynu z gatki ocznej dodano
po 2 ml roztworu amoniaku o pH = 12 oraz po 4 ml acetonitrylu celem odbialczenia
1 poddano dziataniu ultradzwigkow przez 60 minut. Nastepnie do zawartosci kazdej probowki
dodano 10 ml octanu etylu, wytrzgsano przez 2 h, a nastgpnie mieszaning odwirowano,
zebrano warstwe supernatantu i odparowywano ja w temperaturze pokojowej w strumieniu
azotu do sucha, a pozostalosci przenoszono do 1 ml metanolu. Tak przygotowane proby
przenoszono do szklanych insertow umieszczonych w fiolkach i poddawano analizie.

W przypadku wycinkoéw narzadéw wewnetrznych jak watroba, nerka oraz moézg, pobierano
po 5 gramoéw kazdego z nich, rozdrabniano 1 homogenizowano, a nast¢pnie ekstrahowano
W sposOb opisany powyzej uzywajac nastepujacych objetosci odczynnikow: 10 ml roztworu

amoniaku o pH=12, 10 ml acetonitrylu, 20 ml octanu etylu, 2 ml metanolu.

5.5 Metodyka analizy technikami instrumentalnymi

55.1 Chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometria mas (HPLC-MS)

Do analizy jakos$ciowej 1 ilosciowej technika wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j
wykorzystano chromatograf cieczowy UHPLC Dionex sprzgzony ze spektrometrem
masowym TSQ Endura Thermo Scientific. Zastosowano kolumne RP-MS Accucore,
100x2,1mm (Thermo Scientific). Faz¢ ruchoma stanowita mieszanina odczynnika A (0,02 M

wodny roztwdr kwasu mrowkowego 1 0,05 M roztwor wodny mrowczanu amonu) oraz
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odczynnika B (10 % roztworu A 1 90% acetonitrylu). Analiza byla prowadzona
w przeptywie gradientowym - 0—2 min, 95 % (A) + 5 % (B); 2-30 min, 30 % (A) + 70 % (B);
30-32min, 30% (A)+70% (B); 32-40 min, stosunek obj¢tosciowy powracat do
wyjsciowego tj. 95 % (A) + 5 % (B). Przeptyw fazy ruchomej wynosit 100 pl/min. Zrédtem
jonizacji analitow byl elektrosprej w trybie jonizacji dodatniej (ESI(+)-MS), zakres
monitorowania jonéw od 50 m/z do 500 m/z. Temperatura zrédta wynosita 250 °C, gazem
nosSnym 1 do jonizacji byly odpowiednio azot i argon. Do obstugi chromatografu

1 spektrometru masowego, a takze interpretacji wynikow wykorzystano program Xcalibur 4.0.

55.2 Chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometria mas (GC-MS)

Analiza GC-MS prowadzona na chromatografie gazowym Trace 1310 Thermo Scientific
z kolumna Rxi®-5Sil MS, 15 m, (Restek) sprzezony ze spektrometrem gazowym TSQ
Thermo Scientific. Temperatura injektora, 260 °C; temperatura pieca, 100 °C przez 2 min,
nastgpnie wzrost 0 20 °C/min do 260 °C; hel jako gaz nos$ny przy przeptywie 1,2 ml/min;
temperatura zrodta MS, 250 °C; objeto$¢ nastrzyku 1 pl. Otrzymane widma masowe
w jonizacji typy elektron impakt (EI) porownywane byly z biblioteka widm masowych EI
CaymanChem Library (2017).

5.5.3 Tandemowa spektrometria mas MS"

Zroédtem jonizacji analitow byt elektrosprej. Fragmentancje ESI-MS? oraz ESI-MS® jonow
prowadzono w trybie dodatnim (ESI(+)-MS) w zakresie monitorowania wartosci od m/z 50 —
500. Temperatura zrodta wynosita 250 °C, przeptyw analitu 8 pl/min, energia Kolizji

w zakresie od 20 — 45%, gaz nosny stanowit azot, gaz jonizujacy — hel.

5.5.4 Analiza iloSciowa

Metoda wzorca wewnetrznego

W celu ilosciowego oznaczenia a-propyloaminopentiofenonu w materiale autopsyjnym

zastosowano standardowa metode dodawania. Metoda ta pozwala przezwycigzy¢ efekty
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matrycowe 1 réznice w szybkosciach odzyskiwania [44, 45]. Co wigcej, metoda ta nie
wymaga zadnych probek ludzkich, ktore sa negatywne dla docelowego zwiazku. Zbieranie
czystych probek tkanek ludzkich jest problematyczne ze wzgledow etycznych. Z drugiej
strony, metoda ta moze by¢ stosowana przez podmioty, ktore nie majg mozliwosci pozyskania
probki materialu biologicznego w postaci proby slepej. Celem mozliwo$ci wyznaczania
stezenia a-propyloaminopentiofenonu w poszczegdlnym materiale biologicznym, stworzono
krzywa kalibracji w oparciu siedem stezen roéwnych 20, 50, 100, 200, 500, 1000 i 5000 ng/mL
docelowego zwigzku. Rozne stezenia docelowego zwigzku i ustalone stezenia wzorca
wewnetrznego (1S) tj. pentedronu (CaymanChem) dodano do kazdej porcji tej samej matrycy,
jak opisano wczes$niej. Stezenie, w ktorym prosta krzywej kalibracji przecinata si¢
z pozioma o0sig X stezenia docelowego zwiazku, wykazato istniejagce stezenie docelowego

zwigzku w matrycy.
Efekty matrycy i wskaznik odzysku

W pierwszej kolejnosci, w celu okreslenia efektow matrycy i stopnia odzysku we
wszystkich analizowanych ptynach 1 tkankach, st¢zenie docelowego zwigzku w kazdej
matrycy mierzono standardowa metoda dodawania wzorca. Nastepnie, przygotowalam
metanolowy roztwoér certyfikowanego wzorca a-propyloaminopentiofenonu w stezeniu,
jakiego mozna bylo oczekiwaé w ostatecznie rekonstytuowanym roztworze metanolu,
zakladajac, ze odzysk ekstrakcji docelowego zwiazku wynosit 100% dla kazdej matrycy.
Kazda matryca zostata przygotowana wedlug opisanej w podrozdziale 4.3 procedury
z dodaniem wzorca wewngetrznego W pierwszym etapie. W ostatnim za$, 1 ml (dla ptynu
ustrojowego) i 2 ml (dla tkanek statych) czystego metanolu dodano i zmieszano w celu
roztworzenia pozostatosci ekstraktu probki po odparowaniu. Ponadto 1 ml lub 2 ml
powyzszych roztworow metanolu zawierajacych koncowe stezenie 100% odzysku
a-propyloaminopentiofenonu dodano do innej pozostato$ci ekstraktu probki i zmieszano.
Wobec powyzszego, ostatecznie otrzymano trzy rodzaje gotowych do nastrzyku roztworow
metanolu. Pierwszy, uzyskany z probki po rekonstytucji czystym metanolem oznaczono jako
B (za pomoca powierzchni piku); ten otrzymany po rekonstytucji metanolem zawierajagcym
100% odzysku stezenia zwigzku docelowego dla tej samej probki oznaczono jako A (za
pomoca powierzchni piku); roztwor metanolu bez rekonstytuowanej probki, ale o powyzszym

docelowym stezeniu zwigzku, opisano jako C. Efekt matrycy i odzysk obliczono wedtug
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nastepujacych wzoroéw: Efekt matrycy (%) = [(A-B) / C] x 100, Wskaznik odzysku (%) = [B /
(A-B)] x 100.

5.6 Wyniki analizy

5.6.1 Test immunoenzymatyczny ELISA

W wyniku przeprowadzonej analizy przesiewowej materiatu biologicznego w postaci krwi
technika immunoenzymatyczng ELISA uzyskano wynik dodatni w tescie na obecno$¢
syntetycznych katynonow. Ze wzgledu na brak testow z przeciwciatami dla takich probek jak
ptyn z galki ocznej, watroba, nerka i moézg, dla powyzszych materiatéw nie przeprowadzono

analizy przesiewowej tg technika.

5.6.2 Wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometria mas
(HPLC-MS)

W wyniku przeprowadzonej analizy w trybie SRM (single reaction monitoring) zaréwno
materialu porownawczego w postaci proszku, wzorca a-propylaminopentiofenonu, jak
I materialdow biologicznych otrzymano chromatogramy z sygnatem przy czasie retencji
pomiedzy 3,79 — 3,83 minuty (Rys. 47a — 47e) i odpowiadajacy mu na spektrum masowym
jon pochodzacy od protonowanej czasteczki o wartosci m/z rownej 220,17 [M + H'], a takze
jony potomne 202,11 m/z, 175, 11 m/z i 160,11 m/z (Rys. 48a — 48e). Zarowno na
chromatogramach, jak i widmach masowych obecne byly piki i jony pochodzace tylko od

docelowego zwiazku, nie obserwowano w zadnym przypadku dodatkowych sygnatow.
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Rys. 47. Chromatogramy otrzymane w wyniku analizy technika HPLC-MS krwi (a), ptynu z gatki ocznej (b),
nerki (c), watroby (d) i mdézgu (e)

5.6.3 Tandemowa spektrometria mas (MS")

Uzyskany na widmie masowym proby materiatlu poréwnawczego w postaci proszku
jon pseudomolekularny o wartosci 220,17 m/z [M*+H"], zostat poddany fragmentacji MS/MS
oraz MS/MS/MS w trybie jonizacji dodatniej (ESI+). Widmo masowe MS? jonu o wartosci
220,17 m/z przedstawia jon fragmentacyjny o wartosci 202,11 m/z, ktéry sugerowat
eliminacje czasteczki wody [M'+H'-H,0]. Przejscie to, jest dobrze poznanym,
charakterystycznym dla zwiazkéw z grupy pochodnych katynonu, co sugeruje obecno$é
w analizowanej probie takiej substancji. Kolejne jony fragmentacyjne o wartosciach 175,11

m/z oraz 160,11 m/z odpowiadaly fragmentom struktury a-propyloaminopentiofenonu.

H*

H,*
N N
\/\ Ms? N \/\
202 m/z
/ M’ \

220 m/z

160 m/z 175 m/z

Rys. 49. Proponowana fragmentacja ESI-MS" struktury a-propyloaminopentiofenonu
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5.6.4 Chromatografia gazowa sprzezona ze spektrometrig mas (GC-MS)

Otrzymane widmo masowe EI-MS po analizie technikg GC-MS poréwnano
z bibliotekg widm CaymanChem Library, co potwierdzito obecno$¢ w analizowanej probie
proszku nowej pochodnej katynonu - a-propyloaminopentiofenonu. Dodatkowo, widmo
wzorcowej substancji bylo identyczne z widmem analizowanej proby proszku. Na obu
widmach zarowno pik o wartosci m/z 114,11 wystepuje jako pik podstawowy, jak i piki

o wartosciach m/z 105,03, 77,12 i 58,07 jako jony fragmentacyjne (Rys. 50.).
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Rys. 50. Widmo masowe EI-MS a-propyloaminopentiofenonu wraz z proponowana $ciezka fragmentacyjna
struktury
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5.6.5 Analiza iloSciowa materialu biologicznego

Rownania krzywych kalibracji wyznaczone metoda dodawania wzorca wewnetrznego
i ich wspotczynniki korelacji (r) dla plyndw ustrojowych i tkanek statych przedstawiono
w Tabeli nr 9. Wyznaczono granic¢ wykrywalnosci [LOD, stosunek sygnatu do szumu (S/N)
= 3] i granice oznaczalnoSci [LOQ, stosunck S/N = 10]. Wartosci LOQ
i LOD wynosity 9,0 i 27,2 ng/ml dla ptynéw ustrojowych i odpowiednio 15,0 i 46,0 ng/g dla
tkanek statych. Z uwagi na to, ze w badaniach nie dysponowatam probkami tkanek ludzkich
nie zawierajacymi substancji psychoaktywnych, nie byto mozliwe przedstawienie zwyktej
doktadnosci i precyzji, jednakze dokonalam oceny powtarzalnosci $roddziennej
i powtarzalnos$ci codziennej dla kazdej matrycy. Powtarzalno$¢ $roddzienna i codzienna
wyniosta 6,4 - 22%, za wyjatkiem pomiaru mézgu w ciggu dnia (wzgledne odchylenie
standardowe = 40%). W Tabeli nr 10 przedstawiono rowniez oznaczone stezenia pochodne;j
katynonu we wszystkich analizowanych materiatach biologicznych. Wsrod pigciu badanych
probek zaobserwowano najwyzsze stgzenie a-propyloaminopentiofenonu w watrobie (5,9 -
6,0 ng/g), podczas gdy najnizsze stwierdzono w mozgu (2,1 - 2,3 pg/g). Wyniki
przedstawiono w Tabeli nr 11. Dokonatam roéwniez oceny efektow matrycowych i wskaznika
odzysku dla kazdego rodzaju materiatu biologicznego, a wyniki przedstawitam w Tabeli 11.
Najwiekszy wpltyw matrycy zaobserwowano w probce mozgu, natomiast najwyzszy odzysk
stwierdzono w probkach watroby, chociaz wszystkie dane miescity si¢ w dopuszczalnym

zakresie.

Tabela nr 9 Roéwnanie krzywej kalibracji oraz wspolczynniki  korelacji  dla
a-propyloaminopentiofenonu w posmiertnym materiale biologicznym

Rodzaj materialu biologicznego | Rownanie krzywej | Wspolezynnik korelacji (r)
Krew y = 0.3264 x + 0.0223 0.998
Ptyn z galki ocznej y =0.0997 x + 0.2684 0.996
Watroba y = 0.1147 x + 0.0954 0.997
Nerka y =0.2244 x + 0.1090 0.995
Mobzg y =0.8992 x + 0.2151 0.995
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Tabela nr 10 Wyznaczona $roddzienna i codzienna powtarzalno$¢ dla oznaczenia

ilosciowego
biologicznego

a-propyloaminopentiofenonu

w  poszczegdlnych  probkach  materiatu

Rodzaj probki Powtarzalnos¢ §roddzienna Powtarzalnos¢ codzienna (n = 5)
(n=5)
Stezenie® | Powtarzalno$é Powtarzalno$¢ ® Powtarzalno$¢
(ng/mL (% RSD) (ug/mL lub g) (% RSD)
lub g)
Krew 32+ 21 3.1+£0.23 7.4
0.68
Ptyn z galki ocznej 44+ 12 4.2 +0.90 21
0.52
Watroba 5.9+ 6.4 6.0 £0.66 11
0.38
Nerka 54+ 17 54+1.20 22
0.92
Mozg 23+ 22 2.1+£0.85 40
0.50

RSD relative standard deviation — wzgledne odchylenie standardowe

® + standard deviation (SD) — odchylenie standardowe

Tabela nr 11 Efekty matrycowe oraz wskazniki odzysku dla oznaczenia Stezenia
a-propyloaminopentiofenonu w poszczegdlnych probkach materiatu biologicznego

Rodzaj materialu biologicznego | Efekty matrycowe + SD (%) | Odzysk + SD (%)
(n=3) (n=3)
Krew 74.1+4.6 75.5+£5.0
Ptyn z galki ocznej 703 £5.8 71.3+£3.6
Watroba 84.8+3.2 82.6+3.2
Nerka 80.3+4.7 72.8+ 1.6
Mozg 68.8+6.4 643+34
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V1. Podsumowanie

W wyniku przeprowadzonych badan na potrzeby niniejszej rozprawy doktorskiej

zrealizowano nastgpujace cele:

Opracowano efektywna procedure ekstrakcji typu ciecz — ciecz zwigzkow z grupy
syntetycznych pochodnych katynonu z matrycy proszkowe;j.

Po raz pierwszy zidentyfikowano, scharakteryzowano i opisano w literaturze
wilasciwosci  fizykochemiczne dwoch, nowych na rynku pseudonarkotykowym
substancji psychoaktywnych z grupy pochodnych katynonu tj.

v a-PHP (1-fenylo-2-(1-pirolidyno)-1-heksanon) oraz

v 4f-PV9 (1-(4-fluorofenylo)-2-(pyrolidyn-1-ylo)oktan-1-on) .

W prowadzonych badaniach wykorzystano techniki HPLC-MS, HPLC-DAD, GC-MS,
'HNMR, 2CNMR, MS", TGA i DSC. Wyniki powyzszych badah zostaly
opublikowane w czasopismie toksykologicznym Forensic Toxicology (MNiSW 35, IF
3,74) w artykule pt. ,, Identification and characterization of new designer drug 4-
fluoro-PV9 and a-PHP in the seized materials”.

Zidentyfikowano i scharakteryzowano w materiale rzeczcowym nowa substancj¢
psychoaktywna z grupy pochodnych katynonu — a-propyloaminopentiofenon oraz
0znaczono ja ilosciowo w posmiertnym materiale biologicznym w przypadku zatrucia
$miertelnego z wykorzystaniem migdzy innymi techniki HPLC-MS. Oznaczone
stezenia, przekraczaty znacznie opisywane w literaturze Swiatowej stezenia toksyczne,
oznaczane w przypadkach zatru¢ $miertelnych pochodnymi katynonu. Wyniki
powyzszych badan zostaly opublikowane w czasopiSmie toksykologicznym Forensic
Toxicology (MNiISW 35, IF 3,74) w artykule pt. Fatal case of poisoning with a new
cathinone derivative — a-propylaminopentiophenone (N-PP), jako pierwszy opisany
w literaturze przypadek zgonu wynikajacego z przedawkowania tego zwigzku.

Utworzono biblioteke danych spektroskopowych i widm masowych dotyczaca 43
najnowszych  pochodnych  katynonu dostgpnych na  $wiatowym rynku
pseudonarkotykowym, ktéra wykorzystana moze by¢ w analizie toksykologicznej
w laboratoriach sadowych i kryminalistycznych.
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