UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Laborator ristovych regulatoru

Vyvoj metody plynové chromatografie s hmotnostni

spektrometrii pro priukaz vybranych kathinonii v biologickém

Autor:

Studijni program:
Studijni obor:
Forma studia:

Vedouci prace:

Termin odevzdani prace:

materialu

BAKALARSKA PRACE

Barbora Jancalkova

B1501 Experimentalni biologie
Experimentalni biologie
Prezencni

Mgr. Zuzana Birkas

2018



Bibliograficka identifikace
Jméno a piijmeni autora

Nazev prace

Typ prace
Pracovisté

Vedouci prace

Rok obhajoby prace

Abstrakt

Klic¢ova slova

Pocet stran
Pocet ptiloh

Jazyk

Barbora Janc¢alkova

Vyvoj metody plynové chromatografie S hmotnostni
spektrometrii  pro  prukaz  vybranych  kathinonu

V biologickém materidlu
Bakalaiska

Laboratote AGEL a.s. Novy Ji¢in
Mgr. Zuzana Birkas

2018

Tato prace se zabyva vyvojem metody pro prikaz
kathinonti v biologickém materidlu. V teoretické casti je
uvedena charakteristika kathinonl, jsou popsany jejich
jednotlivé derivaty (methkathinon, mefedron, pyrovaleron,
butylon) a analytické metody jejich identifikace
a stanoveni. Pro prikaz kathinonti byla pouzita metoda
plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii. Jako
vhodné derivatizacni ¢inidlo se osvedcil

pentafluorobenzoylchlorid.

Kathinon, methkathinon, mefedron, pyrovaleron, butylon,

plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii

39

Cesky



Bibliographical identification
Author’s first name and surname

Title of thesis

Type of thesis
Department

Supervisor

The year of presentation

Abstract

Keywords

Number of pages
Number of appendices

Language

Barbora Jancalkova

The development of a gas chromatography mass

spektrometry method for the determination

of selected cathinones in biological samples
Bachelor

Laboratory AGEL a.s. Novy Ji¢in

Mgr. Zuzana Birkas

2018

The thesis describes the development of a method
of cathinones determination in biological samples.

Theoretical part describes the characteristics
of cathinones,  their  individual  derivatives
(methcathinone,  mephedrone,  pyrovalerone,

butylone) and analytical methods of their
identification and determination. For identification
of cathinones, gas chromatography mass
spectrometry was used.
Pentafluorobenzoylchloride has been proven as

a suitable derivatizing agent.

Cathinone, methcathinone, mephedrone,
pyrovalerone, butylone, gas chromatography mass

spectrometry

39

Czech



ProhlaSuji, Ze jsem piedloZenou bakalaiskou praci vypracovala samostatné za pouZiti

citované literatury.

V OIOMOUCT AN e



Rada bych podékovala pani Mgr. Zuzan¢ Birka§ za odbornou pomoc, vstiicnost,
pfipominky pfi vypracovavani mé bakalafské prace a Cas straveny se mnou v laboratofi.
Podékovani patii také kolektivu laboratofe Useku instrumentalnich metod Laboratofe

AGEL a.s., v Novém Ji¢in¢ za spolupraci a pfijemné prostiedi.



OBSAH

2.1
2.2
2.2.1
2.2.2
2.2.3
224
2.3
2.4
241
2.4.2

3.1
3.11
3.1.2
3.13
3.14
3.2
3.21
3.2.2
3.3
3.3.1
3.3.2
3.4

4.1
4.2
4.3
4.4

SEZNAM ZKRATEK

UVOD A CILE PRACE

TEORETICKA CAST

Historie kathinond

Kathinony

Methkathinon

Mefedron

Pyrovaleron

Butylon

Incidence a prevalence

Metody analyzy kathinon(
Imunochemické metody
Chromatografické metody
EXPERIMENTALNI{ CAST

Pouzity material a pfistroje
Biologicky material

Chemikalie

Ostatni material

Ptistrojové vybaveni

Ptiprava vzorkd

Ptiprava vzork( metodou extrakce do kapaliny
Ptiprava vzork( metodou extrakce na pevné fazi
Optimalizace podminek GC-MS
Optimalni parametry GC

Optimalni parametry MS
Optimalizace derivatizacniho postupu
VYSLEDKY

Ovéreni screeningovych metod
Optimalizace GC-MS podminek
Selektivita metody

Ovéreni pracovniho rozsahu metody

DISKUSE

10
10
10
13
13
14
15
16
16
17
18
19
19
19
19
20
20
20
20
21
21
21
22
22
23
23
25
31
32
36



6
7

ZAVER
POUZITA LITERATURA

37
38



SEZNAM ZKRATEK

BSTFA + TMCS
DSC

GC

GC-MS

HFBA
HPLC-DAD

HPLC-MS

IS

LC

MS
MS-ESI
PFBCI
PFPA
TFAA
TGA

N, O-bis(trimethylsilyl) trifluoracetamid + trimethylchlorosilan
Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie

Plynova chromatografie

Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
Heptafluorobutyrova kyselina

Vysokoucinna kapalinova chromatografie s detekci diodového
pole

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie s hmotnostni
spektrometrii

Interni standard

Kapalinova chromatografie

Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem
Pentafluorobenzoylchlorid

Pentafluoropropanova Kyselina

Trifluoroctova kyselina

Termogravimetrickd analyza



1 UVOD A CIiLE PRACE

Syntetické kathinony tvofi skupinu novych drog, na evropském nelegalnim trhu
se objevily v roce 2005 a nyni je znamo vice nez 80 syntetickych derivati kathinond.
Chemickymi strukturami se podobaji amfetaminim, tudiz maji 1 analogické
psychostimulaéni G&inky. Castym uZivanim dochazi k nezadoucim uéinkam, jako jsou
srdecni, psychické, neurologické obtize a zavislost.

Zneuzivani syntetickych kathinonti rapidné roste, prodavaji se pod nazvem
rostlinné hnojivo ¢i soli do koupele, ve svét¢ dominuje uzivani mefedronu,
methkathinonu, pyrovaleronu a butylonu. Ke stale nové objevujicim se psychoaktivnim
slou¢eninam, jsou Vv toxikologii nutnou soucasti analytické metody pro wcinnou
arychlou identifikaci téchto latek. Citlivou instrumentalni metodu pro analyzu
syntetickych kathinonii ptedstavuje plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
(GC-MS). Tato metoda je nezbytna v toxikologii pro identifikaci a stanoveni tékavych
psychoaktivnich latek a jeji vyhodou je jeji robustnost.

Cilem mé prace je vyvinout a ovéfit novou a robustni metodu pomoci GC-MS,
ktera umozni prukaz vybranych syntetickych kathinont (butylon, ethylkathinon,
ethylon, mefedron, methkathinon a pyrovaleron) v biologickém materialu (mog).
Metoda byla zavedena v laboratofi klinické biochemie na Useku instrumentalnich
metod Laboratofe AGEL a.s., v Novém Ji¢iné.

Teoreticka ¢ast je zamétena na toxikologické vlastnosti a charakteristické rysy
studovanych kathinonii, dale na stru¢ny piehled vyvoje kvalitativnich 1 kvantitativnich
metod v biologickém materialu.

V experimentalni ¢asti je provedena extrakce vzorkil a derivatizace jednotlivych

analytil s ndslednou optimalizaci GC a MS parametrti.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Historie kathinonu

Kathinon je pfirozené se vyskytujici stimulant, objeveny v rostliné¢ khat. Jedna
se 0 biologicky aktivni alkaloid s psychoaktivnimi vlastnostmi (Majchrzak et al., 2018).
Prvni poznatky o uziti khat se datuji ve 14. stoleti. Pocatky péstovani téchto ket
pochézi z Arabského poloostrova a z oblasti vychodni Afriky. Cerstvé listy kefe khat
jsou zvykany nebo ptipravovany jako ¢aj pro jejich centralni stimula¢ni G¢inky (DE
Felice et al., 2014). Zvykani &erstvych khatovych listdl je povazovano za zaleZitost
kultury a mistni tradice. (Majchrzak et al., 2018).

V roce 1930 byl z khatové rostliny izolovan kathin, u kterého se zjistilo, ze je
mirny centralni stimulant. Nésledujici vyzkumy vedly ke zjisténi, ze khat mize
obsahovat i dalsi stimulujici slou¢eniny. Pracovni skupina OSN v roce 1975 izolovala
latku z cerstvych listi khat a nazvala ji kathinon. Termin kathinon byl vyhrazen
pro piirozené se vyskytujici (S)-kathinon, v soucasné dobé se pojem kathinon vztahuje
na racemat (DE Felice et al., 2014).

Ve tetim desetileti dvacatého stoleti byly prvni syntetické derivaty kathinona
syntetizovany pro 1ééebné ucely, vzhledem k jejich uc¢inkim na centralni nervovy
systém. Béhem poslednich patnacti let se derivaty kathinonli objevily na nelegdlnim
trhu a postupné se stavaly dostupnéjsi i pfes internet, jako bilé nebo barevné krystalické
prasky, tablety ¢i kapsle pod nazvem rostlinné hnojivo nebo koupelové soli (Majchrzak
etal., 2018).

2.2 Kathinony

Khat (Catha edulis) je psychostimulantni rostlina vyskytujici se v divoké ptirod¢, nebo
je komercné péstovana v Africe a Jemenu. Patii do celedi Celastraceae. Mezi hlavni
aktivni slozky khat patii kathinon, katin, a norefedrin (Obr. 1), které jsou strukturné
blizké s amfetaminem a noradrenalinem. Pramémé 100 g cCerstvého listu obsahuje
36 mg kathinonu, 120 mg katinu a 8 mg norefedrinu, pfi¢emz kathinon ma nejsilné;si
stimulacni G¢inky (Alfaifi et al., 2017).
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Obr. 1. Strukturni vzorec kathinonu, katinu a norefedrinu.

Kathinon se systematickym nazvem 2-amino-1-fenylpropan-1-on je pfirozené
se vyskytujici B-ketonovy analog amfetaminu a slouzi k syntéze dalSich derivata
kathinoni (Baumann et al., 2012). Farmakologické vlastnosti derivati mohou byt
podobné amfetaminu, ktery ma schopnost inhibovat serotonin s naslednymi
psychoaktivnimi u¢inky. Od konce dvacatych let 20. stoleti dochazi k syntéze derivatt
kathinont a nékteré jsou zkoumany k 1é¢ebnym uceltim. Derivat bupropion je cyklonem
substituovany kathinon, ma antidepresivni G¢inky a slouzi k odvykéni koufeni. Nyni je
jedinym derivatem kathinond, ktery ma v USA a v Evropé zdravotni indikaci. K 1é¢be
chronické tinavy, letargie a obezity byl podavan 1ék na piedpis zvany pyrovaleron,
pro zneuzivani a zavislost na uzivateli byl 1€k stazen (Prosser a Nelson, 2012).

Od pfirozeného kathinonu Ize odvodit vsSechny jeho syntetické
fenylalkylaminové derivaty, které jsou strukturné podobné molekule amfetaminu.
Syntetické kathinony maji karbonylovou skupinu v poloze o bo¢niho fetézce, ktery
sousedi s aromatickym kruhem.

Derivaty kathinond lze délit do ¢ty skupin. Do prvni skupiny
se fadi N -alkylované slouceniny nebo slouceniny s alkylovym nebo halogenovym
substituentem v libovolné poloze aromatického kruhu (ethkathinon, efedron, mefedron,
flephedron, buphedron a pentedron). Ve druhé skupin¢  jsou
methylendioxysubstituované  slouceniny se substituenty v libovolné poloze
aromatického kruhu (metylon, pentylon, etylon a butylon). Tteti skupina zahrnuje
analogy pfirodniho kathinonu s N-pyrrolidinylovym substituentem (pyrovaleron).
Ctvrtou skupinou jsou slou¢eniny methylendioxyl a také N-pyrrolidinylové substituenty
(3,4-methylendioxypyrovaleron (MDPV)).

Kathinony dobfe pronikaji pfes hematoencefalickou bariéru, tim se zvysi
koncentrace katecholaminli v mezisynaptickych prostorech a nasledkem jsou silngjsi
stimulaéni a sympatomimetické uCinky na centrdlni nervovy systém nez ucinky

amfetaminu. Odlisné ucinnosti kathinonu jsou dany existenci dvou stereoizomernich
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forem. Vzhledem ke schopnosti syntetickych kathinonti uvoliiovat nebo inhibovat
zpétné vychytavani dopaminu, noradrenalinu a serotoninu se rozdéluji do tfi skupin.
Prvni  skupinu  kathinonG  tvofi latky sucinkem  podobnym  kokainu
a 3,4-methylendioxymetamfetamin  (MDMA). Mechanismus pusobeni spociva
Vv neselektivni inhibici serotoninu, dopaminu a noradrenalinu. Do této skupiny patii
mefedron, metylon, etylon, butylon a nafyron. Druha skupina ma podobny biologicky
ucinek jako metamfetamin. Zde dochazi k inhibici zpétného vychytavani katecholaminti
a uvolnovani dopaminu. Do této skupiny se fadi methkathinon, flephedron a clephedron.
Tieti skupinu tvoii syntetické kathinony, které indukuji neurotransmisi. Typickym
zastupcem je pyrovaleron. Slouceniny MDPV a 1-(3,4-methylendioxyfenyl)-2-(1-
pyrrolidinyl)-1-butanon (MDPBP) jsou selektivni inhibitory zpétného vychytavani
katecholamini a neprokazuji efekt uvolfiovani neurotransmitery (Majchrzak et al.,
2018).

Kathinony jsou slabé baze a vzhledem k nizké molekulové hmotnosti se mohou
vyskytovat ve tkanich a biologickych tekutinach (krev a moc), jejiz pH je nizsi nez krev.
Nalezeny byly také v potu, peroralni tekutiné a ve vlasech (Mohamed et al., 2017).

Zpusoby podavani kathinonti do organismu jsou peroralné (kapsle, tablety nebo
prasek zabaleny v cigaretovém papiru), rektalné, nasalni insuflaci, intraveno6zné,
subkutanni a intramuskularni injekci (Kus$ et al., 2017). Pfi jejich uzivani dochazi
k hypertenzi a tachykardii dusledkem sympatomimetické aktivity kathinont. VVzestupem
krevniho tlaku a srde¢ni frekvence paralelné roste i hladina kathinonti v krevni plazmé.
Kathinon je nepfimo pilisobici sympatomimetikum, ktery pii dopaminergnich
a serotonergnich synapsich uvoliuje katecholaminy na perifernich uloZistich. Zvykani
khatu vede ke zvySenému diastolickému krevnimu tlaku, na systolicky krevni tlak nema
vliv. Kathinony zpusobuji tézké koronarni vazokonstrikce a tyto koronarni spasmy
piispivaji k rozvoji akutniho infarktu myokardu. A také maji vliv na vyvojové vrozené
srde¢ni vady (El-Menyar et al., 2015).

Uzivani piirodniho khatu vyvolava euforické ucinky, zvySuje bd€lost a snizuje
fyzickou unavu (Ketema et al., 2015). Zlepsuje pamét, zmiriiuje bolesti hlavy, zlepsuje
depresi a ma afrodiziacké Gc¢inky. Mezi nezadouci G¢inky uzivani khat, které¢ souviseji
S centralnim nervovym systémem, jsou zvySené stavy paranoie, agrese, halucinace

a zavislosti na uziti (Mohan et al., 2016).
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2.2.1 Methkathinon

Methkathinon je B-ketonovy analog metamfetaminu (Obr. 2), ptsobi pfi uvoliovani
dopaminu, noradrenalinu a serotoninu. Jde o vychozi slouc¢eninu pro vyrobu mefedronu
a flephedronu (Suyama et al., 2016).

Methkathinon je syntetizovan oxidaci manganistanu draselného v pfitomnosti
kyseliny octové, efedrinu a pseudoefedrinu. Pii intravendzni aplikaci je jedinec
vystaven vysoké dédvce manganu, protoze methkathinon neni izolovan V Cisté formé.
U jedince se vyvijeji neurologické poruchy, jako jsou hypokinézy, dysartrie, dystonie
a posturalni nestabilita (Stepens et al.,, 2010). Pii intravenéznim zneuZzivani
methkathinonu a hromadéni manganu v krvi, ma za nésledek zmény struktury a funkce
Sedé hmoty mozkové. Dochazi k tézkym a trvalym pohybovym porucham (Juurmaa
etal., 2016).

Do skupiny psychoaktivnich substituovanych methakathinont jsou zahrnuty tyto
latky: butylon, 4-fluorometakathinon, mefedron, metylon, nafyron a MDPV. Butylon,
metylon a  MDPV  obsahuji  3,4-methylendioxy  skupinu. Mefedron
a 4-fluorometakathinon maji oproti methkathinonu na fenylovém kruhu navic metyl,
resp. fluor.

Mezi nezadouci U¢inky psychoaktivni substituované slouceniny patii srdecni

komplikace, Gizkost, psychoza a halucinace. (Eshleman et al., 2013).

H's. N"f

Obr. 2. Strukturni vzorec methkathinonu.

2.2.2 Mefedron

Mefedron neboli 4-methylmethkatinon je substituovany kathinonovy homolog efedrinu
(Obr. 3). Vyskytuje se jako bily, Zluty, bézovy nebo hnédy prasek rozpustny ve vode.
Patii mezi latky zptsobujici zavislost, na trhu se objevuje pod nazvem Meow Meow,
Bubbles nebo Mef (Hassan, 2017).
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Mefedron se metabolizuje N-demetylaci na bazické aminy, nasleduje redukce
ketonové funkéni skupiny na 4-methylnorefedrin a hydroxylace methylového
substituentu aromatického kruhu, coz vede k jeho konec¢né oxidaci na pftislusné
karboxylové kyseliny (Majchrzak, 2018).

Do organismu se vpravuje peroralné, intranasaln¢, intramuskularné,
intraven6zné nebo rektalng. Uginky nastupu a délky trvani jsou razné, zalei na typu
podani. Pfi intranasalnim podani je psychoaktivni t¢inek vyvolany do nékolika minut,
s délkou trvani jedné hodiny. Rychly nastup a dlouhotrvajici efekt je dosazen nasalni
insuflaci s opakovanym peroralnim uzitim.

Utinky mefedronu zptsobuji pocit intenzivni euforie a pohody, zvysené
sebevédomi, snizenou Ginavu, zvysenou ostrazitost a koncentraci. Pfi vysoké davce nebo
chronické spotiebé mefedronu se objevuje tachykardie, hypertenze, arytmie, bolesti
na hrudi, rozsifeni zornic, bolesti hlavy, nevolnost, rhabdomyolyza a muze dojit
K rendlnimu selhéni. Pii zavislosti s intravendzni aplikaci dochazi k lokalizovanym
infekcim kize az k nekr6zam v misté vpichu. Mefedron ovliviiuje rovnéz psychiku
achovéni jedince, navozuje uzkost, depresi, halucinace, bludy a agresivni chovéani.
Nebezpeénym vedlejsim Gcinkem s naslednou smrti je hyponatremie, ktera je
pravdépodobné vyvoldna kombinaci poceni, ztraty elektrolyti a snizenou sekreci

antidiuretického hormonu (Hassan, 2017).

H"“hl"f

Obr. 3. Strukturni vzorec mefedronu.

2.2.3 Pyrovaleron

Pyrovaleron, 1-(4-methylfenyl)-2-pyrrolidin-1-ylpentat-1-on (Obr. 4), je ucinny
a selektivni inhibitor dopaminového a noradrenalinového transporteru, nevyvolava

uvolnovani monoamint (Simmler et al., 2013).
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Mezi inhibi¢ni u€inky pyrovaleronu patii zpétné vychytavani noradrenalinu
a dopaminu. Pokud jde o chiralitu, (S)-enantiomer je vice biologicky aktivni nez
(R)- enantiomer. Nejvyssi koncentrace dané latky je v jatrech a v ledvinach, naopak
nejnizsi koncentrace je v mozku (Prosser a Nelson, 2012).

Pyrovaleron se strukturné podoba s bupropionem, ale ma vyssi vazebnou afinitu
V dopaminovém transportéru. Bupropion je 1ék nachézejici se na trhu k odvykéni
koufeni pod nazvem Zyban, nebo jako antidepresivum, Wellbutrin (Lapinsky et al.,
2009).

Vysledkem studii bylo zjisténo, Ze pyrovaleron snizuje piiznaky chronické

unavy u lidi. (Meltzer et al., 2006)

()

Obr. 4. Strukturni vzorec pyrovaleronu.
2.2.4 Butylon

Butylon neboli B-keto-N-methylbenzodioxolylbutanamin (Bk-MBDB) (Obr. 5) patii
mezi syntetické kathinony, které maji psychostimulantni a sympatomimetické ucinky
(Watterson a Olive, 2014). Butylon inhibuje transport serotoninu, dopaminu a snizuje
jejich vychytavani. ZvySuje lokomotorickou aktivitu blokovanou dopaminergnimi

antagonisty (Gatch et al., 2013).

Obr. 5. Strukturni vzorec butylonu.
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2.3 Incidence a prevalence

Khat se fadi mezi zneuzivané drogy, které jsou méné navykové nez alkohol ¢i
tabadk. V soucasné dob¢ je khat legalni v Etiopii, Jemenu, Somalsku a Izraeli. V Evrop¢,
v USA a Kanad¢ se zatazuje mezi zakazané latky. Podle prizkumu pravidelné uziva
khat 20 miliont lidi na celém svété. V jemenské populaci je zZvykani khatu soucasti
kulturniho zvyku. Odhaduje se, ze az 90 % muzu, vice nez 50 % zen a 15 — 20 % déti
mladSich 12-ti let jsou dennimi konzumenty této rostliny (EI-Menyar et al., 2015).

Od roku 2007 je mefedron povazovan za zneuzivanou drogu. Jeho popularita
v Evropé do roku 2010 rychle rostla, a to v 6 % u mladistvych ve véku 15 — 24 let.
Nasledné se tato latka dostala na stejnou Groven uzivani jako MDMA a kokain (Hassan
etal., 2017).

Pii prizkumu ve Velké Britanii bylo zjiSténo, ze 41 % ucastnénych uZivalo
methedron a 10 % metylon. Pii dal$im prizkumu vysokoskolskych studentti mladsich
21 let bylo zjisténo, ze mefedron alesponi jednou uzilo 20 % dotazovanych a denni
uzivani bylo zaznamenéano u 4 % jedinct. V Irsku studie prokazala u 14 % Gcastnénych
pozitivitu na mefedron a u 3 % pozitivitu na metylon. Ve Finsku absolvovalo vySetfeni
krve 3000 fidi¢t, u kterych bylo podezieni, ze fidi pod vlivem drog. Analyza krve
prokazala u 286 jedincu pritomnost latky MDPV (Prosser a Nelson, 2012).

Vroce 2008 byla ve Svédsku hlasena prvni smrt zpisobend intoxikaci
mefedronem. Nasledn¢ do srpna roku 2011 bylo hlaSeno ve Velké Britanii 90 Gmrti,
taktéz zptisobené uzitim mefedronu (vétsinou se jednalo o muze mezi 25 az 34 lety).
Prvni hlasena obét’ predavkovanim MDPV byla v USA roku 2012. Divka ve véku 18-ti
let zemiela po pozieni PV9 (1-fenyl-2-(pyrrolidin-1-yl)oktan-1-onu). Po pitvé byla
naméfena nejvyssi koncentrace v ledvinach, s nejvetsi pravdépodobnosti je latka rychle

vyluc¢ovana moci (Majchrzak et al., 2018).

2.4 Metody analyzy kathinoni

K interpretaci vysledkli analyzy je dilezitd znalost toxikokinetickych vlastnosti
latek. K pfedbéznym a pomérné rychlym analytickym testiim Vv biologickém materialu
se pouziva inumoanalyza, zejména v ptipad¢, ze nejsou dostupné informace o suspektni

intoxikaci jedince navykovou latkou. Pfi vyhodnoceni muze dojit k faleSnym
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vysledktim, jak pozitivnim, tak negativnim, dasledkem kiiZzové reaktivity s jinou
slouc¢eninou nebo nizkou koncentraci pod mezni hodnotu (Liakoni et al., 2018).
Identifikace  psychoaktivnich  latek  zacind  pouzitim  nespecifickych
screeningovych metod. Ke zjisténi latky, ktera ve své molekule obsahuje atom dusiku,
se nejCastéji pouziva test Markiskovo c¢inidlo, obsahujici kyselinu sirovou a
formaldehyd. Je-li pfitomnost syntetického kathinonu odvozeného od mefedronu,
nedochazi k barevné reakci. Pozitivni vysledek nastane v pfipadé piitomnosti
methylendioxylového substituentu ve slouceniné jako je MDPV. Dal$im testem je
pouziti Chenova c¢inidla vhodného pro derivaty efedrinu a MDPV. Toto ¢inidlo
obsahuje kyselinu octovou, sulfid méd’naty a hydroxid sodny (Majchrzak et al., 2018).

Zminéné testy se v rutinnim nemocni¢nim ¢i laboratornim zatizeni nepouzivaji.

2.4.1 Imunochemické metody

Nespecificky imunochromatograficky rychly test pro kvalitativni detekei nékolika drog
v mo¢i je za pouziti desticky. Jeji soucasti jsou membranové pasky, predem potazené
imobilizovanym drogovym konjugatem (antigen). Pfi kontaktu membranové pasky
se vzorkem moce, dojde ke vzlindni protilatky kapildrou do T-mista, které udava
pritomnost nebo nepfitomnost drogy. Pfitomnost drogy je zjistitelna pouze pii vysokeé
koncentraci latky v moc¢i. Pfi nizké koncentraci, pod hrani¢ni hodnotu nelze latku
detekovat, proto se provadéji dalsi analytické metody.

Jednou z imunochemickych metod je kineticka interakce mikrocastic v roztoku
(KIMS), kterd umoziiuje semikvantitativni stanoveni relativné Sirokého spektra nox
(napt. latek ze skupiny amfetamin) VvV moci. Stanoveni piitomnosti latek je
vyhodnoceno analyzatorem, na zakladé kinetické interakce mikrocastic v roztoku,
méfené jako zména prichodu svétla v roztoku. Pokud v moci neni pfitomna droga,
volny konjugat drogy se vaze na protilatku a dochazi k agregaci. S tvorbou agregati
roste absorbance. Je-li droga pfitomna v moci, je vazana na protilatku a nedochazi

K tvorb¢ agregatu.
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2.4.2 Chromatografické metody

K ovéfeni pozitivniho nalezu latky v moci se vyuzivaji citlivéjsi a specifické
chromatografické metody, mezi které patii kapalinova chromatografie (LC), plynova
chromatografie (GC) v kombinaci s hmotnostni spektrometrii (MS) (Liakoni et al.,
2018).

Analytické udaje o identifikaci a fyzikalné chemické charakterizaci pro derivaty
kathinont  4-fluor-PV9  (1-(4-fluorfenyl)-2-(pyrrolidin-1-yl)oktanl-on) a o-PHP
(1-fenyl-2-(1-pyrrolidinyl)-1-hexanon)  jsou  dostupné metodou vysokotéinné
kapalinové chromatografie S hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS), vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii s detekci diodového pole (HPLC-DAD), hmotnostni
spektrometrii S ionizaci elektrosprejem (MS-ESI) a GC-MS (Majchrzak et al., 2016).

Metodou GC-MS lze identifikovat methkathinon a mefedron v peroralni tekuting
za pouziti derivatiza¢niho ¢inidla pentafluoropropanové kyseliny (PFPA) (Mohamed
etal., 2017).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzity material a pristroje

3.1.1 Biologicky material

Negativni mo¢ (Banka Laboratore AGEL a.s. v Novém Ji¢ing)
3.1.2 Chemikalie

Standardy

Butylon (Sigma-Aldrich, USA)
Ethylkathinon (Sigma-Aldrich, USA)
Ethylon (Sigma-Aldrich, USA)
Mefedron (Sigma-Aldrich, USA)
Methkathinon (Sigma-Aldrich, USA)
Pyrovaleron (Sigma-Aldrich, USA)

Izotopové znaceny vnitini standard
Methkathinon-d3 (Sigma-Aldrich, USA)
Derivatizac¢ni ¢inidla

Pentafluorobenzoylchlorid, PFBCI (Sigma-Aldrich, USA)

Pentafluoropropanova kyselina, PFPA (Sigma-Aldrich, USA)

N, O-bis(trimethylsilyl) trifluoracetamid + trimethylchlorosilan, BSTFA + TMCS
(Sigma-Aldrich, USA)

Pufry

0,1 M acetatovy pufr, pH 4,0 (Lékarna AGEL, Novy Ji¢in)
0,1 M boratovy pufr, pH 9,0 (Lékarna AGEL, Novy Ji¢in)
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Ostatni chemikalie

Amoniak (Lach-Ner, Ceska republika)

Cyklohexan (Lach-Ner, Ceska republika)
Deionizovana voda (Lach-Ner, Ceska republika)
Methanol (Lach-Ner, Ceska republika)

Triethylamin (Lech-Ner, Ceska republika)

1 M vodny roztok NaOH (PENTA, Ceska republika)

3.1.3 Ostatni material

DB-5MS (0,25 um; 30 m x 0,25 mm) (Agilent, USA)
SPE kolona Bond Elut Certify (Agilent, USA)
Multi-Drug Test (BIOSYNEX, Francie)

3.1.4 Ptistrojové vybaveni

COBAS INTEGRA 400 plus (Roche, Ceska republika)

Plynovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem (GCMS-QP2010 Plus, Shimadzu)
Ttepacka (Edmund Biihler, Némecko)

Vortex (Vibromix, CR)

3.2 Priprava vzorki
3.2.1 Priprava vzorki metodou extrakce do kapaliny

Do 10 ml zabrusové zkumavky byly pfipraveny vzorky napipetovanim 2 ml moce
spole€né se smési standardii (methkathinon, ethylkathinon, butylon, pyrovaleron,
ethylon a mefedron ) o koncentraci 0, 25, 50, 100, 250 a 500 pg/l. Poté bylo pfidano
100 pl interniho standardu methkathinonu-d3 o koncentraci 4000 pg/l, dale 0,3 ml 1 M
vodného roztoku hydroxidu sodného, 4 ml cyklohexanu, 50 ul triethylaminu. Dale byly
vyzkouSeny tii postupy zpracovani vzorku: bez derivatizace, s derivatizaénim Cinidlem
PFBCI (10 pl 10 % cyklohexanového roztoku do pfipraveného vzorku), nebo
s derivatizacnim c¢inidlem PFPA (10 pl do pfipraveného vzorku). Vznikla smés se 5
minut protfepavala na tfepacce, pak se nechala reagovat 10 minut za laboratorni teploty

vV uzaviené zkumavce. Nasledn¢ byly odebrany 3 ml organické fadze a odpateny za
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laboratorni teploty v proudu dusiku. Odparek byl rekonstituovan v 50 ul cyklohexanu.
Nasledovala analyza GC-MS po dobu 35 minut s nastiikem 1 pl.

3.2.2 Priprava vzorki metodou extrakce na pevné fazi

Do 10 ml zabrusové zkumavky byly pfipraveny vzorky napipetovanim 2 ml moce
spolecné¢ se smési standardii (methkathinon, ethylkathinon, butylon, pyrovaleron,
ethylon a mefedron ) o koncentraci 0, 25, 50, 100, 250 a 500 ug/l. Poté byly piidany
4 ml 0,1 M boratového pufru (pH 9,0). Extrakce na pevné fazi byla za pouziti kolonky
Bond Elute Certify se sorbentem C8 a SCX. Kondicionace sorbentu byla provedena
napipetovanim 2 ml methanolu a 2 ml 0,1 M boratového pufru o pH 9,0. Poté
se aplikoval vzorek a nasledovalo promyti 2 ml deionizované vody, 2 ml 0,1 M
acetatového pufru (pH 4,0) a 2 ml methanolu a vysuseni sorbentu za plného vakua.
Dalsim krokem byla eluce do reakéni vialky, pfidanim 2 ml 2 % amoniakalniho roztoku
methanolu. Eluét byl odpafen pod dusikem pfi teploté¢ 40 °C. K odparku bylo ptidano
50 pl derivatizacni €inidlo BSTFA + TMCS a 50 pl ethylacetatu. Poté se smés
inkubovala 30 minut pii 60 °C a po vychladnuti na laboratorni teplotu nasledovala

analyza GC-MS po dobu 30 minut s nastiikem vzorku 1 pl.

3.3 Optimalizace podminek GC-MS

3.3.1 Optimalni parametry GC

Teplota na kolon¢ 70 °C Tlak 76,6 kPa
Teplota nasttiku 270 °C Celkovy pritok 32,9 ml/min
Nastrik bez délice toku (splitless) Prutok kolonou 1,20 ml/min
Sampling time 1 min Linearni pratokova rychlost 40,8 cm/s
Objem nastfiku 1 pl Proplachovani nasttiku 10 ml/min

Analytickd kolona  DB-5MS
Nosny plyn helium
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3.3.2  Optimalni parametry MS

Teplota iontového zdroje 250 °C

Teplota rozhrani 300 °C
Solvent cut time 3 min
Napéti detektoru 3,5kV
Thresold 300

Obr. 6. Plynovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem (GCMS-QP2010 Plus,
Shimadzu).

3.4 Optimalizace derivatiza¢niho postupu

GC-MS analyza bez derivatizace analytd je mozna, nicméné derivatizace se vyuziva
pro zlepSeni chromatografickych vlastnosti analytt, jako je napiiklad tepelna stabilita,
zvySeni tékavosti, citlivosti a selektivity analyzovanych latek. Volbou vhodné
zvoleného C¢inidla (napt. HFBA, PFPA, PFBCI, TFAA nebo BSTFA + TMCS) je
docileno potiebnych chemickych modifikaci struktury sloucenin, jako je acylace,
silylace nebo alkylace aminoskupin kathinonti. Volbou vhodné derivatizace analytu je

dosazeno ucinné separace a symetrie pikti (Mohamed et al., 2017).
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4 VYSLEDKY

4.1 Ovéreni screeningovych metod

K  orientacni  identifikaci  pfitomnosti  kathinoni ~vmoéi byl zvolen
imunochromatograficky test za pouziti komerc¢né dostupné desticky Multi-Drug Test.
Tyto jednordzové screeningové testy a jejich obdoby se pouzivaji v ordinacich
nemocni¢nich a zdravotnickych zafizenich, také je 1ze zakoupit bez ptedpisu v 1ékarné.
Existuji jednosreeningové 1 multiscreeningové testy, které detekuji nejcastéji
zneuzivané navykové latky (napf. opidty, kanabinoidy, amfetaminy, benzodiazepiny,
barbituraty, antidepresiva aj.) Destickovy screeningovy test kathinonti neni komercné
dostupny, proto tato zkouska byla provedena vzhledem k analogické struktuie
kathinoni a amferamini. Pro amfetamin i metamfetamin je hrani¢ni hodnota

1000 ng/ml. Vysledky piitomnosti kathinonti v mo¢i jsou uvedeny v Tab. 1.

Tab. 1. Screening kathinond pomoci desticky Multi-Drug Test.

Koncentrace [ug/l] Vysledek

500 negativni
2000 negativni
4000 negativni

Obr. 7. Screening kathinond v moci o koncentraci 500 pg/l na desti¢ce Multi-Drug Test.
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Obr. 8. Screening kathinonti Vv moc¢i o koncentraci 2000 pg/l na desticce Multi-Drug
Test.

Obr. 9. Screening kathinonti v mo¢i o koncentraci 4000 pg/l na desticce Multi-Drug
Test.

Dalsi zvoleny citlivéjsi screening byl proveden metodou KIMS na laboratornim
analyzatoru COBAS INTEGRA 400 plus. Z divodu podobnosti latek ze skupiny
amfatamind vs. kathinontl, byla analyza provedena na komeréné dostupné soupraveé

pro semikvantitativni stanoveni latek ze skupiny amfetaminti v moc¢i. Hrani¢ni hodnota
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pro posouzeni vysledku screeningu je pro amfetamin 300 pg/l. Vysledky

semikvantitativniho stanoveni kathinont jsou uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2. Screening kathinont metodou KIMS

Koncentrace kathinoni  Odezva analyzatoru

ve vzorku [ug/l] [ua/l] Vysledek
500 <300 negativni
2000 506 pozitivni
3000 >2000 pozitivni

Obr. 10. Analyzator COBAS INTEGRA 400 plus od firmy Roche.

4.2 Optimalizace GC-MS podminek

K identifikaci zkoumanych kathinonii se jako nejvhodnéjsi postup oveéftila extrakce
do kapaliny s derivatizaci pomoci PFBCI snaslednou GC-MS analyzou.

Charakteristické zastoupeni iontii analyzovanych analytti a jejich reten¢ni Casy jsou
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ptehledné shrnuty v Tab. 3. Tuéné je vyznafeny charakteristicky ion pro identifaikaci

kazdého analytu.

Tab. 3. Charakteristické ionty a jejich relativni intenzity Sretenénim ¢asem

u zkoumanych PFB derivatl kathinonti o koncentraci 500 pg/l.

Relativni intenzita

Analyt m/z [Da] [%0] Retencni ¢as [min]
266 75,44
195 100
Butylon 149 59,31 22,51
167 13,21
121 19,12
266 59,22
195 100
Ethylkathinon 267 27,08 18,04
248 7,88
232 541
266 69,62
195 100
Ethylon 149 47,27 22,09
178 4,02
121 16,84
252 79,4
195 100
Mefedron 119 83,55 17,72
167 14,12
91 40,38
252 75,06
195 100
Methkathinon 167 14,22 16,13
105 29,08
77 38,96
255 54,31
195 100
Methkathinon-d3 167 14,23 16,10
105 28,33
77 38,15
126 100
Pyrovaleron 127 8,97 14,72
91 9,88
96 4,09
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Na Obr. 11 — 24 jsou uvedeny chromatogramy a hmotnostni spektra PFB derivata
butylonu, ethylkathinonu, ethylonu, mefedronu, methkathinonu, methkathinonu-d3
a pyrovaleronu. V kazdém zaznamu je vyselektovany charakteristicky ion, u kterého

se odecitala plocha piku pro kvantifikaci.

(10,000 000) Max Irtensity - 28,642,784
Time 100717 Scan# 12 Irten. 22152454 Oven Temp1a4.43
126800 (50.00)
25+
20+
1.5+
1.0+
) i
¥ M L
0o T T T T T T T T T T T T T
100 mo 120 130 140 150 160 170 18.0 1480 200 0 220 230

Obr. 11. Chromatogram PFB derivatu butylonu o koncentraci 500 pg/l, v retenénim

Case 22,51 minut. V zaznamu je vyselektovany charakteristicky ion m/z 266.

Base Peak: 195/257 869

iz Ahs.Inten Rel. Inten.
1004 195 266
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3 117‘ ‘ 296 415
i | : L L I i ‘\‘ ‘I 20 - 2 e 44 g2 a5 | .k : 45T g i
500 750 1000 1250 1500 1750 2000 250 2500 2750 3000 3250 3500 3750 400.0 4250 4500 4750 500.0

Obr. 12. Hmotnostni spektrum PFB derivatu butylonu.
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(3¢10,000,000) Max Infensity - 26,642,794
i Tine 12882 Scanf 448 Iren. 14,144,898 Oven Temp201 09
266,100 (50.00)
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Obr. 13. Chromatogram PFB derivatu ethylkathinonu o koncentraci 500 pg/l,

v retenénim cCase 18,04 minut. V zaznamu je vyselektovany charakteristicky ion
m/z 266.

Base Peak 195/93,751
iz B Trten Feel. Infen
100-] 195
75 68
504
25
7
167
“ 107 117 | m
5 1 R N | L i il L L 300 318 355 360 383 475 s 45T 433 s
T T r T T T T ; r T T T s r T T T
500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000 3250 350.0 3750 4000 4250 4500 4750 5000

Obr. 14. Hmotnostni spektrum PFB derivatu ethylkathinonu.

(10,000,000} Max Intensity : 25,642,794
TIC

[ Time 10035 Scan# 15 Irten. 23550062 Cwen Temp184.57
[o66 00 (50.00)
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Obr. 15. Chromatogram PFB derivatu ethylonu o koncentraci 500 ug/l, v retencnim case

22,09 minut. V zaznamu je vyselektovany charakteristicky ion m/z 266.
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Obr. 16. Hmotnostni spektrum PFB derivatu ethylonu.
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Obr. 17. Chromatogram PFB derivatu mefedronu o koncentraci 500 pg/l, v retencnim

¢ase 17,72 minut. V zaznamu je vyselektovany charakteristicky ion m/z 252.

Base Peak: 135/808 676
miz 22700 Abs Inten. 0 Rel Inten 0.00]
100+ e 22
119
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9
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Obr. 18. Hmotnostni spektrum PFB derivatu mefedronu.
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Obr. 19. Chromatogram methkathinon PFB derivatu o koncentraci 500 pg/l, v retenénim

¢ase 16,13 minut. V zaznamu je vyselektovany charakteristicky ion m/z 252.

Base Peak: 185/669 356
miz 20210 Abs. Inten. 349 Rel. Inten. 0.05]
100+ 195
252
754
50+
25 L 105
167
56 M7
L ) I 148 i L -] .l‘ 28 ) o T i g L iz 484
s00 750 100.0 1250 1500 1750 2000 2250 2800 2750 3000 3250 3500 3750 4000 4250 4500 4750 S00.0

Obr. 20. Hmotnostni spektrum PFB derivatu methkathinonu.

(x10,000 000) e Intensity . 23,642,794
mc Time 13410 Scan® 513 Inten 805772 Oven Temp204 45
255 00 (50.00)

Obr. 21. Chromatogram PFB derivatu methkathinonu-d3 o koncentraci 500 pg/l,

Vretenénim case 16,10 minut. V zaznamu je vyselektovany charakteristicky ion

m/z 255.
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Obr. 22. Hmotnostni spektrum PFB derivatu methkathinonu-d3.
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Obr. 23. Chromatogram PFB derivatu pyrovaleronu o koncentraci 500 pg/l, v retenénim

Case 14,72 minut. V zaznamu je vyselektovany charakteristicky ion m/z 126.

Base Peak 12612,842,198
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Obr. 24. Hmotnostni spektrum PFB derivatu pyrovaleronu.

4.3 Selektivita metody

Analyzou negativni moce nebyla prokazana ptitomnost zkoumanych analyti. Byla

oveéfena spravna negativita.
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4.4 Ovéreni pracovniho rozsahu metody

Pro jednotlivé analyty byl ovéfen pracovni rozsah zkoumané metody V rozmezi
25— 500 g/l (Obr. 25 — 30). Kvantifikace byla provedena metodou interniho standardu
(1S, methkathinon-d3). Mirou linearniho vztahu je korelaéni koeficient (R?) a kalibra¢ni
pfimka je popsdna obecnou regresni rovnici (y = ax + b). Pracovni rozsah byl ovéien

méienim pétibodové koncentracni fady ve tiech opakovanich.

Butylon

(= 1000 000}
1,8 -
1,6 -
1,4 -
1,2 -
1 .
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0 A T T T T )
0 100 200 300 400 500
Koncentrace [pg/1]

y =0,0033x + 0,0204
R*=0,9975

Plocha piku (butylon/IS)

Obr. 25. Graf zavislosti poméru plochy piku PFB derivatu butylonu a interniho
standardu na koncentraci ve vzorku. Pracovni rozsah byl ovéfen v rozmezi
25 —500 pgl/l.
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Ethylkathinon

(x 1 000 000)

S e
w H (2} o)} ~N
1 1 1 1 ]

o
N
I

y =0,0012x + 0,0188
R2=0,9904

o
JEEN
1

Plocha piku (ethylkathinon/IS)

o

0 100 200 300 400 500
Koncentrace [ng/1]

Obr. 26. Graf zavislosti poméru plochy piku PFB derivatu ethylkathinonu a interniho
standardu na koncentraci ve vzorku. Pracovni rozsah byl ovéfen v rozmezi
25 =500 pg/l.
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Obr. 27. Graf zavislosti poméru plochy piku PFB derivatu ethylonu a interniho
standardu na koncentraci ve vzorku. Pracovni rozsah byl ovéfen v rozmezi

25 =500 pg/l.
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Mefedron
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Obr. 28. Graf zavislosti poméru plochy piku PFB derivatu mefedronu a interniho
standardu na koncentraci ve vzorku. Pracovni rozsah byl ovéfen Vrozmezi

25 =500 pg/l.
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Obr. 29. Graf zavislosti poméru plochy piku PFB derivatu methkathinonu a interniho
standardu na koncentraci ve vzorku. Pracovni rozsah byl ovéfen v rozmezi

25 =500 pg/l.
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Obr. 30. Graf zavislosti pomé&ru plochy piku PFB derivatu pyrovaleronu a interniho
standardu na koncentraci ve vzorku. Pracovni rozsah byl ovéfen v rozmezi
50 —500 pg/l.

Korelacni koeficienty linearni zavislosti vybranych analyti vyhovuji pozadavkiim

validace, resp. verifikace metody, tj. R? > 0,99.
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5 DISKUSE

Ke stale nové objevujicim se kathinonovym derivatim a k jejich identifikaci
a charakterizaci se také vyvijeji analytické metody. Ma experimentalni prace byla
zaméfena na optimalizaci pfipravy vzorki a GC-MS podminek. Byly analyzovany
modelové vzorky biologického materialu (mo¢) o rizné koncentraci (0, 25, 50, 100, 250
a 500 pg/l) vybranych syntetickych derivata kathinond (butylon, ethylkathinon, ethylon,
mefedron, methkathinon a pyrovaleron). Vzorky byly pfipraveny bez derivatiza¢niho
¢inidla a s vybranymi derivatiza¢nimi ¢inidly (BSTFA + TMCS, PFPA a PFBCI).
Separace probéhla v koloné¢ DB-5MS pii teplote¢ 70 °C, teplota nésttiku byla 270 °C
a teplota iontového zdroje 250 °C. Jednotlivé analyty byly identifikovany podle svych
charakteristickych iontd m/z a retencnich Cast. Jako nejvhodnéjsi derivatizacni ¢inidlo
se ztestovanych jevi PFBCI z diivodi nejvyssi odezvy detektoru a dobré separace
jednotlivych derivati.

Mohamed a kolektiv (2017) ve své studii stanovovali analyty methkathinon
amefedron metodou GC-MS, za pouziti tii derivatizaénich ¢inidel HFBA
(heptafluorobutyrova kyselina), TFAA (trifluoroctova kyselina) a PFPA. Dle tohoto
vyzkumu bylo prokazano, ze nejcitlivéjsi je derivatizacni €inidlo PFPA pro analyzu
GC-MS.

Majchrzak a kolektiv (2016) ve své studii identifikovali a charakterizovali novy
derivat kathinont 4-fluor-PVP9 pomoci nasledujicich metod HPLC-MS, HPLC-DAD,
MS-ESI a GC-MS.
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6 ZAVER

S ohledem na nartistajici se pocet uzivateli téchto psychostimulacnich latek, bylo nutné
zavést spolehlivou a robustni metodu do klinické praxe. V nemocni¢nich ambulancich
a ordinacich praktickych 1ékatt jsou dostupné pouze zakladni screeningové testy, které
nezahrnuji priikaz kathinonii. V rutinnich nemocni¢nich biochemickych laboratotfich
jsou analyzovany pouze bézné skupiny navykovych latek. Z téchto duvodua byla
na pracovisti Laboratoii AGEL a.s. v Novém Ji¢in€ vyvinuta a verifikovana specificka
GC-MS metoda pro prukaz a stanoveni vybranych syntetickych kathinonid v moci.
Pracovni rozsah méteni pro zkoumané kathinony byl 25 — 500 pg/I. Pyrovaleron
pii koncentraci 25 pg/l nebyl detekovan. Korelaéni koeficienty zavislosti spliuji

pozadavky pro validaci, resp. verifikaci metody.
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