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SOUHRN

Diplomové prace nabizi obecny popis metody hmotnostni spektrometrie, iontové
mobilitni spektrometrie a ambientnich ionizac¢nich technik. Dale pojednavd o mozZnostech
vyuziti ambientnich ioniza¢nich technik MS/IMS/MS ve forenznich védach. Velky podil
teoretické Casti je vénovan problematice ,,new designer drugs“- novych syntetickych drog.
V praci je zpracovan piehled nejzndméjSich skupin novych syntetickych drog, jejich ucinky
na lidsky organismus a analytické piistupy slouzici k identifikaci popt. stanoveni téchto latek.

Experimentalni cast prace je zaméfena na hmotnostn¢ spektrometrickou analyzu
standardi a redlnych vzorkli novych syntetickych drog s vyuzitim kombinace iontove
mobilitni separace a hmotnostni spektrometrie za pouziti dvou riznych iontovych zdroji —
elektrosprej (ESI) a pfima sonda (ASAP). Na zakladé ESI-MS/IMS/MS analyz standardi
drog byla vypracovana pichledna tabulka obsahujici vSechna nalezita data (hodnoty m/z
protonovanych molekul, jejich fragmentd a hodnoty drift-time) slouzici k jednoznacné
identifikaci téchto latek. Hmotnostni spektra a fragmentacni spektra jednotlivych latek jsou
soucasti prilohy. Diskutovany byly hlavni fragmentacni cesty studovanych latek. Kombinace
iontové mobility a hmotnostni spektrometrie bylo vyuzito k identifikaci drog (dvou vzorki
katinontl) v substancich vysetfovanych na Ustavu soudniho 1ékaistvi a medicinského prava
FN Olomouc. Pfipravené roztoky byly analyzovany pomoci piimé sondy ASAP, na kterou
byly aplikovany v mnozstvi 1 pl (koncentrace 0,5 mg/ml). Vysledky potvrdily potencial
ASAP-MS/IMS/MS napt. pro screening drog zajisténych policii.

Postup QUEChERS (Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe) vyvijeny na Katedie
analytické chemie pro ucely identifikace opiati v moci byl aplikovan pfi identifikaci tychz
kationdi v moc¢i. Na piecisténi vzorku navazovalo méteni technikou ESI-MS/IMS/MS. Jiz pfi
koncentraci analyzované latky 0,1 pg/ml moci bylo mozné v hmotnostnim spektru pozorovat
protonovanou molekulu analyti a pofidit fragmentacni spektrum vyuzitelné pfi identifikaci.
Vysledky prokazaly pouzitelnost pristupu QUEChERS ESI-MS/IMS/MS pro analyzu vzorka
moci. Testovany postup analyzy je jednoduchy a rychly, mohl by se stat zakladem metody pro
prukaz studovanych novych syntetickych drog v moci. Prace tak pfispiva k vyvoji

analytickych pfistupt k identifikaci latek a potencidlné zavaznym dopadem na lidské zdravi.



SUMMARY

The thesis offers a general description of the the mass spectrometry, ion mobility and
ambient ionization techniques. Aplications of ambient ionization techniques in forensic
science are described. An important part od the thesis is focused on new designer drugs.
Overview of known groups of new designer drugs, their effects on the human organism, and
analytical approaches to their determination and quantitation is provided.

The experimental part describes a procedure of mass spectrometric analysis of
standards and real samples of new designer drugs using a combination of ion mobility
separation and mass spectrometry. Analyses were performed using two ion sources -
electrospray (ESI) and atmospheric solids analysis probe (ASAP). Using ESI-MS/IMS/MS
analysis of the drug standards a table containing mass od protonated molecules, thein
fragments and drift time values of the ions was created. All these data can be useful for
identification of analyzed substances. Main fragmentation pathways are described and
discussed. Mass spectra and fragmentation spectra of individual compounds are included in
apendix of the thesis. Combination of ion mobility and mass spectrometry allowed
odentification of drugs (two cathinones) in samples investigated by Institute of Forensic
Medicine and Medical Law University Hospital Olomouc. Dissolved samples were analyzed
using direct probe ASAP applying 1 pul of solution at the probe (0.5 mg/ml). The results
confirm potential of ASAP-MS/IMS/MS, e.g. for screening of samples of substances
collected by police.

The procedure QUEChERS (Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe) tested at
Department of Analytical Chemismy UP Olomouc for identification of opiates in urine was
applied for identification of mentined cathinones in urine. After purification, ESI-
MS/IMS/MS was carried out. Protonated molecules of the analytes were observed in samples
at concentration level 1 ug/ml urine. For urine samples, isolation of protonated molecules,
thein ion mobility separation from matrix components followed by fragmentation provided
the evidence of the presence of analytes in samples. The results proved applicability of
QUEChERS ESI-MS/IMS/MS approach to urine sample analysis. The thesis contributes to
development of analytical methods for identification of substances with potential severe

effects on human health.
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1. UvVOD

Novou a zajimavou aplikaci hmotnostni spektrometrie v oblasti klinické a forenzni
toxikologie je analyza novych syntetickych drog s vyuzitim tzv. ,,ambientnich ioniza¢nich
technik”, pracujicich za atmosférického tlaku a teploty. Obrovskou vyhodou téchto technik je
moznost analyzy vzorku bez jeho ptedchozi ipravy nebo s velmi jednoduchou upravou.

Dosud rutinné pouzivané separatni metody v toxikologické a forenzni praxi
predstavuji zna¢nou Casovou ndro¢nost pii Upravé vzorku, kterou ambientni ionizacni
techniky eliminuji a usetfi tak ¢as, ktery mize byt v akutnich ptipadech (napf. pfi otravach)
drahocenny.

Diplomova prace nabizi obecny pichled a popisuje analytické ptistupy K identifikaci
popt. stanoveni novych syntetickych drog. Prace dale pojednava o ambientnich ioniza¢nich
technikach v hmotnostni spektrometrii, iontové mobilitni spektrometrii a jejich aplikaci ve
forenznich védach. Cilem diplomové prace je ovéfit moznosti identifikace ,,new designer

drugs* s vyuzitim hmotnostni spektrometrie a iontové mobilitni spektrometrie.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Hmotnostni spektrometrie

Od vzniku hmotnostni spektrometrie uplynulo vice nez sto let, pficemz dlouhou dobu
nebyla jeji budoucnost v praxi pfili§ pfizniva a dokonce byla n¢kolikrat oznacovana za mrtvou
metodu. Az v osmdesatych letech minulého stoleti doslo k rozvoji hmotnostni spektrometrie,
ktera prispéla ke vzniku zcela novych, piedevSim biologickych obort a alplikatci.1
V soucasnosti 1ze hmotnostni spektrometrii povazovat za velmi popularni instrumentalni
metodu, nebot’ se jeji pouziti rozsitilo témef do vSech oblasti ptirodnich véd, napt. geologie,
fyziky, farmacie, chemie, toxikologie, zivotniho prostfedi, astronomie, ale i mediciny, kde se
metody uspéSné vyuziva v nddorové diagnostice apod.”

Ucebnicova definice tikd, Ze hmotnostni spektrometrie je fyzikdln€ chemicka
instrumentalni metoda urCovani hmotnosti atomt, molekul a jejich fragmentli po pievedeni na
iontovou formu.>* Zakladnim principem hmotnostni spektrometrie je separace nabitych
¢astic, produkovanych iontovym zdrojem, v magnetickém a elektrickém poli hmotnostniho
analyzatoru dle jejich poméru hmotnosti ku naboji (m/z).

Hlavni pfednosti této metody je moznost analyzovat vzorek rizného skupenstvi (pevna
latka, kapalina, plyn, plazma) a umoZiuje analyzu cCisté latky 1 komplikované smési, jakou je
napt. biologicky materidl (mo¢, krev, plazma, tkan). DalSimi vyhodami hmotnostni
spektrometrie je nizk4 spotfeba vzorku pii analyze, nizké detekéni limity, vysoké rozliSeni,
rychlost analyzy a bezesporu snizujici se pofizovaci cena a miniaturizace pfistrojﬁ.5

Hmotnostni spektrometrie se dokonce prostiednictvim krimindlnich seriald dostava
byt’ trochu zjednodusenou formou do podvédomi laické vetejnosti. Tato skutecnost poukazuje
na pevné a stale se rozSifujici postaveni hmotnostni spektrometrie ve forenznich védach
obecné. Metoda v této oblasti analyzy dovoluje napt. zjiSténi prvkového zastoupeni Vv
materialu stfel, odhaleni dopingu u sportovct a padélani bankovek, pan¢ovani potravin, poziti
a distribuci drog nebo zobrazeni chemického otisku prstu s prokreslenim papildrnich linif.®
Vhodnou volbou iontového zdroje nebo s vyuzitim kombinovanych systému plynové c¢i
kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC/MS, LC/MS), 1ze vyrazné zvysit
selektivitu a umoznit identifikovat komponenty vzorku ve slozité matrici. Doménou

hmotnostni spektrometrie je predev§im stopovad analyza organickych latek s dirazem na



zjisténi jejich chemické struktury. V poslednich letech se hmotnostni spektrometrie hojné

vyuZziva v proteomice, kde slouzi jako nastroj pro studium struktury proteini.’

2.2 Ambientni ioniza¢ni techniky

Ambientni ioniza¢ni techniky jsou techniky hmotnostni spektrometrie umoziujici
pfimou a rychlou ionizaci latek za atmosférickych podminek (teploty a tlaku) bez piedchozi
upravy vzorku nebo po jeho jednoduché upravé. Nabizeji moznost analyzy latek riizné
polarity, z Siroké §kaly matric a povrchi.”® V soutasné dob& nachazeji uplatnéni v mnoha
oborech (chemie, biologie, medicina, toxikologie atd.), napt. pii analyze drog a vybusnin,’
monitorovani prib&hu organickych reakci'® a kvality Zivotniho prostiedi, v proteomice 1 pii
hmotnostné spektrometrickém zobrazovani (mass spectrometry imaging, MSI).ll’12

Rada technik tohoto typu byla vyvinuta az v poslednich nékolika letech, pfi¢emz
vétSina z nich je zalozena na principu elektrospreje (electrospray ionization, ESI), nebo
chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI). Velky pocet z nich je neinvazivnich a
diky tomu se stavaji idedlnim nastrojem pro studium slozeni povrchii biologickych vzorka. Za
pralomovou techniku je povazovan desorpcni elektrosprej (desorption electrospray, DESI),
jehoz princip a aplikace byly poprvé publikovany v &asopise Science v roce 2004."* Do dnesni
doby bylo vyvinuto a popsdno vice nez 30 ambientnich ioniza¢nich technik, napt. desorp¢ni
chemicka ionizace za atmosférického tlaku (desorption atmospheric pressure chemical
ionization, DAPCI), desorp¢ni fotoionizace za atmosférického tlaku (desorption atmospheric
photoionization, DAPPI), extraktivni elektrosprej (extractive electrospray, EESI), pfima
analyza v redlném case (direct analysis in real time, DART), MALDI za atmosférického tlaku
(atmospheric MALDI).

Ambientni ionizacni techniky lze rozdélit do skupin dle riznych parametrli. Jednim
Z nich maze byt d€leni na zaklad¢é zplisobu desorpce/ionizace do tfi zdkladnich skupin. Do
prvni skupiny patii techniky piimé desorpce (Tabulka I), kde jsou molekuly analyzované
latky v kapalin€ pfimo ionizovany elektrickym polem bez piedchoziho piecisténi vzorku.
Druhou skupinu tvoii techniky pfimé desorpce/ionizace (Tabulka II), u kterych se vyuziva
elektricky nabitych kapek rozpoustédla nebo metastabilnich iontl produkovanych ambientnim
ioniza¢nim zdrojem, zprostfedkovavajici desorpci a ionizaci molekul z povrchu vzorku. Do

tieti a zaroven posledni skupiny patfi ambientni techniky s tzv. dvoustupfiovou ionizaci
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(Tabulka I11), kde je nejdiive k desorpci molekul analytu pouzito napf. laseru, termalni

energie nebo aerosolu, poté jsou desorbované molekuly vedeny k post-ionizaci do

ambientniho zdroje.1 Pro nékteré anglické nazvy ionizacnich technik prozatim neexistuji

Ceské ekvivalenty, proto jsou v tabulkach uvedeny pouze anglické nazvy.

Tabulka | — Pfehled ionizacnich technik pfimé desorpce7

Nazev Zkratka Vzorek Polarita analytu
Direct electrospray probe DEP kapalina polarni
Probe electrospray ionization PESI kapalina polarni
Paper spray ionization PSI kapalina polarni
Droplet electrospray ionization Droplet ESI kapalina polarni
Field-induced droplet ionization FIDI kapalina polarni
Ultrasound ionization usl kapalina polarni

Tabulka Il - Pfehled ionizaénich technik pfimé desorpce/ionizace’

Nazev Zkratka Vzorek Polarita analytu
Desorption electrospray ionization DESI pevna 1., kapalina polarni
Electrode-assisted desorption electrospray
o EADESI pevna L., kapalina polarni
ionization
Easy ambient sonic spray ionization EASI pevna 1., kapalina polarni
Desorption atmospheric pressure chemical
o DAPCI pevna ., kapalina polarni
ionization
Low temperature plasma probe LTP pevna 1., kapalina, plyn  polarni/nepolarni
Laser spray ionization LSl pevna 1., kapalina polarni
Tabulka 1l — P¥ehled ionizaénich technik dvoustupfiové ionizace’
Nazev Zkratka Vzorek Polarita analytu
Extractive electrospray ionization EESI kapalina, plyn polérni
Electrospray laser desorption ionization ELDI pevna 1., kapalina polarni
Matrix-assisted laser desorption .
- MALDESI pevna ., kapalina polérni

electrospray ionization
Atmospheric pressure thermal

. L AP-TD/ESI pevna I, kapalina polarni
desorption/electrospray ionization
Atmospheric pressure solids analysis probe ~ ASAP pevna 1., kapalina polarni/nepolarni
Direct analysis in real time DART pevna 1., kapalina, plyn  polarni/nepolarni

11



Popis jednotlivych ambientnich ionizac¢nich technik piesahuje ramec této prace, proto
bude v nasledujicim textu pojednano pouze o vybranych technikach se zamétenim na ty, které
jsou vyznamnéji vyuzivany na Katedfe analytické chemie PfF UP, nebo budou pouzity

V experimentalni ¢asti prace.
Desorpc¢ni elektrosprej (desorption electrospray ionization, DESI)

Desorpéni elektrosprej (Obr. 1) je meékkou ioniza¢ni technikou, ktera vychazi
z principu elektrospreje. Pti atmosférickém tlaku a teploté¢ je za pomoci elektrospreje,
umisténého pod uréitym uhlem a v urcité¢ vzdalenosti od vzorku, sprejovana kapalina (Casto
smé&s voda — methanol v poméru 1:1), ktera vytvari nabité kapicky. Pii styku nabitych kapi¢ek
se vzorkem dochdzi k desorpci a nasledné ionizaci molekul analyzovanych latek. Po strandch
sprejovaci  kapilary proudi inertni plyn (zpravidla Nj), ktery napomaha procesu

desorpce/ionizace.**

(DESI)
vstup do MS
desorpce a ° o
ionizace ° o o
o ° o
) ° ° °
° o
o
o oo ° ° °
inertni plyn o

Obr. 1 — Schéma desorpcniho elektrospreje (DESI)

Modifikaci DESI s odlisSnou geometrii, kterd nevyuziva zmlzujiciho plynu je tzv.

desorp¢ni nanoelektrosprej (desorption nano-electrospray ionization, nanoDESI). Existuji dvé

15,16

odlisné verze této techniky, majici jiné geometrické uspotradani (Obr. 2). Prvni z nich je
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konstrukéné¢ podobny klasickému desorpénimu elektrospreji s absenci inertniho plynu.
Pouzivana kapildra dosahuje priiméru jednotek um a samotny elektrosprej je pohyblivy ve
vSech smérech. Druhd varianta nanoDESI vyuziva dvou kapilar navzajem propojenych tzv.
kapalnym mustkem. Jedna kapilara (primérni) pfivadi rozpoustédlo k desorpci analyth
z povrchu vzorku a udrzuje kapalny mustek mezi kapildrami, zatimco druhd kapilara
(nanosprej) sprejuje desorbované molekuly za jejich ionizace. Pomoci vlozeného napéti mezi

primarni kapilarou a vstupem do hmotnostniho analyzatoru odsava sprejovaci kapilara

desorbované molekuly zcela nezavisle.

(nanoDESI) A 5
sprejovaci kapilara pr'imérni kapilara °
/ \  sprejovaci kapilara
/ ° \ .
1 \ \
1 [ \

kapalny mustek

s =T

Obr. 2 - Schématické znazornéni dvou moznych usporadani nanoDESI

Atmospheric solids analysis probe (ASAP)

Tato ambientni ioniza¢ni technika byla vyvinuta pro rychlou analyzu malo tékavych a

t€kavych organickych latek v kapalnych ¢i pevnych vzorcich. ASAP vyuziva horkého proudu
N3, ktery dopada na povrch vzorku a napomaha desorpci analytu (Obr. 3). Poté proud dusiku
vede desorbované analyty k hrotu APCI jehly, kde dochazi k jejich ionizaci za pomoci
koronového vyboje. Technika disponuje moZnosti analyzovat nepolarni latky, které pomoci

ESI, APCI a APPI nelze ionizovat s vysokou citlivosti, a také umoznuje analyzovat slozité

smési latek bez
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ptedchozi upravy vzorku. Doba analyzy je velmi kratka (i nékolik sekund, coz ale muze byt

vvvvv

Pomoci této techniky bylo analyzovéno nékolik typt latek, jako napf. castecky

vzduchu, polymery, steroidy, drogy, vybusniny nebo biologické tekutiny.’

(ASAP)

horky proud N,

~

vstup do MS N
vybojova jehla

Obr. 3 — Schéma iontového zdroje ASAP

2.3 Ambientni techniky v odhalovani trestné ¢innosti

Forenzni, soudni ¢i kriminalistickd chemie je nedilnou soucasti multidisciplindrni
forenzni védy, ktera prostiednictvim dostupnych analytickych, biologickych, biochemickych,
fyzikélnich a dalSich metod napoméha U¢innému a efektivnimu dosaZeni spravedlnosti pfi
vySetfovani trestné ¢innosti.

Metody vhodné pro forenzni tcely by mély byt citlivé, specifické a poskytovat co
nejméné faleSn¢ pozitivnich a faleSn¢ negativnich vysledka. Tyto vlastnosti jsou dulezité
zejména pii odhalovani organizované trestné Cinnosti, jako jsou teroristické Utoky, kde je
ohroZeno mnoho lidskych Zivott. Déle je pro forenzni chemii dulezité, aby dikaz ziskany pfi
analyze byl akceptovatelny i pii soudnim fizeni. Metody by tedy mély zajiStovat pfesnost a

opakovatelnost analyzy, aby nedochazelo k nespravedlivému odsouzeni.
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V soucasné¢ dobé jsou ve forenzni analyze bézné¢ vyuzivany separacni techniky ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii. Stopova analyza anorganickych latek a speciacni analyza
kovli, napt. v moci, vlasech, krvi nebo plazmé, je doménou metody indukéné vazaného
plazmatu s hmotnostni spektrometrii (Inductively Coupled Plasma/Mass Spectrometry,
ICP/MS)"" a hmotnostni spektrometrie izotopického poméru (Isotopic Ratio-Mass
Spectrometry, IR-MS)."® Tradi¢ni techniky GC/MS, LC/MS se ve forenznich aplikacich

1920 yadnich kontaminantt® &

bézn¢ pouzivaji napf. pro identifikaci a stanoveni drog
V}'/buénin.22 lontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (Fourier Transform
lon Cyclotron Rezonance FT-ICR) je technikou hmotnostni spektrometrie, poskytujici ultra
vysoké rozliSeni pii charakterizaci chemické struktury vzorku, ale je finanéné velmi nékladna
a Casové naro¢na. lontova mobilitni spektrometrie (Ion Mobility Spectrometry, IMS)23 je
pouzivand pro screening vybuSnin na letiStich, mize ovSem poskytovat falesn¢ pozitivni
vysledky. K analyze DNA a mitochondridlnimu DNA profilovani se krom¢ biochemickych
metod vyuziva ionizace elektrosprejem MS (ESI-MS). Skenovaci elektronova mikroskopie
(Scanning Electron Microscopy, SEM) slouzi k analyze povystielovych zplodin24 a termalni
desorpce MS (Thermal Desorption, TD-MS) umoziiuje analyzu drog z rtiznych povrchi, napf.
bankovky.?

I kdyz jsou chromatografické techniky ve spojeni S hmotnostni spektrometrii
vzhledem ke své citlivosti a snadné automatizovatelnosti nezastupitelné ve forenzni analyze,
vyZzaduji upravu vzorku pfed vlastni analyzou (extrakce, derivatizace), kterd byva casto
zdlouhava. MozZnost analyzovat vzorky bez pifedchozi upravy, v relativné kratkém case,
mnohdy s vysokou citlivosti, selektivitou, navic za atmosférického tlaku a teploty dovoluji
ambientni ionizacni techniky hmotnostni spektrometrie.

Mezi slibné techniky ve forenznich aplikacich patii desorp¢ni elektrosprej (DESI),
pfima analyza v realném case (Direct Analysis in Real Time, DART), desorpce-ionizace za
ucasti plazmy (Plasma Assisted Desorpction Ionization, PADI) a extraktivni elektrospre;j
(Extractive Electrospray lonization, EESI).

Toniza&ni technika DESI byla vyvinuta Cooksem a kol*® a jak jiz bylo uvedeno vyse,
k desoprci a ionizaci vyuziva klasického elektrospreje. DESI nabizi obrovsky potencial
v Sirokém rozsahu forenzni analyzy, napt. identifikace padé€lanych 1éCiv, environmentalni
analyza a analyza biologickych vzorki. DART byla vyvinuta v téméf stejném obdobi jako

DESI Codym a kol.?® a st&jn& jako u DESI se ukézalo mozné uplatndni DART v analyze
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nejruznéjSich chemickych latek a biologickych vzork. DART kionizaci vyuziva
metastabilnich molekul inertniho plynu (N», He). PADI je relativné novéa technika, vyvinuta
McCoustramem a kol.,?" ktera desorbuje/ionizuje molekuly z povrchu vzorku pomoci
nizkoteplotniho plazmtu. Kone¢né technika EESI, vyvinuta Zenobim a kol.,?® vyuziva oproti
klasickému ESI dvé sprejovaci kapilary. Jednou je ptivadén a zmlzovan vzorek, zatimco
druhou kapilarou jsou vytvareny nabité kapi¢ky rozpoustédla, které pfi srazce se zmlzenym
vzorkem ionizuji molekuly analytu. EESI umoziuje pfimou analyzu kapalnych vzoru, napf.

mléka, moce a odpadnich vod.
Vybusniny

Pro detekci vybusnin je dostupnd Siroka Skala technik, z nichz nejrozsifené;jsi a jedna
Z nejlepsich metod je IMS, ktera se bézné pouZiva pro screening vybuSnin na letiStich.
Technika je uspésna diky vysoké citlivosti, pfenositelnosti a rychlé analyze, avSak piesnost
IMS je o néco horsi. Existuji totiz molekuly s podobnou iontovou mobilitou jako sledované
molekuly vybusnin a tento fakt mize zapficinit faleSné pozitivni vysledky méteni. MS je pro
analyzu vybusnin nemén¢ vhodnd, nebot’ spliiuje vysokou citlivost a rychlost analyzy. Navic
MS oproti IMS zajistuje velmi spolehlivé vysledky méfeni a za pouziti ambientnich
ionizacnich technik ptimé desorpce patti MS k novym velmi vykonnym metodam detekce
vybusnin. N¢kolik publikaci bylo vénovéano vyuziti DESI pro piimou detekci vybusnin, napft.
hexogenu (RDX), oktogenu (HMX), trinitrotoluenu (TNT) a pentritu (PENT).?*%3! Desorpce
molekul analyzovanych latek byla s uspéchem provedena z riiznych povrchi, jako napft.
z textilie, plastu, papiru i lidské ktze. DalSimi technikami, které byly popsany a které lze
vyuzit pro detekci vybusnin jsou PADI, DART nebo nové ,Low-Temperature Plasma“
(LTP)* a helium plasma ionization (HeP1).* Pro ilustraci je tieba uvést, Ze pii analyze PENT
dosahuje DESI limitt detekce az 100 pg, LTP poskytuje pii analyze TND dokonce LOD 500
fm a HePI dokéze detekovat mnozstvi az 0,01 ng TNT na 1 mm? filtra¢niho papiru, ze které¢ho

byl TNT desorbovan.
Chemickeé a biologické zbrané

Z duvodu hrozby mezinarodniho terorismu a rizika pouziti biologickych a chemickych
zbrani je potfeba monitorovat Zivotni prostfedi kolem nés. VéEtSina metod analyzy Zivotniho

prostiedi vyuziva GC/MS a novéji napiiklad mikroextrakce tuhou fazi (Solid-Phase
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Microextraction, SPME) ve spojeni SLC/MS nebo pifimou hmotnostni spektrometrii
sekundérnich iontl (Secondary Ion Mass Spectrometry, SIMS). DESI nachézi své uplatnéni,
stejné jako v analyze vybusnin i v analyze chemickych a biologickych zbrani. Tuto aplikaci
popsal ve svych pracech D"Agostino a kol., ktery vyuzival DESI ve spojeni s SPME vldknem

k analyze tabunu (TB), sarinu (GB) a organofosfati.***°

Detekce na misté ¢inu

Nedéavné pokroky v miniaturizaci hmotnostnich spektrometra piispély k vyvinuti tak
malych pfistrojii, ze je 1ze bez problému pienaset a Vv ptipadé potfeby pouzit piimo na misté
¢inu. Velikost hmotnostnich spektrometrd je ptirovnavana k velikosti krabice od bot a jejich
hmotnost se pohybuje okolo 5 kg. Ptikladem takovych pfistroji jsou hmotnostni
spektrometry, nesouci oznaceni MINI 10 a MINI 11 vyvinuté Cooksem a Ouyangem.36
Detekéni limity se pohybuji Vv jednotkdch ppb a lze jimi pofidit i spektrum proteint.
V kombinaci s iontovym zdrojem DESI nebo DART mohou byt tyto systémy pouzity ke
kontrole pfimo na mistech, kde je to tfeba, napt. k analyze vybusnin z riznych povrchi, kde

technika DESI dosahuje LOD od 500 pg/cm? do 1pg/cm? dle druhu vybusniny.*’
Léciva

Rychld a 0¢innd analyza tablet mze dopomoci napi. k identifikaci legélnich a
ilegdlnich drog ¢i 1éCiv nebo k odhaleni padélanych 1é¢iv. Konvencéni metody vyuZivané
k tomuto ucelu (GC/MS, LC/MS) vyzaduji velké mnozstvi krokd v samotné upravé vzorku a
separaci latek. Cela procedura mtize trvat i nékolik hodin, nez je ziskén uspokojivy vysledek.
Ambientni ioniza¢ni techniky umoziuji analyzovat lé¢iva a drogy piimo v tabletach, gelech a
rostlinnych materialech (marihuana). Rada studii vyuziva ambientnich technik DESI, DART a
PADI pro analyzu u¢innych latek v tabletach. Techniky umoznily identifikovat paracetamol,

3738 3 mnoho

indometacin, kortizon, hydrokodon, kyselinu listovou, aspirin, kodein, extazi
jinych latek obsaZenych v tabletach. DESI byla Gspésné€ pouzita také pii identifikaci ucinnych
latek pfimou analyzou geli a krémi.’ DESI a DART také dovolili rozlisit originalni a

padéland 1éCiva, napft. pii analyze antimalarik.*
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Drogy v moci

Detekce popt. kvantifikace drog a jejich metabolitt v biologickych matricich (krev,
moc) se V praxi provadi nejcastéji metodou LC/MS, kterd dovoluje analyzovat latky o rizné
molekulové hmotnosti a polarité¢ s dobrou citlivosti (pg/ml), coz je pro piesnou kvantifikaci
nezbytné. Nicméné LC/MS analyza mtize byt komplikovana vlivem matri¢niho efektu, proto
je velmi dilezita Gprava vzorku, na které je vysledek analyzy zavisly. Ambientni ionizacni
techniky nabizi pfimou, rychlou a relativné citlivou analyzu vzorku s minimélni pfedchozi
upravou, i kdyz i zde je tfeba zvazovat mozné matri¢ni efekty. Jak bylo popsano ve studii

Kauppila a kol.,*°

je technika DESI aplikovatelné pro analyzu drog v moci, jako napf. opiati,
kanabinoidi, benzodiazepint a amfetamint. Uprava vzorku pfedstavuje jednoduchou extrakci
kapalinou a aplikaci extraktu na teflonovou desticku, ze které probihd desorpce. Ve studii
bylo zjisténo, Ze signal polarnich benzodiazepint (alprazolam) vzristd pti sprejovani vody,
zatimco signal nepolarnich opiatl vyznamné vzrlsta za pouZiti sprejovaci kapaliny tvofené
acetonitrilem a vodou (90:10, v/v). Limity detekce se pohybovaly v rozmezi 270 — 8840
ng/ml. Pfi pouziti SPE extrakce lze vyrazné€ posunout LOD k niz§im hodnotam, jak bylo
publikovano Zhangem a kol.** pii analyze klenbuterolu. Autoriim se podafilo za pouziti SPE
snizit LOD z 1 pg/ml na 2 ng/ml. Své uplatnéni v analyze drog v moci naléza také DART a
EESI. Zajimava je studie Zhao a kol.,* ktera se zabyva analyzou standardd herbicidi v moci.
Cilem bylo zjistit, zda bude mozné pomoci EESI analyzovat vzorek moci pifimo, bez
jakékoliv upravy. Ukazalo se, ze metoda EESI muze byt potencidlné¢ velmi zajimava pro
analyzu drog v moc¢i nebo plazmé, nebot’ dokazala spolehlivé detekovat mnozstvi 0,2-0,4 fg

pfidaného standardu herbicidu.
Dech

Analyza dechu miiZe poskytnout informace o podezielém. Jaké bylo jeho posledni
jidlo, zda pozil alkohol nebo jestli uzival drogy. Sou€asné metody analyzy dechu, jako napft.
,Proton Transfer Reaction“ MS (PTR-MS) a ,,Selected lon Flow Tube* MS (SIFT-MS),
vyzaduji zdlouhavy odbér vzorku a jeho Upravu. Navic vyuzivaji specialni instrumentace,
kterd dokaze stanovit relativng malé a tékavé latky. Zenobi s kol.*® ukazal, ze EESI mize byt
uzite¢ny pii pfimé analyze dechu. Na rozdil od ostatnich metod je za pouziti EESI dech
zavadén piimo k elektrospreji, a tim urychlena analyza. Timto zpiisobem lze dostat tzv. ,,otisk

dechu®, ktery muze byt dilezity pti vySetiovani trestného ¢inu.
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Dokumenty

Ovétovani pravosti dokumentii patii k nezanedbatelnym tkolim ve forenzni chemii.
Ten Casto vyzaduje analyzu barvy (inkoustu) pouzité¢ v dokumentu a ur€it ptipadny zasah do
jeho obsahu. Analyza obvykle zahrnuje destrukci dokumentu pii extrakci inkoustu
organickymi rozpoustédly pro chromatografickou separaci. Novy pfistup pfindsi technika
DESI, ktera je nedestruktivni a rychld. Na zaklad¢ charakteristickych ionti pro dany inkoust
dokaze DESI sestavit ,,obrazek* v podobé¢ distribuce téchto iontd, a tak lze urcit presné misto

v dokumentu, které bylo zm&néno.**
Otisky prsti

Identifikace podeziclého na zakladé otiskt prsti ma ve forenzni védé dlouhou historii.
Stejné jako pii zobrazovani padélanych dokumentu se DESI vyuziva k zobrazovani otiski
prsti. DESI ma prostorové rozliSeni > 150 um, coz staci k rozeznani hiebend a udoli
papilarnich linii otiskti prsti. Na zaklad¢ chemického slozeni otisku prstu dokdze DESI
vykreslit relativné presny otisk prstu. Navic dokaze identifikovat pfitomnost jinych latek, jako

napf. drogy a vybusniny. Otisky prstil 1ze pomoci DESI zobrazit z riiznych materialu, jakymi

jsou sklo, plast nebo papir.*

2.4 lontova mobilitni spektrometrie

Iontova mobilitni spektrometrie (Ion Mobility Spectrometry, IMS) umoziuje déleni
iontl v plynné fazi nikoli dle hodnoty m/z, ale na zéklad¢ rozdilné rychlosti prichodu letovou
trubici naplnéné inertnim plynem. Je zde ur€itd podobnost IMS s elektromigracnimi
separac¢nimi technikami, nebot’ se ionty béhem prichodu setadi podle svych mobilit. Ty zavisi
na nabojovém stavu iontu a jeho uc¢inném koliznim prifezu, jenz je dan pfedevSim tvarem
iontu.*

Zakladni instrumentace samotné IMS (Obr. 4) se sklada z iontového zdroje a letové
trubice. K ionizaci latek se vyuziva obvykle B zati¢ ®*Ni nebo novgji ***Am, ktery produkuje
a Castice a y zareni. Vzniklé ionty jsou urychleny elektrickym polem a v letové trubici

separovany dle svych mobilit.*
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Metoda je znama jiz od 50. let 20. stoleti a naléza své uplatnéni hlavné ve forenznich
aplikacich (drogy, vybusniny) a pro vojenské ucely (bojové chemické latky). IMS je vhodnou
metodou pro tyto ucely predevsim kviili nizkym limitdm detekce a miniaturizaci pfistroja.
IMS pfistroje byly vhodn¢ upraveny, aby jejich pouziti bylo co nejjednodussi a mohli je tak
pouzivat i nevédetti piislusnici bezpetnostni sluzby nebo vojska. *’

Separace pomoci IMS probihd tadové v milisekundach, coz je oproti
chromatografickym metodam velkou vyhodou. Snad i proto se IMS stava silnym nastrojem

pro separaci latek, ktery zaznamenava velky rozvoj ve zminénych oblastech.

iontovy zdroj

elektrické pole -
J LI ' I ' ' <— inertni plyn
1
e00 e° 38 | B .
Oe O " Yo) ° ’ e detektor
® O [ 1
Qe |
vzorek | ! 1/ ! ! ! !
/ ~ Y ~

letova trubice

Obr. 4 — Schématicky nakres IMS pfistroje(prevzato cit.*®)

2.4.1 lontova mobilitni spektrometrie-hmotnostni spektrometrie

V posledni dobé se rozsifuje do laboratofi spojeni iontové mobilitni spektrometrie
s hmotnostni spektrometrii (IMS/MS). Jedna se o pfistroje kompatibilni s iontovymi zdroji a
analyzatory vyuzivanymi V hmotnostni spektrometrii. V soucasnosti umoziuji IMS/MS
systémy pohodIné vyuZivat ambientni ioniza¢ni techniky, jakymi jsou napt. DESI, ASAP,
nebo EESI. Vhodnym analyzatorem pro IMS/MS systémy se ukézal byt analyzator doby letu
(TOF), a to piedev§im proto, ze ma nejrychlejsi sbér dat. Miaze tak v mikrosekundovém
méfitku ziskat mnoho spekter. Dal§imi bézné€ pouzivanymi analyzatory v IMS/MS jsou
kvadrupo6lové hmotnostni analyzatory, linedrni iontové pasti a dokonce i iontové cyklotronova
rezonance s Fourierovou transformaci, coz je vyhodné z hlediska zvySeni linearniho

dynamického rozsahu a rozliseni. IMS dokaze separovat izomery, izobary, konformery a
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strukturné podobné ionty. Navic efektivné redukuje chemicky a ndhodny Sum. Na druhou
stranu je tieba zminit vy3$3i potizovaci néklady t&chto p¥istroji.*®

IMS/MS pristroje se obvykle skladaji ze &ty zakladnich &asti (Obr. 5)*:

1) iontovy zdroj, napt. MALDI, ESI, ktery generuje ionty;

2) IMS cela, kde nabité ¢astice migruji vlivem elektrického pole;

3) hmotnostni analyzator, typicky TOF analyzator zajistujici rychly sbér dat v Sirokém
linedrnim dynamickém rozsahu;

4) detektor.
Existuji ¢tyfi hlavni typy IMS cel, vyuzivajici se v IMS/MS:

a) ,,Drift-Time lon Mobility Spectrometry “ (DT-IMS)

Nejjednodussi konfigurace, zndma také jako konvencni IMS, kde 1ze kolizni prifez
vypocitat pfimo bez nutnosti kalibrace. Poskytuje nejvyssi rozliSovaci schopnost. Dovoluje

pracovat za atmosférického ¢i snizeného tlaku.

b) ,, Differential ion Mobility Spectrometry “ (DMS nebo FAIMS)

Zakladnim principem je vedeni iontt do prostoru s elektrodami a proudu plynu, jako
transportniho média. Na elektrody je vkladano po kratky casovy interval vysoké napéti a
nasledné nizké napéti po delSi dobu. Tato napétova vilna se piekryva s tzv. kompenzacnim
napétim, které zajist'uje stabilni trajektorii iont analytu. Tento proces efektivné pracuje jako
tzv. iontovy filtr. Konfigurace s cylindrickou elektrodou se fikd FAIMS, zatimco konfigurace

S paralelnimi destickami elektrod nese ozna¢eni DMS.

¢) ,, Traveling Wave lon Mobility Spectrometry “ (TWIMS)

Metoda je zaloZena na separaci iontli pomoci série napétovych pulzi v tzv. ,traveling
wave®“. TWIMS pftistroje maji pomérné nizkou rozliSovaci schopnost, ale Ize ziskat kolizni
prufez z kalibrace znamymi standardy. U TWIMS s TOF-MS byl zajistén rychly sbér dat a
bylo dosazeno dobré citlivosti. Na komerénim pfistroji stimto typem mobility byly

provadény i experimenty v ramci diplomové prace.
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d) ,, Differential Mobility Analyzer* (DMA)

DMA kombinuje ptsobeni elektrického pole a rychlého proudu plynu. Pouze ionty o

definované mobilité jsou prenaSeny do vystupni Stérbiny vedouci do vstupu MS.

DT-IMS

— Electric field strength

++ Path of ion

lon
lon Mass
Source ™™ Mocb;i'l'lty 2 tyzer - Detector
MALDI TOF
ESI Q-TOF

Obr. 5 - Blokové schéma IMS/MS a zékladni typy IMS cel. (pfevzato cit*®)

2.4.2 lontova mobilitni spektrometrie v analyze drog

Jak jiz bylo zminéno vySe, IMS prochdzi rychlym vyvojem a popularitu si ziskava
predev§im ve forenznich aplikacich, napf. v analyze vybu$nin, drog nebo bojovych
chemickych latek. V oblasti aplikace IMS pro analyzu ,,new designer drugs* byla nalezena
pouze jedna védecka prace®, ktera se zabyva IMS analyzou MDMA a MDEA. Byla vyvinuta
IMS metoda s vyuzitim trihexylaminu, jako vnitiniho standardu pro rychly screening téchto

latek ve vlasech.
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2.5 Nové syntetické drogy

Nazev ,,nové syntetické drogy* je Cesky ekvivalent pro ,,new designer drugs”, jenz
zahrnuje Sirokou skupinu psychotropnich latek, které se distribuuji na ilegalnich i legalnich
trzich. Tzv. ,design” spociva Vpozmeénéni chemické struktury drog, které jsou jiz
legislativné fazeny mezi zakazané latky, a tak ziskat nové drogy s obdobnym ucinkem
s moznosti distribuce ,,legalni” cestou.” Pro ilustraci je tfeba uvést, Ze nejpopularngjsi drogou
tohoto typu byla jiz od osmdesatych let minulého stoleti tzv. ,tanecni droga®“ — extaze.
Chemicky se jedna o 3,4-methylendioxy-N-methylamfetamin (dale jen MDMA) a ptivodné
méla slouzit jako anorektikum pod patentovou ochranou firmy Merck (1914). Tato latka
nebyla ovSem nikdy komer¢né¢ vyrdbéna a v této souvislosti pouzivana. Za jejiho
znovuobjevitele je povazovan americky chemik prof. Alexandr Shulgin, ktery jako prvni
podrobné popsal empatogenni u¢inky MDMA. Na pocatku 70. let se zaCaly objevovat zminky
o zneuzivani MDMA v USA a béhem jednoho desetileti doSlo k nartistu popularity extaze
nejen v USA, ale i v Evrop&.>™® Vroce 1985 byla extaze zakdzana a jeji distribuce
pokracovala tzv. ernym trhem dodnes.”®

VétSina novych syntetickych drog je dlouhodobé znama, stejné jako jejich
psychotropni ucinek, takze oznaceni ,,nové” je ponékud neopodstatnéné. Nicméné se na
drogové scéné zacaly tyto latky objevovat spolené s narlistem popularity extdze stale Castéji.
Jednd se ptfedevSim o latky majici G€inek podobny extazi, které byvaji distribuovany
v tabletové formé a latky halucinogenni s u¢inkem obdobnym LSD nebo mezkalinu.”*

Existuje hned né€kolik diivodi, proc¢ se s témito latkami setkdvame stale Castéji. Jednim
je snaha ilegalnich vyrobct obejit legislativni normy a vyrobit drogu, ktera prozatim neni na
seznamu zakazanych drog nebo jejiz prekurzory nejsou monitorovanymi substancemi.
Nézornym piikladem vyroby a distribuce novych drog v CR je rozsifena sit’ prodejen nesouci
nazev Amsterdam shop, ktera vznikla v Polsku. V dusledku pohotovych novel legislativy
tam¢&jSich zdkonodarcti byli podnikatelé nuceni obchody ¢aste¢né nebo zcela zrusit a zamifili
na tizemi CR, kde zpUsobili rozruch ve spole¢nosti. V soudasné dobé je pocet prodejen v CR
diky legislativé znacné omezen, ale bohuzel se je nepodafilo eliminovat zcela. Filozofie
prodejen je zalozena na distribuci legalnich i ilegalnich drog formou upominkového ¢i
sbératelského pfedmétu, ktery neni uréen ke konzumaci. Timto zptsobem se prodejci
vyhybaji mnohym tiskalim.*® Dal§im déivodem zviditelfiovani novych drog je bezpochyby

ochota mladych lidi vyhledavat vzrusujici zazitky, které jim designované drogy poskytuji.
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Je tieba brat v uvahu, Ze krom¢ zadanych pocitii vyvolanych novou drogou se mohou
dostavit i nebezpecné nezadouci Ucinky této drogy a ty mohou mit fatalni nasledky na lidské
zdravi. Nebezpecnost novych drog tkvi vneznadmosti jejich farmakologickych ¢i
toxikologickych ucinka. Ty jsou Casto popisovany pouze experimentatory nebo ze vzacnych
ptipadi, kdy byl hospitalizovan jedinec témito latkami intoxikovany.

Mezi nové syntetické drogy patii zejména latky odvozené od fenylethylaminu,

katinonu a tryptaminu, dale napf. nitraty, ketamin nebo fencyklidin.

Mechanismus ucinku nové designovanych drog

Ve vétSin€ piipadl ovlivituji nové drogy pienos vzruchu. V zakonceni jedné nervové
buiiky jsou obsazeny latky tzv. neurotransmitery, které se pfi pfenosu vzruchu vyplavuji do
synaptické Stérbiny a navazanim na receptor druhé nervové builky tuto buiiku utlumi nebo
aktivuji. Prvnim mechanismem t¢inku téchto latek je pfimy ucinek na receptorech zptisobeny
jejich substituci za pfirozeny neurotransmiter. Druhym mechanismem je zamezeni zpétného
pfenosu neurotrasmiteru do nervového zakonceni buiiky, a tim dochéazi ke zvySeni jeho
koncentrace Vv synaptické S§térbiné. Tretim mechanismem je zvySeni vyplavovani
neurotrasmiterti ze zakonéeni nervovych buiiek. Ctvrtym mechanismem je inhibice enzymii
(pfedev§im monoaminooxiddzy MAO) zodpovédnych za odbouravani neurotransmiterti

v synaptické §térbing.>*
Fenylethylaminy

Samotny fenylethylamin (Obr. 6) je pfirodni latka bez psychotropnich u¢inkd, ktera se
nachazi v fad¢ rostlin (brukev zelna, jmeli bilé) a jako hormon v lidském téle a vznika
dekarboxylaci aminokyseliny fenylalaninu. Fenylethylaminy zahrnuji vice nez 200 rGznych
latek, z nichz vétSina ma psychotropni Gc¢inky. Jedna se pfedevs§im o latky se stimulac¢nimi,
entaktogennimi a halucinogennimi u¢inky, mezi které fadime klasické amfetaminy, MDMA,
MDEA, MDA, DOB a dalsi. Nasledujici tabulka (Tabulka [V) shrnuje nejbéznéjsi
fenylethylaminy.

NH,

Obr. 6 — Strukturni vzorec fenylethylaminu
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Tabulka IV — Pfehled vybranych fenylethylamin(

Strukturni vzorec

Systematicky nazev (IUPAC)>

Zkratka

X = H; CHs; CoHs H
<Om ~X
O
NH,

1-(1,3-benzodioxol-5-yl)propan-2-amin
1-(1,3-benzodioxol-5-yl)-N-methylpropan-2-amin
1-(1,3-benzodioxol-5-yl)-N-ethylpropan-2-amin

N-methyl-1-(1,3-benzodioxol-5-yl)-2-butamin

1-(4-methoxyfenyl)-N-methyl-propan-2-amin

1-(4-methoxyfenyl)-N-methyl-propan-2-methylamin

1-[4-(methylthio)fenyl]propan-2-amin

2-(4-bromo-2,5-dimethoxyfenyl)ethanamin

2,5-dimethoxy-4-jodofenethylamin

2-[2,5-dimethoxy-4-(propylthio)fenyl]ethanamin

2-[4-(ethylthio)-2,5-dimethoxyfenyl]ethanamin

1-(4-bromo-2,5-dimethoxyfenyl)propan-2-amin

MDA
MDMA
MDEA

MBDB

PMA

PMMA

4-MTA

2C-B

2C-|

2C-T-7

2C-T-2

DOB
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Tabulka IV — Pfehled vybranych fenylethylamint — pokracovani

Strukturni vzorec Systematicky nazev (IUPAC)> Zkratka

/O NH,
1-(2,5-dimethoxy-4-methylfenyl)propan-2-amin DOM
@]

Katinony

Tato skupina latek je odvozena od katinonu (benzoylethanamin) (Obr. 7), coz je
alkaloid obsazeny v tropické rostling katé jedlé (Catha edulis), rostouci ve vychodni Africe a
na Arabském poloostrové. Svymi ucinky se velmi podoba efedrinu a dal§im amfetamintim.
Chemicky se jedna o latky podobné pravé amfetaminiim (fenylethylaminiim), které obsahuji
navic ketonovou funkéni skupinu v poloze 1. Mezi nejznamé;jsi latky této skupiny je mozno
uvést napi. mefedron, methylon nebo methkathinon. Tabulka V uvadi ptehled vybranych

kathinong.>>®

O

NH:

Obr. 7 — Strukturni vzorec katinonu

Tabulka V — Prehled vybranych katinon

Strukturni vzorec Systematicky nazev (IUPAC)> ZKkratka
O
H) 2-(methylamino)-1-phenylbutan-1-on MABP
_NH
O
H/ 2-(methylamino)-1-(4-methylfenyl)propan-1-on 3-MMC
HN__
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Tabulka V - Pfehled vybranych katinon( — pokracovani

Strukturni vzorec Systematicky nazev (IUPAC)>
_NH
1-(4-fluorfenyl)-2-methylaminopropan-1-on
P HN.__
H sz
0 H/ 1-(1,3-benzodioxol-5-yl)-2-(ethylamino)propan-1-
< on
<D
0 H N\
0 2-methylamino-1-(3,4-ethylenedioxyfenyl)
< propan-1-on
HN__

1-naftalen-2-yl-2-pyrrolidin-1-ylpentan-1-on

Zkratka

MDEC

bk-MDMA

NRG-1
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Tryptaminy

Jak jiz samotny ndzev skupiny napovidd, jednd se o latky majici za zaklad své
struktury tryptamin. Tryptamin (Obr. 8) je alkaloid obsazeny v rtiznych rostlinach, houbach i
zivociSich. Piedpoklada se, ze v tél¢ savcl plni ulohu neurotransmiteru serotoninu, nebot’ je
mu svou chemickou strukturou velmi podobny. Latky odvozené od tryptaminu jsou

halucinogenni povahy a patii mezi n¢ napt. DMT, AMT, DIPT nebo psilocin (4-OH-DMT).

Tabulka VI uvadi ptiklady n&kterych znamych tryptaming.>*

NH,
A\

H

Obr. 8 — Strukturni vzorec tryptaminu

Tabulka VI- Pfehled vybranych tryptamin(

Strukturni vzorec Systematicky nazev (IUPAC)> Zkratka

2-(1H-indol-3-yl)-N,N-dimethylethanamin DMT

2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)-N,N-
5-MeO-DMT
dimethylethanamin

N’-“
N
N
H
o} N
i (ZF@
N
H
NH, . .
@:{4 2-(1H-indol-3-yl)-1-methyl-ethylamin AMT
N
H
NH
O 2
N
H

1-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)propan-2-amin 5-MeO-AMT
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Tabulka VI- Pfehled vybranych tryptamin( — pokracovani

Strukturni vzorec Systematicky nazev (IUPAC)> Zkratka
o) N/<
- A\ A 3-[2-(diisopropylamino)ethyl]-5-methoxyindol 5-MeO-DIPT
N
H
.

N A 3-[2-(diisopropylamino)ethyl]indol DIPT

N

H

Ostatni nové syntetické drogy

Prvni zminovanou latkou patfici do skupiny novych syntetickych drog je
gamahydroxybutyrat (GHB), oznacovan také jako tzv. tekutd extaze. Pfi nizkych davkach ma
tato latka stimulacni U€inky a navozuje mirné pocity euforie. Pfi vysSich davkach ma vyrazné
anestetické ucinky. ZneuZziva se velmi ¢asto, a to zejména v kombinaci s jinymi drogami a
alkoholem, coz miiZze byt velmi nebezpecné.

Dal$imi latkami, které vykazuji halucinogenni ucinek pii nizSich davkach a
anesteticky ucinek pii davkach vysSich, jsou ketamin a fencyklidin (PCP). Ketamin je
anestetikem béZné pouzivané v humanni i veterindrni praxi. PCP je taktéZ anestetikum, ale
K tomuto tGcelu je registrovano pouze v nékterych statech.

Posledni nemén¢ diilezitou skupinou latek, ktera stoji za zminku, jsou nitraty. Jedna se
o latky zpiasobujici rozsifeni cév (vazodilataci) a tim ovliviuji krevni obéh. Tyto latky se
nejcastéji prodavaji jako afrodiziakum v sexshopech pod oznacenim ,,poppers”. Diky své

tékavosti se inhaluji a navozuji zachvatové stavy smichu, huéeni v hlavé a euforii.”

Analytické pristupy

Se vzrlstajici vyrobou a distribuci novych syntetickych drog vzristd i zdjem
o problematiku analyzy téchto latek. V fad¢ védeckych casopisi bylo publikovano nékolik
praci, zabyvajici se jak metodami analyzy zastupct fenylethylamini a tryptamint, tak i

metodami pro identifikaci a stanoveni jednotlivych zastupcti obou skupin.
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Z dostupnych zdroji se da obecné fici, Ze v pievazné vétsiné piipadu se k analyze
fenylethylaminti a tryptaminti vyuzivd metod chromatografickych ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii a metod elektroforetickych, které byly pouzity piimo v toxikologické a forenzni
praxi i pfi studiu vlivu experimentalnich parametri téchto metod pii analyze standardi
novych syntetickych drog na védeckych pracovistich. Ptiklady metod popsanych v odbornych

¢lancich a jejich aplikace budou uvedeny v nasledujicim textu.

Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Pro metodu LC/MS, stejné jako pro jiné separacni metody je ¢asto potfebnd vhodna
uprava vzorku pted vlastni analyzou. K izolaci fenylethylamini a tryptamini byla pouZita
prosta extrakce kapalina — kapalina. Vzorek biologického materialu (moc, krev) se nejprve
hydroxidem amonnym zalkalizuje na hodnotu pH = 8 a nasledné¢ se opakované provede
extrakce smési chloroform — isopropanol v poméru 3:1 (v/v). Spojené extrakty se za zvySené
teploty (40 °C) pod proudem dusiku nechaji odpafit a nakonec se odparek rozpusti v malém
mnozstvi destilované vody. Takto upraveny vzorek se pouziva pro nastfik do systému
LC/MS.>"*® Separace latek probiha na kolon& s oktadecylovou stacionarni fazi (RP-C18) a
jako mobilni fize se pouzivd methanol (acetonitril) — voda obsahujici mravencan amonny, za
pouziti linearniho gradientu i izokratické eluce. K ionizaci separovanych latek se vyuziva
riznych iontovych zdroji napf. elektrosprej, termosprej nebo chemicka ionizace za
atmosférického tlaku.”"*®

Védecka prace autori Verweije a Lipmana z roku 1996 porovnava uvedené ionizaéni
techniky (TSI, ESI, APCI) v LC/MS analyze standardi fenylethylamind (MDA, MDMA,
MDEA) s vyuzitim metody monitorovani vybranych reakci (Selected Reaction Monitoring,
SRM).S9 Cilem prace bylo zjistit a porovnat limity detekce jednotlivych iontovych zdroju.
v rozmezi 10-30 pg/ml pfi analyze standardl. Autofi zav€rem poukézali na skutecnost, Ze
LOD s vyuzitim TSI a SRM je nizsi, nez LOD (1-10 ng/ml) do té doby popsanych metod
GC,” HPLC®, GC/MS®,
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Chromatografie na tenke vrstve

Své misto Vv analyze novych syntetickych drog ma kromé kapalinové chromatografie
Vv kolonovém uspotadani i chromatografie v uspotadani plosném. Praktickou aplikaci TLC ve
forenzni toxikologii popisuje ¢lanek Kato a kol.,% ktery se mimo jiné zamétuje na identifikaci
psychoaktivnich tryptaminti. K izolaci tryptamina ze vzorku moce se pouziva SPE extrakce.
Vzorek se nejprve centrifuguje a nasledné se odebrany supernatant promyje pies kolonku
naplnénou oktadecylovou stacionarni fazi (C18). Kolonka se poté nékolikrat promyje
destilovanou vodou a analyty jsou eluovany methanolem. Izolované latky jsou separovany na
TLC deskach se dvéma typy sorbentu (silikagel, C18) v nékolika rtznych vyvijecich
soustavach napf. methanol-hydroxid amonny, acetonitril-hydroxid amonny. K detekci se
vyuziva modré fluorescence oxidovanych tryptamini chlornanem sodnym, které pod UV
lampou (365 nm) emituji zafeni o vinové délce 450 nm. Autoii prace zavérem poukazuji na
dobrou ucinnost separace latek za pouziti obou typl sorbentli a moznost fluorescencni detekce
s LOD 10-30 ng/ml. Metoda je tedy vhodna pro rychly a finanéné nenaro¢ny screening
psychoaktivnich tryptaminti. Nasledna kvantifikace fluoreskujicich skvrn je mozné po jejich

seSkrabnuti z TLC desky za pomoci metody GC/MS, kterou tvirci ¢lanku vyuzivaji.

Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Dosavadni odborné prace popisuji praktické aplikace této metody pfedevSim v analyze
novych syntetickych fenylethylamint, ale i vzajemné porovnani parametrii pouzitych metod
(veetné GC/MS) pii analyze standardd tryptamint.

Theobald a kol. publikovali né€kolik ¢lankt, vénovanych studiu metabolismu a
toxikologické detekce nové designovanych fenylethylamint, kde se zaméfili na skupinu drog
s oznatenim 2C (2C-B, 2C-E, 2C-l, 2C-T2, 2CT-7).5485006788 gy dium metabolismu a
detekce novych fenylethylaminti byly provadény po jejich aplikaci a izolaci z moce
laboratornich krys.

Izolace fenylethylamint pro identifikaci se zaklada na extrakci kapalina — kapalina.
Odebrany vzorek moci se nejprve rozdéli na 2 alikvotni podily, prvni z nich se hydrolyzuje po
dobu 15 min, zahtivanim s 37 % kyselinou chlorovodikovou. Hydrolyzat se smicha s vodnym
roztokem siranu amonného a hydroxidu sodného, aby vysledné pH bylo 8-9. Po ptidavku

druhého podilu moce (surové) se vzorek extrahuje smési dichlormethan — isopropanol —
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athylacetat (1:1:3, v/v/v) a nasledné centrifuguje. Poté se oddéli organicka vrstva, kterd se
odpaii, odparek se derivatizuje (acetyluje) smési acetanhydrid — pyridin (3:2, v/v) za
mikrovinného ohifevu (440 W). Nakonec se po odpaieni derivatizacniho c¢inidla, rozpusti
reziduum ve 100 ul methanolu a takto upraveny vzorek je pouzit k analyze. K separaci latek
autofi pouzili HP-1 kapilarni kolonu s dimethylpolysiloxanovou stacionarni fazi,
programovany teplotni program (100 — 310°C/30 min.) a jako nosny plyn helium. Autofi
povazuji GC/MS metodu za vhodnou pro potencialni screening fenylethylamini (v moci)

Vv klinické a forenzni toxikologii.

Hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry, MS)

Aplikace hmotnostné spektrometrickych metod piimé analyzy nové designovanych
drog, nejsou prozatim v dostupné literatufe popsany. Vyjimkou je desorpce/ionizace laserem
za Ucasti matrice (matrix assisted laser desorption/ionization) s priletovym analyzatorem
(time of flight, TOF).

Chen a kol.® se zabyvali identifikaci tryptaminti a fenylethylaminii na zakladg
fragmentace s vyuzitim GC-EI/MS, LC-ESI/MS a MALDI/TOF. Analyzovali 13 standardi
latek zahrnujici obé skupiny. Standardni latky byly pted analyzou rozpustény v methanolu a
v piipadé MALDI nasledn¢ smichany s matrici, kterou byly a-kyano-4-hydroxyskoficova a
2,5-dihydroxy benzoova kyselina.

Molekulovy ion pifi elektronové ionizaci neni ve spektru zpravidla vyrazny.
Protonované molekuly vznikajici pifi ionizaci ESI a MALDI mohou podléhat néasledné
fragmentaci. Pro ESI jsou hlavnimi produkty fragmenty vzniklé a-S$tépenim (St€peni vazby C,
— N). Oproti tomu u MALDI ptevazuji produkty vzniklé z protonované molekuly B-Stépenim
(8tépeni C, — Cp vazby). Obecné schéma ionizace, a- a B-Stépeni popisuje Obr. 9. Navic bylo
u iontd vzniklych PB-$tépenim (CH,=N'RIR2) zjisténo, ze délka alkylovych fetézci,
vychazejicich z atomu dusiku, ma vliv na u¢innost ionizace. Cim delsi je alkylovy Fetézec, tim
vyS$$i je 1 ucinnost ionizace v potadi di-methyl- < di-ethyl- < di-propyl- (~di-isopropyl) < di-
butyl-. Jina zavislost substituenti (napf. methoxy skupiny u 5-MeO-AMT, 5-MeO-DMT a 5-

MeO-DIPT) na uc¢innost ionizace nebyla pozorovéna.
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Obr. 9 — Schéma protonizace a nasledného preferencniho a- a B-Stépeni tryptamind a fenylethylaminl pfi
ionizaci ESI a MALDI. (R1-R3 = substituenty)-prevzato cit®’
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pristroje, chemikalie

K vlastnimu méfeni standardd i1 redlnych vzorkti drog byl pouzit hmotnostni
spektrometr s iontovou mobilitou od firmy Waters (Manchester, Velka Britanie) — Synapt G2
S. K ionizaci analytli bylo pouzito iontového zdroje ESI a ASAP.

K ptipravé roztokt standardi a realnych vzorka byly pouzity vahy Mettler Toledo
(Praha, Ceska republika). Pfi zpracovani vzorki moci bylo vyuZito centrifugy Hettich
Zentrifugen (Tuttlingen, Némecko) a vah Mettler Toledo.

Pouzité chemikalie: methanol HPLC grade (Poch S.A., Gliwice, Polsko), hydroxid
amonny p.a. 25-29% (Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika), kyselina octové p.a. (Penta,
Chrudim, Ceskéa republika), chlorid sodny p.a. (Lachema, Brno, Ceska republika), octan
amonny (Lachema, Brno, Ceska republika), siran hofe¢naty (Penta, Chrudim, Ceska
republika) acetonitril HPLC grade (Merck, Praha, Cesk4 republika) a voda upravena na
pfistroji Direct — Q Water System Milipore (Merck, Praha, Ceska republika).

Standardy: k méfeni bylo poskytnuto celkem 21 roztok standardi o vychozich
koncentracich 10 a 100 mg/l ve vodé ¢ metanolu (Lipomed, Arlesheim, Svycarsko).
Standardy efedrinu a methamfetaminu byly poskytnuty v pevné formé Ustavem soudniho
I€katstvi a medicinského prava UP Olomouc.

Dalsi 2 realné vzorky nafyronu (NRG-1) a N-ethylkatinonu byly poskytnuty Ustavem
soudniho 1ékaftstvi a medicinského prava v Olomouci.

Protonované molekuly analyzovanych latek poskytuji signal: m/z 150 - MAP a CAT,
m/z 164 - MET, m/z 166 - EPH a PMA, m/z 177 - BZP, m/z 178 - MABP a 3-MMC, m/z
180 - MDA, m/z 182 - 2C-H, 3,-FMC a 4-FMC, m/z 192 - 4-MEC, m/z 194 - BDB a bk-
PMMA, m/z 208 - MDE a bk-MDMA, m/z 222 - MDEC a bk-MBDB, m/z 242 - 2C-T-2,
m/z 260 2C-B, m/z 282 - NRG-1, m/z 308 - 2C-I
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3.2 Postup analyz na pristroji Synapt G2 S

Pfipravené roztoky standardii drog a redlnych vzorki drog byly déavkovéany
integrovanym linearnim davkovaCem piimou infuzi do iontového zdroje ESI s pratokem
vzorku 5 pl/min.

V ptipad¢ screeningu substanci byly roztoky redlnych vzorkli drog nandSeny na
ASAP sondu v objemu 1 pl mikrosttikackou Hamilton.

Méfeni probihalo v kladném modu, intenzity ionti byly primérovany z ptiblizné 50
skent. Nastaveni iontového zdroje a iontové optiky hmotnostniho spektrometru bylo voleno
tak, aby bylo dosazeno maximélniho mozného iontového proudu protonované molekuly.
Nastaveni podminek bylo provedeno pro methamfetamin. Vzhledem k umyslu provadét
screening neznamych latek bylo zvolené nastaveni pouzito i pro ostatni studované latky.
Kazdy den pfed métenim vzorkl byl pfistroj kalibrovan standardni procedurou na mravencan
sodny v rozsahu 50 az 1200 m/z. Experimenty byly provadény s vyuzitim ,,Jock mass* (leucin
enkefalin, m/z 556,2771) ke korekci naméfenych hodnot m/z.

3.3 Postup pripravy standardnich roztoki a roztoki realnych vzorkii

Ze zasobnich roztokl standardii o koncentraci 10 a 100 mg/1 byly jejich fedénim smési
H,O : CH3OH (1 : 1, v/v) piipraveny do HPLC vzorkovnicek roztoky o koncentraci 1 pug/ml.
Celkovy objem kazdého roztoku standardu ¢inil 1 ml.

U standardi MAP a EPH bylo nejprve navazeno 2,5 mg téchto standardii a poté
rozpusténo v 5 ml H,O : CH3OH (1 : 1, v/v), aby byla jejich vysledna koncentrace 0,5 mg/ml.
Z ptipravenych zasobnich roztokd o koncentraci 0,5 mg/ml byly stejné jako v prvnim piipadé
pfipraveny roztoky o koncentraci 1 pg/ml. Stejnym zpisobem byly pfipraveny i roztoky
realnych vzorktt NRG-1 a ETH-CAT.

Pro screening redlnych vzorkli s vyuZzitim ionizacni techniky ASAP byly pouzity

zasobni roztoky realnych vzorkt o koncentraci 0,5 mg/ml.
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3.4 Extrakce metodou, QuEChERS*

Nize uvedeny postup byl vypracovan na Katedfe analytické chemie pro analyzu
0piét1°1.70 V této praci byl beze zmény (z diivodu jeho mozného vyuziti pro screening Sirsi
skupiny drog) otestovan pro pottebu analyzy zkoumanych ,,new designer drugs®.

Do 15 ml centrifugac¢nich zkumavek bylo pfidano 1, 10 a 100 pl zasobniho roztoku
realnych vzorki NRG-1 a ETH-CAT o koncentraci 0,5 mg/ml. Poté byla do zkumavek
pfidana moc¢ na celkovy objem smési 5 ml tak, aby byla vysledna koncentrace kazdé z latek
0,1; 1 a 10 pg/ml. Dale bylo ke vzorkim moc¢i pfiddno 48 mg octanu amonného
(CH3COONHy), 112 mg chloridu sodného a 666 mg siranu hofecnatého. Smés se dobie
promichala a nasledné se ptevrstvila 5 ml acetonitrilu. Po pfidani acetonitrilu se smés par
minut protiepala. Nakonec byly zkumavky vlozeny do centrifugy a byly centrifugovany 10
minut pii 4400 ot./min.

Po centrifugaci se do HPLC vialky pipetou odebralo z vrchni acetonitrilové vrstvy 500
ul vzorku a k tomuto objemu bylo pfidano 500 ul vody. Vysledné koncentrace analytt pii
uvazovani 100 % vytéznosti extrakce byly 0,05; 0,5 a 5 pg/ml. Takto upravené vzorky byly

analyzovany pomoci elektrospreje.

3.5 Podminky méreni drog

Tabulka VIl — Nastaveni iontového zdroje ESI

pratok pratok napéti napéti na
prutok plynu  teplota  desolvataéni offset
desolvata¢niho zmlzujiciho ) sprejovaci vstupnim )
v konusu zdroje teplota zdroje
plynu plynu kapilary konusu
600 I/hod. 6 Bar 40 I/hod 100 °C 200 °C +2,7 kV +20 V 10V

Tabulka VIl — Nastaveni iontového zdroje ASAP

pritok prutok prutok proud na napéti na
teplota offset
desolvataéniho  zmlzujictho  plynuv ) teplota sondy jehlové vstupnim ]
zdroje zdroje
plynu plynu konusu elektrodé konusu
600 (I/hod.) 6 Bar 40 I/hod 100 °C 100-400 °C* 5 uA +20 V 10V

! pocateéni teplota 100 °C byla po 0,5 min. zvysena na 400 °C a poté byly shirany data
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Tabulka IX — Nastaveni izolace a fragmentace ionta

izolace fragmentace
) . kolizni energie  kolizni energie kolizni energie kolizni energie
LM Resolution ~ HM Resolution
Htrap® ,transfer Htrap* Htransfer
15 15 1V 1V 10V 20V

Tabulka X — Nastaveni pro IMS separaci

prutok kolizntho ~ prutok helia  pritok dusiku
IMS-rychlost viny  IMS-vyska viny
plynu (argon) v He cele v IMS cele

2 ml/min 180 ml/min 110 ml/min 1300 m/s 40V

Uvedené parametry pfistroje byly optimalizovany pro methamfetamin a nésledn¢

pouzity i pro ostatni métené latky za ucelem screeningu.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Iontova mobilita a hmotnostni spektrometrie vybranych ,new

designer drugs“
4.1.1 Ionizace elektrosprejem

Prvnim krokem experimentalni ¢asti byla hmotnostné spektrometricka analyza novych
syntetickych drog s vyuzitim kombinace iontové mobilitni separace a hmotnostni
spektrometrie, pficemz latky byly ionizovany elektrosprejem. Celkem bylo analyzovano 23
standardnich roztokt téchto latek, zahrnujici i prekurzor pro vyrobu pervitinu — efedrin.
Jednalo se o zastupce skupin fenylethylamind, katinond a benzylpiperazin. Vzhledem
k povaze ioniza¢ni techniky poskytovaly v§echny latky protonované molekuly doprovazené
ionty jejich fragmentd. Jiz tyto Uvodni experimenty naznaCily snadnou fragmentaci
studovanych latek, coz vyzadovalo 1 patficnou modifikaci nastaveni hmotnostniho
spektrometru. Naptiklad bylo nutné snizit hodnoty koliznich energii na koliznich celach (trap
a transfer) oproti béZnému nastaveni pouzivanému vyrobcem pro zajisténi patfiéné transmise
iontll. Pfi méfeni pouzité hodnoty 1 eV zajistovaly potfebnou transmisi iontll a soucasné pii
riziku zminéné snadné fragmentace umoznily pozorovat ve spektru dostate¢né intenzivni
signal protonované¢ molekuly. Obdobné muselo byt feSeno nastaveni iontové optiky i
v experimentech siontovou mobilitou, aby potencidlovy spad mezi jednotlivymi prvky
hmotnostniho spektrometru nevedl k pfiliSnému zvySovani vnitini energie iontl. Ukazalo se,
ze okyseleni vzorku kyselinou octovou s cilem podpofit protonaci molekul analytu nemélo
pozorovatelny efekt a ucinnost ionizace standardi byla srovnatelnd pro okyselené i
neokyselené vzorky. U kazdé z analyzovanych latek bylo potizeno celkové, fragmentacni a
iontové-mobilitni spektrum protonované molekuly i jejiho fragmentu ¢i fragmentt. Vysledky
téchto experimenti jsou shrnuty v Tab. XI, namétena spektra jednotlivych latek bez korekce
jsou soucasti prilohy (str. 69-95). Pro vSechny analyzované latky byly pouzivany stejné
kolizni energie resp. nastaveni pfistroje tak, jak by to bylo nutné provadét pfi screeningu
zkoumanych drog v nezndmych vzorcich. V pfipadé pozitivniho zachytu Ize nasledné

nastaveni pfistroje upravovat a napf. podpofit fragmentaci protonovanych molekul.
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Tabulka XI - Vysledky ESI-MS/IMS/MS analyzy ,,new designer drugs*

m/z [MH]* drift time (ms)
. m/z predpokladané
latka skupina chyba relat. .
[MHeor MM e (fr3g)  [MH]'ep  frag. ztrity
(ppm) d.t.
119,0873 2,81 1,33 31 (CH3NHy)
MAP PEA 150,1283 150,1300 14,7 3,73
91,0561 2,16 1,73 59 (C3HyN)
148,1127 3,62 1,10 18 (H,0)
EPH PEA 166,1232 166,1230 1,2 133,0886 4,00 3,19 1,25 33
117,0694 2,70 1,48 49 (CH3NH,, H,0)
149,0966 346 113 17 (NHa)
PMA PEA 166,1232 166,1221 6,6 121,0650 4,00 2,70 1,23 45 (C,H7N)
91,0512 2,21 1,45 75 (CH3;0H, C,HsN)
163,0761 3,51 1,11 17 (NH,)
135,0442 2,75 1,41 45 (C,H7N)
MDA PEA 180,1025 180,1019 3,3 3,89
133,0653 302 129 47 (NH3, C;He)
105,0700 254 153 75 (C,H-N, CH,0)
165,0915 362 1,25 17 (NH3)
150,0682 319 142 32 (CH3OH)
2C-H PEA 182,1181 182,1180 0,5 4,54
135,0445 2,92 1,55 47 (NH3, CH,0)
105,0701 2,48 1,83 77 (C,H;NOy)
177,0911 3,94 1,21 17 (NH,)
BDB PEA 194,1181 194,175 3,1 147,0809 4,75 3,40 1,40 47 (NH3, CH,0)
135,0445 281 1,69 59 (C3HsN)
163,0763 351 1,35 45 (C,H;N )
135,0446 275 173 73 (C,HuN)
MDE PEA 208,1338 208,1342 1,9 4,75
133,0650 2,97 1,60 75 (C,H;N, CH,0)
105,0700 2,48 1,92 103 (C4Hu1N, CH,0)
225,0952 4,97 1,25 17 (NH,)
2C-T-2 PEA 242,1215 242,1207 3,3 6,21
210,0712 4,48 1,39 32 (CH;0H)
243,0021 437 1,26 17 (NH,)
2C-B PEA 260,0286 260,0284 0,8 5,51
227,9912 3,89 1,42 32 (CH30H)
290,9888 464 127 18 (H,0)
2C-I PEA 308,0147 308,0151 1,3 5,89
275,9654 416 1,42 32 (CH,OH)
133,0683 2,97 1,22 17 (NH,3)
132,0814 3,13 1,16 18 (H,0)
CAT CAT 150,0919 150,0920 0,7 3,62
117,0580 2,65 1,37 33
105,0704 2,48 1,46 45 (C,H;N)
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Tabulka XI - Vysledky ESI-MS/IMS/MS analyzy ,,new designer drugs” - pokracovani

146,0982 3,35 1,16 18 (H,0)
MET CAT 164,1075 164,1080 3,0 3,89
131,0733 2,92 1,33 33
160,1127 3,67 1,15 18 (H,0)
147,0804 3,29 1,28 31 (CH3NHy)
MABP  CAT 1781232 1781233 06 1520802 45 802 139 46 (H0, CHy)
131,0708 2,97 1,42 47 (H,0, CH,;NH)
91,0543 2,16 1,95 87 (C4HyNO)
160,1120 3,83 1,14 18 (H,0)
3-MMC CAT 178,1232 178,1225 3,9 4,37
145,0875 3,24 1,35 33
164,0880 3,73 1,10 18 (H,0)
3-FMC CAT 182,0981 182,0984 1,6 4,10
149,0637 3,08 1,33 33
164,0878 3,56 1,17 18 (H,0)
4-FMC CAT 182,0981 182,0983 1,1 4,16
149,0636 3,08 1,35 33
174,1285 4,05 1,15 18 (H,0)
4-MEC CAT 192,1388 192,1391 1,6 146,0967 4,64 3,40 1,36 46 (H,0, C,H,)
145,0877 3.24 1,43 47 (C,H;0)
bk- 176,1095 3,94 1,18 18 (H,0)
CAT 194,1181 194,1185 2,1 4,64
PMMA 161,0842 3,46 1,34 33
bk 190,1002 4,00 1,19 18 (H,0)
NIBIIA CAT 208,0974 208,0977 1,4 160,0875 4,75 3,40 1,40 48 (CH,0,)
132,0898 2,97 1,60 76 (C,H,403)
204,1038 4,37 1,17 18 (H,0)
MDEC CAT 222,1130 222,1166 16,2 513
174,0926 3,83 1,34 48 (CH,0,)
204,1023 4,32 1,18 18 (H,0)
bk- 191,0706 3,94 1,29 31 (CH3NH,)
CAT 222,1130 222,1134 1,8 5,08
MBDB 174,0920 3,78 1,34 48 (CH,0,)
161,0600 3.40 1,49 61 (CH3NH,, CH,0)
211,1120 4,64 1,47 71 (C4HyN)
NRG-1 CAT 282,1858 282,1870 4,3 6,80
141,0703 3,02 2,25 141 (CgHsNO)
134,0965 3,46 1,23 43 (C,HsN)
BZP PIP 177,1392 177,1393 0,6 117,0697 4,27 2,70 1,58 60 (C,HgNy)
91,0541 2,16 1,98 86 (C4H1oNy)
Vysvétlivky: skupina PEA — fenylethylaminy, CAT - katinony; latka MAP - methamfetamin, MDE - 34-

methylendioxyethylamfetamin, EPH - efedrin, MDA - tenamfetamin, PMA - para-methoxyamfetamin, 2C-H - 2,5-
dimethoxyfenylethylamin, BDB — benzodioxolylbutamin, MDE — 3,4-methylendioxyethylamfetamin, 2C-T-2 — 2,5-dimethoxy-4-
ethylthiofenylethylamin, 2C-B — 4-bromo-2,5-dimethoxyfenylethylamin, 2C-1 — 4-jodo-2,5-dimethoxyfenylethylamin, CAT — katinon,
MET — methkatinon/efedron, MABP — bufedron, 3-MMC — 4-methylmethkatinon/mefedron, 3-FMC — 3-fluoromethkatinon, 4-FMC —
4-fluoromethkatinon/flephedron, 4-MEC — 4-methylkatinon, bk-PMMA — 4-ethoxymethkatinon/methedron, bk-MDMA — methylon,
MDEC — ethylon, bk-MBDB — B-keto-methylbenzodioxolylbutamin/butylon, NRG1 - nafyron
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Z Tab. XI, obsahujici korigovana data na leucin-enkefalin (m/z 556,2771) je patrné, ze
pfi jejich ESI-MS/IMS/MS analyze bylo mozno mimo protonovanych molekul téchto latek
pozorovat fragmenty vznikajici St€penim o popi. p vazby vzhledem k amino skupiné. Pii
identifikaci neznamych PEA mohou tyto fragmenta¢ni procesy poskytnout informaci o
substituci na aminoskupiné€ resp. na a uhliku. Napiiklad u MAP jde o ztratu CH3NH; resp.
CsHgN potvrzujici pifitomnost N-methyl a C,-methyl substituce. Situace se komplikuje
Vv ptipad¢ pfitomnosti dalsi funkéni skupiny. Pfitomnost hydroxy vdzané na uhlik u EPH se
projevila ztratou H,0O, ktera ve spektru dominuje a ionty charakteristické pro strukturni okoli
aminoskupiny mohou byt malé intenzity. U EPH je ztrata CH3NH, zjistitelna z fragmentu m/z
117, ktery vSak vznika v disledku dvou ztrat H,O a CH3NH>, navic ion typicky pro substituci
Co-methyl (C3HgN) nebyl ve spektru pozorovan. Kromé substituce na alifatickém fetézci lze
ve fragmentaénich spektrech pozorovat ionty dovolujici ziskat informace o substituci na
benzenovém jadre. Pfitomnost methoxy skupiny (napi. PMA) se projevuje ztratou CH3OH.

Kromé ocekavanych neutralnich ztrat 1ze u PEA pozorovat i méné pravdépodobné
ztraty, jejichz mechanismu eliminace by bylo zajimavé se vénovat detailnéji napiiklad s
vyuZitim standardi znac¢enych stabilnimi izotopy nebo kvantové chemickymi vypocty. Jde o
ztratu 33 (CHs0) a 77 (CoH;NO;). Uvedené elementarni sloZzeni odpovida nejmensi chybé
meéfeni, napfiklad pro fragmentaci EPH byla chyba méfeni pro CHs0 12 ppm, pro dalsi
teoreticky mozné ztraty pak 390 ppm (H3NO) a 708 ppm (CH,N), u dalSich moznosti by uz
chyba pfesahovala 1000 ppm. Obdobna situace nastava pro ztratu Am/z 33 i u ostatnich latek,
a to nejen ze skupiny fenylethylamint, ale analogicky i katinond. K opatrnosti pfi interpretaci
dat u ztraty 33 (CHsO) nabada skute¢nost, Ze by muselo jit o0 malo pravdépodobny ne vsak
obecné nemozny proces vzniku radikalu z prekurzoru se sudym poctem elektront.

Pfi interpretaci spekter muize nastat situace, kdy stejnd neutralni ztrata vznikd pro
odli$né struktury v okoli aminoskupiny. U trojice latek PMA, MDA a MDE dochéazelo k
odstépeni neutralni ztraty C,H;N (-45). Zatimco u prvnich dvou latek jde o B Sté€peni, u MDE
dochazi ke Stépeni o vazby. V tomto ptipadé je vSak odliSeni zplisobu §t€peni snadné na
zaklad¢ ztraty NH; u PMA a MDA. Podobné byla pozorovana ztrata 47 pro MDA, 2C-H a
BDB. Nominéaln¢ shodna ztrata se vSak vyrazné liSi pii méfeni jeji hmotnosti na Ctyfi
desetinna mista. Experimentalné zjisténé hodnoty byly 47,0366 (MDA), 47,0735 (2C-H) a
47,0366 (BDB), coz odpovida ztratam NH3+CH,O (MDA, BDB) resp. NH3, C,Hg (2C-H).

41



Pro nazornost jsou nize uvedena MS a MS/MS spektra MDE (Obr. 10, Obr. 11). Prvni
dvojice spekter obsahuje surova data, druha dvojice potom obsahuje korigovana data na
leucin-enkefalin — v pfipadé MS spektra resp. Vv ptipad¢ fragmenta¢niho spektra na MS
spektrum. Teoretickd hodnota m/z protonované molekuly MDE (208,1338) neni zcela shodna
s experimentalné zjisténou hodnotou (208,1342). Ptistroj v tomto ptipadé pracoval s chybou
meéteni 1,9 ppm. V souladu s vyse diskutovanymi fragmentaénimi procesy po izolaci iontu
m/z 208 a jeho fragmentaci bylo mozné pozorovat dominantni fragment m/z 163 odpovidajici
a-$tépeni se ztratou 45 (CH3CH,NH;) a fragment m/z 135 vznikajici B- St€penim ptvodni
protonované molekuly — ztrata 73 (C4Hi1N). Dalsi fragment s hodnotou m/z 133 vzniké
dvojnasobnym $tépenim parentniho iontu za eliminace CoH;N a CH,O (ztrata 75). Koneéné
fragment m/z 105 odpovidd neutralni ztrat€¢ z pivodni protonované molekuly MDE se
sumarnim vzorcem C4H1;N (diference 103).

Ve skupiné fenylethylamin®i mé stejnou nominalni hodnotu m/z 166 ([MH]") dvojice
latek — EPH a PMA. Tyto latky nelze na zéklad¢ stanoveni pfesné molekulové hmotnosti
rozli$it, obé hodnoty jsou shodné. IMS separace také nebude u parentnich iontl Ui€inna, nebot’
EPH i PMA maji shodny drift time (4,0 ms). Moznost odlisit EPH a PMA poskytuje MS/MS
experiment. U EPH je v MS/MS spektru nejintenzivnéjsi fragment o m/z 148 ([MH]" - H,0).
Dalsi dva fragmenty 0 m/z 133 a 117 maji velmi nizkou relat. intenzitu. MS/MS spektrum
PMA obsahuje odli§né fragmenty s m/z 149 ([M+H]" - NHs), 121 ([M+H]" - C,H;N) a 91
([IM+H]" - (CH30H + C3HsN)).

Velmi ochotné se protonovaly 1 molekuly zastupcii z fady katinontl, které po ionizaci
snadno eliminovaly ze své struktury vodu, a tak bylo mozné v MS i MS/MS spektru
pozorovat ion [MH]" - H,O s vysokou relativni intenzitou. Vyjimkou je NRG-1, kde se na
dominantnim fragmenta¢nim procesu podili Stépeni pyrolidinového kruhu. Od ostatnich
analyzovanych latek se NRG-1 li§i vétsi stabilitou proponované molekuly (mens$i rozsah
fragmentace). Dalsi fragmenty vznikaji nej€astéji spolecnou eliminaci vody a substituentu
(uhlovodiku) navazaného na atomu dusiku (4-MEC) €1 sousednim terciarnim uhliku (MABP)
nebo a-$tépenim pivodni protonované molekuly (MABP). U katinoni s methylendioxy
skupinou navazanou na aromatickém jadie (bk-MDMA, Dbk-MBDB a MDEC) je
charakteristicky fragment, jenz ma vici parentnimu iontu diferenci molekulové hmotnosti 48.
Tato diference odpovida eliminaci CH4O,. Zajimavosti z hlediska fragmentace je skutecnost,

ze bk-MDMA poskytuje fragment o m/z 132, ktery na zéklad¢ své diference vii¢i pivodni
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MDE, 1 pg/ml H20:CH30H 1:1, 5plfmin .
LEMR_ND_DRUG_130322_7 97 (1.914) Cm (51:102) [MH] 1: TOF MS ES+
100+ 208.1526 4 24e8

163.0869

- o

1-(1,3-benzodioxol-5-yl)-N-
ethyl-2-propanamin (MDE)

B
135.0534
209.1552
] 133.0773 164.0918 ’
105.0760 ] (2”'1205 261.1513
0 "'I""l:"'l"”l""l"i"l""l""lr'r'I""I""I' L0 LA LALLY LA L I""Ir""I""1""'I""I|'-”'I"I"I""l"" m/z
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LEMR_ND_DRUG_130322_7 2 (2.069) Cm (1:50) 2: TOF MSMS 208.13ES+
163.0869 1.00e8
100+
=
[MH]*
135.0534 208.1526
1 133.077
105.0760
- T Mz

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
Obr. 10 — MS a MS/MS spektrum MDE (1 pg/ml, H,0:CH3;0H 1:1 (v/v)) — surova data
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MDE, 1 pg/ml H20:CH30H 1:1, 5pl/min

LEMR_ND_DRUG_130322_7 2 (2.069) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,208.13,0.00); Cm (1:50)

100+ 163.0765 8.65¢7
m H
] [MH]*
135.0450 208. 1342
105.0703
| rososu 122,035 ||138:0478 164.0793 208.0035. | 2091374 2331730
L B L L L L BN L NI L B I I R Z
100 120 140 160 180 200 220

LEMR_ND_DRUG_130322_7 97 (1.914) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (50:102)

[MH]" 208.1342 3.76e8
100+ 163.0763
a7
135.0446
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103.0540. | _106.0733 |/ e || 219.2148

G"'I""|""I'"'I""I""|""|""I""I""I""I""I"'I""I""I"marz
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Obr. 11 — MS/MS a MS spektrum MDE (1 pg/ml, H,0:CH3;0H 1:1 (v/v)) — korigovana data
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protonované molekule (ztrata 76) vznika pravdépodobné eliminaci CyH403, coz by
vyzadovalo odStépeni CH4O; a nasledné eliminaci CO doprovazenou presmykem.
Mechanismus fragmentace by mohl byt predmétem dalSiho studia, kde by jej bylo mozné
ovetit pomoci izotopicky znacenych standardi nebo kvantové chemickym vypoctem. Témeér
vSechny katinony poskytuji vyse diskutovanou ztratu 33.

Pro nazorny popis byl vybran katinon (CAT), jehoz MS a MS/MS spektrum je
uvedeno nize (Obr. 12, Obr. 13). Opét jsou pro srovnani piilozeny dvé dvojice spekter
obsahujici surova a korigovana data. V tomto ptipad¢ pracoval pfistroj s chybou méteni 0,7
ppm. Fragmenty vznikajici z parentniho iontu mély hodnoty m/z 133, 132, 117 a 105.
V tomto potadi vznikly fragmenty eliminaci koncové amino skupiny — ztrata 17 (NHy), vody
— ztrata 18 (H20), pravdépodobné CHsO — ztrata 33 a ethylaminu — ztrata 45 (C,H;N).

Piekryv molekulovych iontli o stejném m/z ve skupiné katinonti nastava u dvojic
MABP a 3-MMC (m/z 178), 3-FMC a 4-FMC (m/z 182), MDEC a bk-MBDB (m/z 222).
K odliseni dvojic nelze vyuzit piesného a spravného méfeni hmotnosti (stejné sumarni
vzorce). Iontové-mobilitni separace dvojic parentnich ionti o stejném m/z nebude kromé
dvojice MABP (4,21 ms), 3-MMC (4,37) p#ili§ u¢inna vzhledem K velmi blizkym hodnotam
drift time (3-FMC 4,10 ms, 4-FMC 4,16 ms; MDEC 5,13 ms, bk-MBDB 5,08 ms). Dvojice
MABP — 3-MMC a MDEC — bk-MBDB lze odlisit pomoci MS/MS experimentu.

Posledni analyzovanou latkou byl benzylpiperazin (BZP), ktery patii do skupiny
benzylpiperazini. Vzhledem ke skute¢nosti, Ze byl analyzovan pouze tento vzorek nelze
zobecnit hmotnostni a iontoveé mobilitni chovani pro vSechny latky spadajici do této skupiny.
V hmotnostnim spektru bylo moZzno pozorovat protonovanou molekulu BZP o pfesné hodnoté
m/z 177,1396 (Obr. 14, Obr. 15). Tento ion je oproti ostatnim studovanym latkam stabilni a
pfi fragmentaci jej bylo moZzno pozorovat v MS/MS spektru se 100% relativni intenzitou.
Dale byly v MS/MS spektru pozorovany fragmenty o m/z 134, 117 a 91, vznikajici
fragmentaci piperazinového cyklu se ztratou — 43 (C,HsN), 60 (C,HgN2) a 86 (C4H1oNy).
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CAT, 1 yg/ml H20:CH30H 1:1, 5pl/min

LEMR_ND_DRUG_130321_03 81 (1.604) Cm (51:102) 1: TOF MS ES+
132.0916 7.89e7
100+
O
| NH-
1 2-amino-1-fenyl-1-propanon
(CAT)
W
2171175
261.1470
g [MH]+
150.0994
| 1170640 362.2556
2462566
105.076 301.1633
L L L L L L b e L L L LA L L Lk L m/z

60 80 100 120

140 160

180 200 220 240 260 280 300 320

LEMRE_ND_DRUG_130321_031 (2.033) Cm (1:50) 2: TOF MSMS 150.12E5+
132.0916 2.94e6
100+
=2
105.0780 133.0716
([MH]
150.0994
L Ay LA M) LA LA L) LA R AL RS LS LA A LAl LAl R UAARY Rl AR M) W) L wikd b el W L T4

60 80 100 120

140 160

180 200 220 240 260 280 300 320
Obr. 12 — MS a MS/MS spektrum CAT (1 pg/ml, H,O:CH30H 1:1 (v/v)) — surova data
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CAT, 1 pyg/ml H20:CH30H 1:1, S5pl/min
LEMR_ND DRUG 130321 03 1 (2.033) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,150.09,0.00); Cm (1:49)
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Obr. 13 — MS a MS/MS spektrum CAT (1 pug/ml, H,0:CH3;0H 1:1 (v/v)) — korigovana data
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BZP, 1 pg/ml H20:CH30H 1:1, 5pl/min
LEMR_ND _DRUG_130321_09 65 (1.284) Cm (51:102)
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Obr. 14 — MS a MS/MS spektrum BZP (1 pg/ml, H,0:CH3;0H 1:1 (v/v)) — surova data
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BZP, 1 pg/ml H20:CH30H 1:1, Splfmin
LEMR_ND DRUG_130321_09 2 (2.069) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,177.14,0.00); Cm (1:49)

— 2.28e7
1007 [MH]* 177.1393

134 0965
91'{3542 o 160.1120 178.1419
|

115.0541. 1131 143.0853 .
G |r1|'illlr'||1|||r1|'||l|r1|||l|r|rl|||r||r3|||FJr'|8;§?lkTrll AN LA LR LR RN AR AR l|||r1|'||l|l'||1|']?r15|11|1[¥|92

80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
LEMR_ND_DRUG_130321_09 65 (1.294) AM (Cen,2, 80.00, Ht,5000.0,0.00,0.00); Cm (51:101)

100- [MH]" 177.1393 1.25e8
=]
178.1417
160.1121 175.0868
91.0541 1100092 117 0597  134.0965 N 190.1799
E FEREETETETY L L A R R | LR R B LR R LA mlifz

B0 9|U|‘11.l.iﬂl1‘l1ﬂl1éﬂl‘1,."l‘-0 140 I 1éﬂ ‘1II3~I3|I 170 180 190 260
Obr. 15 — MS/MS a MS spektrum BZP (1 pg/ml, H,0:CH3;0H 1:1 (v/v)) — korigovana data
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Je tfeba pfipomenout, ze k identifikaci analyti lze rovnéz vyuzit charakteristické
intenzity izotopickych pikd, napt. u 2C-T-2 je patrna pfitomnost atomu siry v molekule, u 2C-
B pfitomnost bromu (viz spektra v piiloze — piiloha 8 a 9 str. 75 a 76).

Meziskupinovy prekryv je mozny pii méfeni na pfistrojich s nizsi rozliSovaci schopnosti u
2C-H s dvojici katinonid 3-FMC, 4-FMC. Protonované molekuly maji stejnou nominalni
hodnotu m/z 182, ale li§i se na desetinnych mistech. Jejich odliSeni je mozné také pomoci
iontové mobility (Obr. 16) (drift time protonovanych molekul: 3-FMC 4,10 ms, 4-FMC
4,16 ms, 2C-H 4,54 ms). Navic se latky vyrazn¢ lisi i svymi fragmentacnimi spektry (2C-
H poskytuje ctyfi charakteristické fragmenty — m/z 165, 150, 135 a 105, fluorderivaty
poskytuji dva — m/z 164 a 149). K obdobné situaci dochazi u MAP a CAT. Latky Ize opét
odlisit na pftistrojich s vysokou rozliSovaci schopnosti, na zaklad¢ fragmenta¢nich spekter,
iontova mobility obou latek vSak byla velmi blizka (MAP 3,73 ms, CAT 3,62). Ve skupiné
analyzovanych latek nebyla mobilitni separace kritickych part uspésna. Moznym budoucim

smérem vyzkumu by bylo testovani jinych plynd namisto pouzitého dusiku v mobilitni cele.

2C-H, 1 pg/ml H20:CH30H 1:1, 5pl/min, IMS

LEMR_ND _DRUG_ 130322 1 _IMS 7 TOF MS ES+
410 182.1 0.1000Da
10 Al 7.32e6
(A)
-2 [
L=) | |I
| i
|II II'\
-7
0.00 2.00 400 6.00 3.00 10.00
LEMR_ND _DRUG_130322 4 IMS 8: TOF MS ES+
10 4.16 182.09 0.1000Da
II"tI 1.01e5
I
- /| (B)
| I|
II I|
.JI \
D I T T T T | T T T T I T T T T I T T T -IJ I T ;‘MI T I T T T T | T T T T I T T T T I T T T T I T T T T | T T T
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
LEMR_ND _DRUG_130321_08_IMS 7 TOF M5 ES+
10 454 182.118 0.1000Da
|P|I 5.00e4
1 (©)
m e |
|I |
| \
(H T '|"lll\| T ——————— [ime
0.00 2.00 400 6.00 3.00 10.00

Obr. 16 — IMS spektrum 3-FMC (A), 4-FMC (B) a 2C-H (C)
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4.2 lontova mobilita a hmotnostni spektrometrie vzorki zadrzenych

drog

4.2.1 Ionizace elektrosprejem

Dalsim analyzovanym materidlem byly dva realné vzorky ,,new designer drugs®, které

byly poskytnuty Ustavem soudniho 1ékaistvi a medicinského prava UP Olomouc. Jednalo se o
latky ze skupiny katinoni — nafyron (NRG-1), N-ethylkatinon (ETH-CAT). Za podminek
ovétenych v experimentech se standardy byla provedena ESI-MS/IMS/MS analyza. Vysledky

analyz jsou shrnuty v Tab. XII, ktera obsahuje korigovana data na leucin-enkefalin —

Vv piipadé MS spektra resp. v ptipadé fragmentacniho spektra na MS spektrum.

Tabulka XII - Vysledky ESI-MS/IMS/MS analyzy ,new designer drugs”

m/z [MH]* drift time (ms)
) m/z predpokladané
laitka  skupina chyba relat. .
[MH]"eor MM e, (frag.)  [MH]",q, ~ frag. ztrity
(ppm) d.t.
160,1123 378 1,14 18 (H,0)
145,0877 3,35 1,28 33
ETH 132,0806 3,19 1,35 46 (H,0, C,H,)
- CAT 178,1232 178,1228 2,2 131,0719 4,32 3,02 1,43 47
130,0646 2,97 1,45 48 (H,0, C,Hg)
117,0573 2,75 1,57 61
105,0691 254 1,70 73 (C,HuN)
211,1132 4,70 1,45 71 (C4HyN)
NRG-1 CAT 282,1858 282,1873 5,3 6,80
141,0711 302 225 141 (CgHisNO)

Vysvétlivky: skupina PEA — fenylethylaminy, CAT — katinony; latka ETH-CAT — N-ethylkatinon, NRG-1 - nafyron

ETH-CAT poskytoval po ionizaci elektrosprejem protonovanou

molekulu

0 hodnoté¢ m/z 178 se 100% relativni intenzitou v MS spektru (Obr. 17), pficemz chyba

méteni byla 2,2 ppm. V MS/MS spektru bylo mozné pozorovat fragment s nejvyssi relativni

intenzitou pii m/z 160 odpovidajici ztraté vody (typicka ztrata u katinond, viz vySe). Druhy

fragment majici hodnotu m/z 145, odpovidal ztrat€¢ molekulové hmotnosti 33 oproti

parentnimu iontu. Dal§imi fragmenty ETH-CAT v MS/MS spektru byla trojice s m/z 132, 131
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a 130, které vznikaly eliminaci HoO s CyH, (ztrata 46), C,H;O (ztrata 47) a H,O s CyHg
(ztrata 48), jejichz relativni intenzita v tomto potadi klesala. Poslednimi fragmenty v MS/MS
spektru ETH-CAT se ztratou 61 a 73 byly fragmenty s pfiblizné stejnou relativni intenzitou,
majici m/z 117 a 105. Z hlediska dalsiho mozného vyzkumu je zajimava série neutralnich
ztrat 33 (CHs0), 47 (C;H70) a 61 (C3HyO). Rozdal mezi témito ztratami odpovida CHp, jejich
pfesna a spravnd hmotnost ukazuje na sumarni vzorce. Proces eliminace by vSak musel
zahrnout tvorbu kation radikalu z iontu se sudym poctem elektroni, jak jiz bylo uvedeno pro
ztratu 33, a proto detailnéjsi studie mechanismu jejich vzniku by byla zajimava.

Nafyron (NRG-1) ochotné poskytoval [MH]" o m/z 282, jehoZ piesna hodnota byla
zméfena s chybou 5,3 ppm. Pfi fragmentaci byl [MH]" ion nafyronu znacn& stabilni a
Vv MS/MS spektru mél stejné jako v MS spektru 100% relativni intenzitu (Obr. 18).
Dominantni fragmenty v MS/MS spektru mély hodnotu m/z 211 a 141, coz odpovida
vysledkiim z analyzy standardu NRG-1. Parentni ion i fragmenty nafyronu realného vzorku a
standardu mély shodné hodnoty drift time az na nepatrnou odchylku u fragmentu m/z 211
(6,64 ms, 6,70 ms).

Lze shrnout, Ze méfeni roztokl zadrzenych substanci z nelegalniho trhu metodou ESI-
MS/IMS/MS je vhodné pro identifikaci ,,new designer drug“. Analyza je jednoduché a byla
provedena bez preCiSténi vzorku piimou infuzi roztoku do iontového zdroje. Pro rychlou
analyzu uvedenych nebo obdobnych vzorkli byla nasledné testovana metoda zalozend na

pouziti pfimé sondy (ASAP).
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ETH-CAT, 1 pg/ml H20:CH30H 1:1, 5pl/min

17-Apr-2013 16:55:57

LEME_ND DRUG _130417_03 88 (1.722) Cm (50:102) [|\/|H]+ 1: TOF M3 ES+
178.1427 1.65e8
100+
160.1317
@)
H
N
2-ethylamino-1-phenyl-propan-1-one
(ETH-CAT)
B =5
1791461
132.0854 161.1330
13().!3815\' |
1 ..;....,....,..'..,....,....,.I.!'.,....,....;....,....,.... ,,,l T miz
110 120 130 140 150 160 170 180 190
LEMR_MND DRUG_130417_03 33 (2.652) Cm (1:49) 2: TOF MSMS 17B12ES+
1601317 1.32e7
100+
132.0854
=2 131.0891
130.0815
+
117.0727 [MH]
| 145.1080 160.2201 178.1427
+---++-----——rtr--r—r—t e miz
110 120 130 140 150 160 170 180 190

Obr. 17 — MS a MS/MS spektrum ETH-CAT (1 pg/ml, H,0:CH3;0H 1:1 (v/v)) — surova data
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NRG-1, 1 pg/ml H20:CH30H 1:1, 5ul/min UEB143 17-Apr-2013  15:39:03

LEMR_ND_DRUG_130417_01 58 (1.156) Cm (50:102}) + 1: TOF MS ES+
[MH]" 282.1890  6.57e8

100+
0
1-naftalen-2-yl-2-pyrrolidin-1-
e ylpentan-1-one (NRG-1)
2831870
e T e T T T P e e e e e e e Mz
140 160 180 200 220 240 260 280 300
LEME_ND _DRUG_130417_01 42 {2.844) Cm (1:50) 2 TQF MSMS 282 18ES+
[MH]" 282.2260  1.10e8
100+
-
141.0877
na7 211.1427
82,3433
4
0 "'I'l""l""l"I"I"'"I""I""'I""'I""I""|""|""I""I""I""I""I e MIZ
140 160 180 200 220 240 260 280 300

Obr. 18 — MS a MS/MS spektrum NRG-1 (1 pg/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v)) — surova data
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4.2.2 Prima sonda

S vyuzitim iontového zdroje ASAP byly za ucelem screeningu analyzovéany rovnéz
dva vzorky katinond, které poskytl Ustav soudniho lékaistvi a medicinského prava
v Olomouci. Byla testovana ionizace sondou ASAP bez a s modifikdtorem. Pro podpofeni
ionizace analytl byl do prostoru iontového zdroje pfivadén modifikator — 0,5 % vodny roztok
NH4OH, ale bez vyraznéjsiho efektu, a tak byly dal§i experimenty provadény bez ngj.
Dulezitym parametrem méteni pomoci ASAP je teplotni program. ZvySovani teploty ma
zajistit postupné uvoliovani slozek vzorku do plynné faze, a tim jejich postupnou ionizaci.
Ukézalo se, Ze je vyhodnéjsi vzorek, ktery byl nandSen ve formé roztoku (lul), nejprve pfi
100 °C vysusit a nasledné zvysit teplotu na 400 °C a dosahnout tak desorpce analytu.
Takovyto postup snizoval pozadi pfi detekci iontd analytii. Oproti piimé infuzi roztoku
(analyza pomoci ESI) je signal poskytovany ASAP casové omezen (dochazi k vycerpani
vzorku) na cca 2 min. Doba jeho trvani je v§ak postacujici pro sbér dat dovolujicich zakladni
screening. Teprve v pfipad problému s odliSenim nékterych latek by se mohl provadét casove
delsi experiment s elektrosprejem. Vysledky analyz uvadi Tab. XIIl, kterd obsahuje
korigovana data na leucin-enkefalin — v pfipadé MS spektra resp. v piipadé¢ fragmenta¢niho

spektra na MS spektrum.

Tabulka XIII - Vysledky ASAP-MS/IMS/MS analyzy ,,new designer drugs”

m/z [MH]" drift time (ms)
. m/z predpokladané
latka skupina chyba relat. .
[MH] "o [MH] ey (frag.)  [MH]"sp ~ frag. ztrity
(ppm) d.t.
160,1124 3,78 1,14 18 (H,0)
145,0889 3,35 1,28 33
ETH- 132,0813 319 135 46 (H,0, C;H,)
CAT 178,1232 178,1230 1,1 4,32
CAT 131,0730 3,02 143 47 (C,H;0)
130,0651 297 145 48 (H,0, C;Ho)
117,0578 2,75 1,57 61
105,0701 2,54 1,70 73 (C4H1;1N)
211,1125 4,70 1,45 71 (C4HgN)
NRG-1 CAT 282,1858 282,1866 2,8 6,86
141,0703 3,02 2,25 141 (CgH1sNO)

Vysvétlivky: skupina PEA — fenylethylaminy, CAT — katinony; latka ETH-CAT — N-ethylkatinon, NRG-1 - nafyron
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Z nam¢fenych hmotnostnich spekter bylo mozné pozorovat ochotnou protonizaci
molekul analytii, které poskytovaly 100 % relativni intenzitu [MH]" iontu (Obr. 19, Obr. 20).
Parentni ion nafyronu byl oproti parentnimu iontu N-ethylkatinonu stabilni a nebylo tak
mozné z pouhého MS spektra pozorovat fragmenty této latky. Pofizena MS/MS spektra obou
latek byla shodna s MS/MS spektry pii ESI-MS/IMS/MS analyze — NRG-1 i ETH-CAT
poskytovaly stejny pocet i hodnoty m/z fragmentti. Drift-time protonovanych molekul a jejich
fragmenti byl také shodny s piedchozim experimentem. Ziskand data poukazala na
pritomnost NRG-1 a ETH-CAT ve vzorcich. Je ziejmé, ze sonda ASAP piedstavuje pro
studované latky zajimavou alternative k elektrospreji. Dovoluje rychlou analyzu bez potieby
promyvani systému pii postupném méteni riznych vzorkll. Zaroven je mozné ziskat stejna
data pro identifiklaci jako ptfi ESI-MS/IMS/MS. Jistym rizikem u obou pfistupi je
interference slozek vzorku s analytem, napfiklad konkurence jinych latek pfi ionizaci. V této
souvislosti je tfeba upozornit, ze u elektrospreje jsou rizika pomérné dobie popsana, u sondy
ASAP nikoli. Sonda mtize na jedné stran¢ dovolit eliminaci interferenci postupnym ohfevem
vzorku, na stran€¢ druhé se mohou vyraznéji uplatnit sekundarni procesy (ion-molekulové
reakce), které mouhou ovlivitovat efektivitu ionizace. Napiiklad latky s vyS$i protonovou
nastat 1 u elektrospreje, ale ke geometrii zdroje a ionizaci v plynné fazilze ocekavat jejich

vyrazngj$i uplatnéni pii pouziti ASAP.
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ETH-CAT, 0.5 mg/ml H20:MeOH 1:1, 1 yl ASAP
LEMR_ND _DRUG_ 130424 05 30 (0.524) AM (Cen,2, 80.00, Ht,10000.0,178.12,0.00); Cm (13:55)

24-Apr-2013  11:34:47
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100+ 160.1124 o
] H
N\|
1 2-ethylamino-1-phenyl-propan-1-one
| (ETH-CAT)
B =
131.0730
] S
130.0651
+
[MH]
1105.0701  117.0578 178.1230
1150643 | 128.0622 1450899 150.2008 178.2162
. N SN U .| 158.0865. 2001135
e e T e T e T T T R T T T T N E
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
LEME_MND _DRUG_130423 2517 (0.364) AM2 {Ar_.ZD{]{JD.D,EEE.ZB.D.{JD,LS+3]|; ABS; Cm (9:17)
100~ [MH]™ 178.1230 1.46e7
160.1121
381_
179.1257
4 130.0643 161.1151
1761065
105.0600 2 M7.05870 || 145.0876 159'"5’& ™y 187.1254 1091796
e e e M2
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

Obr. 19 — MS/MS a MS spektrum ETH-CAT (0,5 mg/ml, H,0:CH;0H 1:1 (v/v)) — korigovana data
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NRG-1, 0.5 mg/ml H20:MeOH 1:1, 1 ul ASAP 24-Apr-2013 11:02:33
LEMR_ND DRUG 130424 01 16 (0.288) AM (Cen,2, 80.00, Ht,10000.0,282.19,0.00); Cm (1:59)

_ 4. 83e7
1007 [MH]" 282 1886
0
_— 1-naftalen-2-yl-2-pyrrolidin-1-
ylpentan-1-one (NRG-1)
| 211.1125
141.0703
2823039
169.0650  193.1012211.2139
126.1279 | 1550495 33.101 2391305 264.1744

~r-rrmrtrrrrrrrrte e e e e e MiE

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
LEMR_ND_DRUG_130423_19 17 (0.364) AM2 (Ar,20000.0,556.28,0.00,LS 3); ABS; Cm (1:50)

+
100+ [MH]™ 2821866  1.64e8
=
283.1889
] /
! ! 284.1918
135.0783141.0694 161.0909179.0987 2111122 2351685 280'169\%
- T T T T miz
100 120 140 160 18 200 220 240 260 280 300

Obr. 20 — MS/MS a MS spektrum NRG-1 (0,5 mg/ml, H,0:CH;0H 1:1 (v/v)) — korigovana data
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4.3 Identifikace vzorki zadrzenych drog v moci

Cilem analyz bylo identifikovat pomoci ESI-MS/IMS/MS NRG-1 a ETH-CAT
V lidské moc¢i po jednoduché piedchozi upravé vzorku. Analyzovany byly celkem tii
koncentra¢ni urovné pfipravené znamym piidavkem (viz. experimentalni ¢ast). Pro izolaci
analyti z moce bylo pouzito extrakéni metody ,,QUEChERS®, ktera je pomérné rychla a
jednoduché. Pouzity postup QuEChERS je vyvijen pro analyzu opiati. Nicméné€ i ve stavajici
podobé je ziejmy jeho potencial v kombinaci s ESI-MS/IMS/MS pro studované latky.
Samoziejmé bude nutné detailné posoudit efektivitu izola¢niho postupu pro analyzu katinona
a fenylethylamini a pfipadné navrhnout jeho modifikaci, 1 kdyZ obecné by bylo vhodné

Vysledky analyz ukazaly, ze jiz pti koncentraci 0,1 pg/ml moc¢i bylo mozné v MS
spektru pozorovat signal protonované molekuly NRG-1 i ETH-CAT a pro jednoznaénou
identifikaci byla pofizena fragmentacni spektra. Pro nézornost jsou nize uvedena MS a
MS/MS spektra obou latek pfi jejich koncentra¢ni urovni 1 pg/ml moci (Obr. 22, Obr. 23).
Ostatni pofizena hmotnostni spektra jsou soucasti piilohy (Ptiloha 24-27 str. 69-95 ).

V MS spektru NRG-1 byl opét dominantnim iontem protonovana molekula (m/z 282),
ktera pii fragmentaci poskytovala predevsim dva fragmenty o hodnoté¢ m/z 211 a 141. Jak jiz
bylo diskutovano diive, ETH-CAT tvoii mén¢ stabilni protonovanou molekulu (m/z 178),
kterd snadno fragmentuje a poskytuje typicky fragment m/z 160 odpovidajici ztrat¢ H,O
z ptivodniho iontu parentu a sérii fragmenti o m/z 132, 131 a 130. S klesajici koncentracni
urovni analytli v analyzovaném materidlu bylo moZzné pozorovat dalsi dfive nezaznamenané
fragmenty, které diive nebylo mozné zaznamenat. V piipadé NRG-1 se jednalo o fragmenty
m/z 224 a 150, u ETH-CAT potom m/z 143, 118, 100 a 83. Jejich pfitomnost 1ze zdGvodnit
interferenci matrice realného vzorku. Pfi izolaci protonované molekuly je vyuzivano okno cca
Am/z 1 a nelze zabranit spolufragmentaci slozky matrice. Jeji ptispévek se stava vyznamnéjsi
s klesajici koncentraci sledované latky. Obr. 21 poukazuje na znaény vliv iontové mobility na
zvySeni selektivity méfeni. Sledovany ion m/z 286,2063 poskytuje relativné malo intenzivni
signal oproti iontiim matrice (Obr. 21-A). S vyuzitim tandemové hmotnostni spektrometrie je
mozné provést izolaci tohoto iontu a ziskat fragmentacni spektrum (Obr. 21-B). I pii pouziti
nejuzsiho mozného izolacniho okna (Am/z < 1) dochazi k soucasné izolaci a fragmentaci

analytu a interferujicich latek. Fragmentacni spektrum pak obsahuje fadu intenzivnich

vvvvvv
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porovnani s databdzi spekter standardi mize zcela selhat. Je-li vSak kromé izolace
sledovaného iontu nasledné provedena jeho mobilitni separace a az poté fragmentace lze
selektivitu méfeni vyrazné zvysit. Fragmentacni spektrum ziskané pro fragmentacni pik (Obr.
21-C) vykazuje dobrou shodu s fragmentaci standard a je ocCisténo od interferujicich iontd.
Postup, ktery lze oznacit MS/IMS/MS, tedy izolace iontu podle m/z, mobilitni separace a
naslednd fragmentace vyrazné redukuje vliv matrice a to mize dopomoci ke snadnéjsi

identifikaci neznamé latky ve vzorku i pfi jeho nizkych koncentracich.

NRG-1, 0.05 pg/ml H20:ACN 1:1, 5ul/min

LEMR_ND_DRUG_130422_04 61 (1.207) Cm (51:102) 1: TOF MS ES+
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: (A)
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83.0114 ‘ ( 203.0675 ~ 232.9923 286.2063 310.2073
0 | [ ‘ ‘ | | . | | | A . I L m/z
I L R R R R R R R R R R R R S R L R SRR AR AN LR
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
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282.1889 1.33e5
100+
o] (B)
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] 141.0710 2111131 2240308
] 126.1289 }55'0508
Ot e e e e e e e e M2
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
LEMR_ND_DRUG_130422_04_IMS 130 (6.966) Cm (123:136) 9: TOF MS ES+
100+ NRG-1, 0.05 pig/ml H20:ACN 1.1, 5p/min, IMS 282.1889 6.61e5
] LEMR_ND_DRUG 130422 04 _IMS 9: TOF MS ES+
100 6.97 282.2 O.lg%(;Dg
03es| __yp
2
7 O T T T T — Time
0.00 2.50 5.00 7.50 10.00
141.0710 211-|1131
O T T e o e o e e o e e e MYZ

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

Obr. 21 — Vliv iontové mobilitni separace na selektivitu mé¥eni (A) MS-,full scan” (B) MS/MS (C) IMS/MS?
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ETH-CAT, 0.5 pg/ml H20:ACN 1:1, 5pl/min 22-Apr-2013 18:05:27
LEMR_ND_DRUG_130422_02 1(2.032) AM (Cen,2, 80.00, Ht,10000.0,178.12,0.00); Cm (1:51)
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117.0579
£83.0098 105.0704 178.0863
118.9861 145.0893 ™
178.0707
100,0362. 158.0971 1782175 193.0482
=ty et H“' 8 N P— l + |‘ NI WP=LLE e Cl 4 :’.’,...., miz

90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200
LEMR_ND_DRUG_130422_02 61 (1.207) AM (Cen,2, 80.00, Ht,10000.0,0.00,0.00); Cm (51:101)

100- 143.0397 1.06e8
B 179.0192
181.0163
] 114.0672
B3.0106 136.0491 114.0405
01 _ .
: 100.0361 118,9863 152.0231 [MH]
FEM.D'IEI-‘I | 107.0025 UL 16‘0.11125 1?8'123§ | 189.0477 }95-053?
A M e s ma e e
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Obr. 22 - MS/MS a MS spektrum ETH-CAT po extrakci z modi (0,5 ug/ml, H,0:CH30OH 1:1 (v/v)) — korigovana
data
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NRG-1, 0.5 pg/ml H20:ACN 1:1, Sulfmin  UEB143 22-Apr-2013 19:04:59
LEMR_ND_DRUG_130422_05 1 (2.032) AM (Cen,2, 80.00, Ht,10000.0,282.19,0.00); Cm (1:49)

- 1.40e6
1997 [MH]" 282.1873
] 0
“ N
34 -
1-naftalen-2-yl-2-pyrrolidin-1-
ylpentan-1-one (NRG-1)
14107089 2 1132
| 150.0783
115.0547 126.1285 2240307 239.1320 282 1202502204
D_

miz
a0 100 120 140 160 180 200 220 240 280 280 300
LEMRE_MND DRUG_130422 05 68 (1.345) AM (Cen.2, 80.00, Ht,10000.0,0.00,0.00); Cm (50:102)

100+ 143.0404 1.49e8
m
179.0198
| 181.0170
114.0668 M +H]+
136.0487  |144.0411 282 1873
83.0106 232 0865
152.0229 871016
166.0736

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

Obr. 23 - MS/MS a MS spektrum NRG-1 po extrakci z mo¢i (0,5 pug/ml, H,O0:CH;OH 1:1 (v/v)) — korigovana data
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5. ZAVER

V analyze ,,new designer drugs®, ale 1 ostatnich drog maji své vyznamné postaveni
separacni techniky ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Jelikoz jsou analyzovanymi vzorky
vétSinou biologické materialy (mo¢, krev, vlasy apod.), je ve vétSiné ptipadl nutné predchozi
uprava vzorku. V klinické a forenzni praxi je zadouci co mozna nejkratsi doba od samotného
piijmu vzorku, po vyhodnoceni vysledkii analyz. Eliminovat nékdy zdlouhavou a slozitou
upravu vzorku, a tim redukovat celkovy Cas analyz dovoluji ambientni ionizac¢ni techniky
hmotnostni spektrometrie. Casovou asporu, ale i zjednoduseni analyzy a Gsporu nakladd (neni
nutna chromatograficka kolona) mohou poskytnout i pro jednodu$s$i vzorky substanci
zadrzenych na nelegalnim trhu. Pro zlepSeni selektivity méfeni bez chromatografické separace
1ze také vyuzit iontovou mobilitu ve spojeni s hmotnostni spektrometrii.

Pomoci iontové mobilitni separace a hmotnostni spektrometrie byl s vyuzitim
elektrospreje zpracovan pichled vybranych ,,new desiger drugs®, a také prekurzort pro jejich
vyrobu. Piehled zahrnuje mobilitni a hmotnostné spektrometrickd data pro 23 standardi
pouzitelna pro identifikaci studovanych latek v nezndmych vzorcich. Byly popsany zakladni
fragmentacni procesy pro fenylethylaminy a katinony. Samotnd hmotnostni spektra jsou
soucasti prilohy. Namétenych dat by mohlo byt potencidlné vyuzito v budoucnu ve forenzni
praxi k rychlejsi identifikaci zachycenych latek.

Ke screeningu zadrZzenych realnych vzorku substanci bylo vyuZito ionizace
elektrosprejem i sondou ASAP. Obé& iontové techniky poskytly data nezbytna k identifikaci
latek a jsou pro vySetfeni neznamych vzorkl drog vhodné. Elektrosprej poskytuje delsi dobu
pro sbér dat, vzorek je zavadén piimou infuzi, ASAP naopak nevyZaduje proplach systému pti
sériovém méfeni vzorkl. Kritickym parametrem u sondy ASAP je volba teplotniho programu
pro desorpci latek. Vhodny teplotni program dovoluje snizit naptiklad opozadi spektra méfené
latky.

ESI-MS/IMS/MS experimenty prokazaly potencial této techniky pro analyzu drog
v moci. Metoda izolace drog z moce zalozena na postupu ,,QUEChERS* byla pomérné rychla,
jednoducha a piispéla k prukazu analyti na koncentrac¢ni hladiné 0,1 pg/ml. Tontové mobilitni
separacni krok v ESI-MS/IMS/MS experimentu vyrazné redukuje vliv matrice, coz muize
dopomoci ke snadnéjsi identifikaci nezndmé latky ve vzorku i pfi jeho nizkych koncentracich.

Priikaz drog na koncentracni urovni 0,1 ug/ml moci je vyhovujici pro jejich screening, nebot’
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cut-off hodnoty pouzivanych imunoanalytickych detekénich technik se pohybuji naptiklad pro
MDMA, MDA, MDE, MBDB na hlading 0,2 ug/ml mo¢i a vyse.”*
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7. SEZNAM ZKRATEK

ASAP — atmospheric solids analysis probe
CAT - katinony, cathinones

DART — piima analyza v readlném cCase,

direct analysis in real time

DESI — ionizace desorpénim
elektrospejem, desorption electrospray

ionization

nanoDESI — ionizace desorpénim nano-
elektrosprejem, desorption nano-

electrospray ionization
DMA — differential mobility analyzer
DMS — differential mobility spektrometry

DT-IMS — drift time-ion mobility

spectrometry

El — elektronova ionizace, elektron

ionization
ESI — ionizace elektrosprejem, electrospray

ionization

EESI - ionizace extraktivnim
elektrospejem, extractive electrospray

ionization

GC — plynova chromatografie, gas

chromatogramy
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IMS — ion mobility spektrometry
LC — kapalinova chromatografie
LOD - limit detekce, limit of detection

LOQ - limit kvantifikace, limit of

quantification

PADI - desorpce-ionizace za ti¢asti
plazmy, plasma assisted desorpction

ionization
PEA — fenylethylaminy, phenethylamines

MS — hmotnostni spektrometrie, mass

spectrometry

MSI — hmotnostné spektrometrické

zobrazovani, mass spectrometry paging

SPE — extrakce tuhou fazi, solid phase

extraction

SPME — mikroextrakce tuhou fazi, solid

phase microextraction
TOF — analyzator doby letu, time of flight

TLC — tenkovrstevna kapalinova
chromatografie chromatografie, thin layer

chromatography

TWIMS — traveling vawe ion mobility

spectrometry



8. PRILOHY
MAP, 1 pg/ml H20:CH30H 1:1, S5pl/min

LEMR_ND DRUG_130321_01 81 (1.604) Cm (50:101) 1. TOF MS ES+
100~ 91.0545._ 119.0882. 150.1315._ 4.00e6
[MH]*
H
N“‘m
144.0807
N-methyl-1-fenyl-2-
ropanamin (MAP
151.1332 prop ( )
H
200,2043
120.0916
92.0610 173.0837
B84.9625 1390537 190.1857
110.0095 7 |
[ N m— — et InlI — ! e |ll| oo |I.II ot ! } Il.ll ll i ILI . ||I I: |I' L I| !I |I ‘ I|I Illlllnllj: |IJ| IIllu IlllllJluluI II:IIIIJIIIII |i|| I'I'I.;’Z
60 a0 100 120 140 160 180 200
LEMR_ND DRUG 130321 01 1 (2.032) Cm (1:50) 2: TOF MSMS 150.24ES+
100 91.0545 2 37eh
&
[MH]"
150.1315
119.0892
O-rrrrrrrer e L B R B L R L L L Tt mjz
60 80 100 120 140 160 180 200

Pfiloha 1- MS a MS/MS spektrum MAP (1 ug/ml, H,0:CH;0H 1:1 (v/v))
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EPH, 1 pg/ml H20:CH30H 1:1, S5pl/min

100+

LEMR_ND_DRUG_130321_07 51 (1.018) Cm (50:101)

1. TOF MS ES+
148.1220 2.24e8
P
N
H
OH
2-(methylamino)-1-fenyl-1-
N propanol (EPH)
+ 218.2252
1[22”1_;]13 217117 261.1470
144.0912 . 274.2943 301.1633
1 i |
L AL IR SRS AR L) AR LA EARAY RALRE RALAY LLEE RAb LA LA R R m/z
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
LEMR_ND _DRUG_130321_07 2 (2.069) Cm (1:50) 2: TOF MSMS 166.12ES+
148.1220 1.70e7
100
Eﬁ_
[MH]
e A L) R ) el B '|'I"| LAY !'I LA L) M LAy ) R RS ) whad R wi b L
60 80 100 120 140 180 180 200 220 240 260 280 300

Pfiloha 2 — MS a MS/MS spektrum EPH (1 pg/ml, H,0:CH;0H 1:1 (v/v))
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PMA, 1 pg/ml H20:CH3O0H 1:1, Spl/min

LEME_ND DRUG_130415_02 81 (1.604) Cm (51:102) 1: TOF MS ES+
149.0955 6.40e8
100+
] 1210668
NH,
\\
] )
-
1-(4-methoxyphenyl)-propan-2-
J amin (PMA)
150.0989
J 122 0675
[MH]*
O~ e iz
a0 100 110 120 130 140 150 160 170
LEMR_ND _DRUG_130415_02 1 (2.032) Cm (1:49) 2. TOF MSMS 166.12E5+
100A 149.0955 2.72eb
121.0620
s
1 91.0512
- t++r—rrttr—rt-rtr——r—t e M2

Priloha 3 — MS a MS/MS spektrum PMA (1 pug/ml, H20:CH30OH 1:1 (v/v))
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MDA, 1 pg/ml H20:CH30H 1:1, 5pl/min

LEMR_ND_DRUG_130321_1557 (1.139) Cm (51:102) 1: TOF MS ES+
100+ 163.0854 9.02e7
1 D NHg
1 O
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5
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™
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Pfiloha 4 — MS a MS/MS spektrum MDA (1 pg/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v))

72



2C-H, 1 pg/ml H20:CH30H 1:1, Splimin

LEMR_ND_DRUG_130321_08 73 (1.449) Cm (51:102) 1. TOF MS ES+
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-~
| O
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Pfiloha 5 — MS a MS/MS spektrum 2C-H (1 pg/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v))
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BDB, 1 pg/ml H20:CH30H 1:1, Spl/min

LEMR_ND_DRUG_130321_16 57 (1.139) Cm (50:102) 1. TOF MS ES+
100+ 135.0527 1.73e8
H
O
1 1-(1,3-benzodioxol-5-yl)butan-2-
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i 2171175
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. 2187252 2614470
[MH]
1 147.0879
184.1306 274.2943
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Pfiloha 6 — MS a MS/MS spektrum BDB (1 pg/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v))
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MDE, 1 pg/ml H20:CH30H 1:1, S5pl/min

-
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Pfiloha 7 — MS a MS/MS spektrum MDE (1 pg/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v))
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2C-T-2, 1 pg/ml H20:CH3OH 1:1, 5pl/min

LEMR_ND_DRUG_130321_14 51 (1.018) Cm (50:102) 1: TOF MS ES+
225.0940 3.47e8
100+
- 0 NH,
N~ o~

2-[4-(ethylthio)-2,5-
J dimethoxyfenyl]ethylamin (2C-T-2)

B 3
[MH]*
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0 ||||||||||\|\| AR R AR AR m/z

RARRRRIA VSR AL AR RN T T
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Priloha 8 — MS a MS/MS spektrum 2C-T-2 (1 pug/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v))
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2C-B, 1 pg/ml H20:CH3O0H 1:1, Spl/min

LEMR_ND_DRUG_130321_12 81 (1.604) Cm (50:102) 1: TOF MS ES+
2450024 1.09e8
100+
- _0 NH,
] P
Br O

2-(4-bromo-2,5-

dimethoxyfenyl) ethanamin

. (2C-B)
| [MH]" || 262.0266
| T~A
2209776
| 301.1437
O RN L s R i o s "I""H"'I""I""I""\|"ml'lz
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 = 300
LEMR_ND_DRUG_130321_12 1 (2.033) Cm (1:50) 2: TOF MSMS 260.02ES+
243.0206 1.37e7
100
“3\?7
227.9912 .
| [MH]
260.0478
T I I | T M/Z

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

Pfiloha 9 — MS a MS/MS spektrum 2C-B (1 ug/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v))
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2C-l, 1 pg/ml H20:CH3O0H 1:1, 5pl/min

LEMR_ND_DRUG_130322_2 57 (1.139) Cm (50:102) 1: TOF MS ES+
290.9918 2.33e8
100+
1 _o NH, )
[MH]
v 308.0166
I @)
2,5-dimethoxy-4-
J jodofenethylamin (2C-I)
=2
275.9644
i 309.0210
O T T T T T e e "w|"" e m/z
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
LEMR_ND_DRUG_130322_2 50 (2.999) Cm (1:50) 2: TOF MSMS 308.01ES+
291.0070 4.31e7
100+
2
4 [MH]+
275.9787
. 308.0326
0 |""|""|'"'|‘"'|‘"'|""|""|'!"|""|""|'"'|""|""\""|"”|""|""|""|""|'"'|""\""\""|" m/z
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

Pfiloha 10 — MS a MS/MS spektrum 2C-I (1 pg/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v))
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CAT, 1 pyg/ml H20:CH30H 1:1, 5ul/imin

LEMR_ND_DRUG_130321_03 81 (1.604) Cm (51:102) 1. TOF MS ES+
132.0916 7.89e7
100+
9]
NH:
2-amino-1-fenyl-1-
m 2 propanon (CAT)
2171175
261.1470
[MH]*
150.0994
117.0640 362'2556
248.2566
105.076 301.1633
G R RLLE RRAAY RELL LARAN LA LLLLI LA | II"""'I""I""I"‘"l""I':"l"".l""l”l"lII II""II T III"'II""I""I III erZ
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 280 280 300 320
LEMR _ND DRUG 130321 031 (2.033) Cm (1:50) 2: TOF MSMS 150.12ES+
100~ 132.0916 2 94eh
Eﬁ_
105.0760 }33_0715
[MH]"
150.0994
S LA L Ly s L LAl L Lt L) L L) Lk L) Wl L) L) L M RN U wa b wa by L T4
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 280 280 300 320

Pfiloha 11 — MS a MS/MS spektrum CAT (1 pg/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v))

79



MET, 1 pg/ml H20:CH30H 1:1, S5pl/min

LEMR_ND_DRUG_130321_05 73 (1.449) Cm (51:101)
146.1102

100+

131.0802

[MH]
164.1183

187.1341  218.2252

1: TOF MS ES+
5.68e8

HN__

2-(methylamino)-1-fenyl-1-

propanon (MET)

kL 1

0

LEMR_ND_DRUG_130321_05 1 (2.033) Cm (1:50)

R B Ly LAY L) LA L) L L L
60 80 100 120 140

LAY RALLE LLLAY LA ELLAS LA LAY LAALE LLLA LAY LEAL) LAY LAAL RALLY LU
160 180 200 220 240 2860 280
2: TOF MSMS 164.10ES+

= Mz

100+ 146.1049 6.40e7
Eey
131.0802 n
[MH]
164.1183
L e st s . T i LA LA L) U R Ll R VAR R s B v s ua el 1 T
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 280 280

Pfiloha 12 — MS a MS/MS spektrum MET (1 pg/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v))
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MABP, 1 pg/ml H20:CH30H 1:1, 5pl/min

LEMR_ND_DRUG_130321_11 53 (1.052) Cm (51:102) 1: TOF MS ES+
100+ 160.1224 1.83e8
1 O
_ [MH]*
178.1332
] /,NH
e 2-(methylamino)-1-
fenylbutan-1-on (MABP)
2171175 261.1470
1 179.1366
132.0916 o
0- L L L L L L S :I"'"II"'"I"' Tl "|"I'I'1"' |""|I m/z
B0 80 100 120 140 160 180 200 220 240 2860 280 300
LEMR _ND DRUG 130321 11 42 (2.844) Cm (1:49) 2: TOF MSMS 178.12ES5+
100+ 160.1224 2 BdeT
Eﬁ_
| [MH]"
178.1332
132.0916
131.080
91.0587 147.0832
0= e e T miz

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

Pfiloha 13 — MS a MS/MS spektrum MABP (1 pg/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v))
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3-MMC, 1 pg/ml H20:CH30H 1:1, 5pl/min

LEMR_ND _DRUG_130321_13 57 (1.139) Cm (51:102) 1: TOF MS ES+
100~ 160.1224 2398
O
HN\
Ll [MH]+ 2-(methylamino)-1-(4-
178.1332 methylfenyl)propan-1-on
(3-MMC)
218.2252
261.1470
145.0989
2171175
245.2566 |274-2943
O~ e e m/z
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
LEMR_ND _DRUG_130321_13 1 (2.032) Cm (1:50) 2: TOF MSMS 178.12ES+
160.1224 3.70e7
100
5
145.0989
[MH]"
178.1332
O-'errprerrprerrprrerprrerprreed : AL - m/z

60 80 100 120 140 160 180 200 220

UL R S AR A R
240 260 280

Pfiloha 14 — MS a MS/MS spektrum 3-MMC (1 pg/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v))
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3-FMC, 1 pg/ml H20:CH30H 1:1, 5pl/min

LEMR_ND_DRUG_130322_1 51 {1.018) Cm (51:102) 1: TOF MS ES+
100+ 182.1EEI\?IH]+ 3.34e8
164.0974
o}
/,NH
' F
Eaa 2-methylamino-1-(3-
fluorofenyl)propan-1-on (3-
FMC)
2171141
149.0702
148.0646.
| 183.1096 261.1443
274.2845
246.2536
L e L o L L s L L ) L L L L mfz
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
LEMR_ND DRUG 130322 1 50 (2.999) Cm (1:50) 2: TOF MSMS 182.09ES+
100+ 164.0918 5.89%e7
B
‘ ,
82,1069
149.0702
O "||"'l""|' T T T T T T T T T T e e T e M2
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Pfiloha 15 — MS a MS/MS spektrum 3-FMC (1 ug/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v))

83



4-FMC, 1 pg/ml H20:CH30H 1:1, 5ul/imin

LEMR_ND DRUG_130322_4 101 (1.982) Cm (51:102) 1: TOF MS ES+
164.0974 2.55e8
100+
0
HN
S
[MH]* F
B =+ 182.1069
1-(4-fluorofenyl)-2-
methylaminopropan-1-on
(4-FMC)
2171205
148.0646 218.2282 261.1513
183.1155 [ 374 9017
O e e "'I""I""I""I""I""I"'I'I""I'l"'I""I""I""I m/z
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
LEMR_ND _DRUG_130322_4 2 (2.069) Cm (1:50) 2: TOF MSMS 182.09ES+
164.0974 4.98e7
100+
Eey
[MH]
149.0755 182 1069
0 T '|""l" R R s L s L A B L LA LA AR LA LR LR L m/z

TTT T A RN AR LA LARLE LALRY T
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Pfiloha 16 — MS a MS/MS spektrum 3-FMC (1 ug/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v))
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4-MEC, 1 pg/ml H20:CH30H 1:1, 5ul/min

LEMR_ND_DRUG_130321_06 73 (1.449) Cm (50:102) N 1: TOF MS ES+
100 192.1531[MH] 2.53e8
174.1419
| Dkl/
] /O)HN.\/
s 2-ethylamino-1-(4-
methylfenyl)propan-1-
one (4-MEC)
144.0912 217.1178
1 14F 1049 261.1470
274.2943
0- R L L L L Lt |""l""|"'|'|' "|!"'1""|""| T M2
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
LEMR _ND DRUG 130321 06 28 (2.568) Cm (1:50) 2: TOF MSMS 192 13ES+
100+ 174.1419 5.57eT7
Eﬁ_
. [MH]"
192.1531
146.10489
) 145.098
O~ e miz

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

Pfiloha 17 — MS a MS/MS spektrum 4-MEC (1 pg/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v))
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bk-PMMA, 1 pg/ml H20:CH3O0H 1:1, 5ulimin

LEMR_ND DRUG_130322_3 73 (1.449) Cm (51:102) 1: TOF MS ES+
100+ 176.1192 8.23e8
0]
o HN_
W I
+
[MH]
194.1330 1-(4-methoxyphenyl)-2-
(methylamino)-1-propanon
(bk-PMMA)
146.0600 161.0918 195.1317
O+ T l T TT rTI.er

LEMR_ND DRUG_130322 3 10 (2.224) Cm ({1:50)

B L L Ly L) R Ll LAy LA LA LA LA L B L L
60 80 100 120 140 1860 180 200 220 240 2860 280

2: TOF MSMS 184.11ES+

100+ 176.1192 1.71e8
5
[MH]*
161.0918 94,1769
O-frrrrrrer e e T ™ Mz

T LRRAL AL LA LA LR AR LAY RAREE RASANRARRE RAARS LA RAALH R
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

Piiloha 18 — MS a MS/MS spektrum bk-PMMA (1 pg/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v))
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bk-MDMA, 1 pg/ml H20:CH30H 1:1, 5pl/min

LEMR_ND_DRUG_130321_04 81 (1.604) Cm (51:102) [MH]" 1: TOF MS ES+
208.1121 2.35e8
100+
0
| 190.1014 <O H N\

2-methylamino-1-(3,4-
m 5 160.0892 methylendioxyfenyl) propan-1-

on (bk-MDMA)
) 209.1145
1320916 161.0904
D L L L) e L) st Ly "i'l"" "'I".'l'l"" |""I"' LAY LR LA RALRE AR RARRE AR LA --|' m/z
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
LEMR _ND DRUG 130321 04 2 {2.069) Cm (1:50) 2: TOF MSMS 208.09ES+
100+ 160.0892 3.59e7
) 190.1014
54
[MH]"
208.1121
132.0916
Ll LAy AR L) LA L) Lk L i e "'l"'l'l"' L L L LA L L) L A L Lk b L

60 &0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Pfiloha 19 — MS a MS/MS spektrum bk-MDMA (1 pg/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v))
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MDEC, 1 pg/ml H20:CH30H 1:1, 5pl/min

+
LEMR_ND_DRUG_130321_02 81 (1.604) Cm (51:102) [MH] 1. TOF MS ES+
174.1016._ 204.1141 _222.1306 3.14e8
100+
1 O
0 FiNﬁhwff
7231271 1-(1,3-benzodioxol-5-yl)-2-
(ethylamino)propan-1-on
ey (MDEC)
175.1052
J s
146.1049 177.0629 224.1323
261.1470

O-rrrrrrrrrirrrrrfierrrre '||""| T '|""I|""|' bR e MYz

100 120 140 160 180 200 220 240 260
LEMR _ND DRUG 130321 02 50 (2.999) Cm (2:50) 2: TOF M3SMS 222 11ES+
100+ 2041141 2.19e8

[MH]
5
175.0705
0 ""I""I""I""I"!'I' L '.I'I""I""I'"I""I"'I T T MYz

100 120 140 160 180 200 220 240 260

Pfiloha 20 — MS a MS/MS spektrum MDEC (1 pg/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v))
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bk-MBDB, 1 pg/ml H20:CH30H 1:1, 5pl/min

LEMR_ND_DRUG_130322_5 81 (1.604) Cm (51:102) [|\/| H]Jr 1: TOF MS ES+
2221273 2.73e8
100+
O
<D
o) AN
=8| 204 1167
1-(1,3-benzodioxol-5-yl)-2-
(methylamino)butan-1-on
(bk-MBDB)
174.1033
323.1302
191.0859 261.1513
e ) LA L) L I"I""I""I' I"1""|| trrprrrrrr et "l"| T MZ
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
LEMR_ND_DRUG_130322_5 50 (2.999) Cm (1:50) 2: TOF MSMS 222 11ES+
2041167 3.29e7
100+
174.1033
[MH]"
2221273
m
161.0697 191.08589
0 DAL A ""ll'l' '|'|7'|" T T T T T T MYZ
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Pfriloha 21 — MS a MS/MS spektrum bk-MBDB (1 pg/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v))
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NRG-1, 1 pg/ml H20:CH30H 1:1, 5plfmin
LEMR_ND_DRUG_130321_10 54 (1.069) Cm (50:102)

100+

Ld

N

OJ

1-naftalen-2-yl-2-pyrrolidin-1-
ylpentan-1-one (NRG-1)

218.2252

1: TOF MS ES+
[MH]" 2822085 6.63e8
283 2067
261.1541

m/z

140 160 180 200 220 240 260 280
LEMR_ND_DRUG_130321_10 2 (2.069) Cm (1:50) 2: TOF MSMS 282.18ES+
2822085 2.02e8
100+ N
[MH]
5
211.1266
O ||" B e B S I IS I L L L LN L R Ly Rl 11 1
140 160 180 200 220 240 260 280

Pfiloha 22 — MS a MS/MS spektrum NRG-1 (1 pg/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v))
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BZP, 1 pg/ml H20:CH30H 1:1, S5pl/min

LEMR_ND_DRUG_130321_09 65 (1.294) Cm (51:102) N 1: TOF MS ES+
100~ 177.1500  [MH] 1.41e8
H
| [Nj
N
B 5 1-(fenylmethyl)piperazin
(BZP)
| 217.1239
218.2252
178.1565
] / 261.1470 74 2943
e L L L L L L Ly L Ly L L L) by L L L L Ly et --1""I|'""|I m/z
60 80 100 120 140 180 180 200 220 240 260 280 300
LEMR_ND DRUG 130321 09 2 (2.068) Cm (1:50) . 2: TOF MSMS 177.13ES+
100- 1771500 [MH] 2.62e7
=
117.0782 134.1058
O-trrrprerreerree II"' e T T miz
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Pfiloha 23 — MS a MS/MS spektrum BZP (1 pg/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v))
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Pfiloha 24 —

ETH-CAT, 0.05 pg/ml H20:ACN 1:1, 5pl/min
LEMR_ND_DRUG_130422_01 76 (1.500) Cm (51:1

101}

22-Apr-2013 17:36:32

1: TOF MS ES+
100 143.0420 1.03e8
@)
H
2-ethylamino-1-phenyl-propan-1-one
(ETH-CAT)
179.0192
W
181.0161
114.0649
1440407
83.0120  100.0375 136.0512 [MH]*
118.9880 152.0213 203.0654
15 P W PRESESN FITINN PO P rl' berbtsrrrrher o |1 ST ..,....-,.-...,..-.?‘- I..'.'. S VIO F L miz
a0 9[} 1CIC| 11[] 12['.} 130 140 150 160 170 1B'D 190 EDD
LEMR_MND DRUG_130422_01 1(2.032) Cm (1:50) 2: TOF MSMS 178 12ES5+
100+ [MH]" 178.1283 2.83e4
33_
132.0847 160.1187 1 093
83.0114
1189882 131.0783 143.0478
1010240 178.0759..
‘ HT. nﬁaa] 145.0962
| SO F—— SR FUTSFOURN PR || FOEV] Y SO Y NP T RSP U /PO Sy
a0 g0 100 1 120 13l.‘.|I 140 150 160 170 180 190 200

92

MS a MS/MS spektrum ETH-CAT po extrakci z modi (0,05 pg/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v))



ETH-CAT, 5 ug/ml H20:ACN 1:1, 5pl/min  UEB143

22-Apr-2013 18:22:51

LEMR_ND _DRUG_130422_03 67 (1.328) Cm (50:101) 1: TOF MS ES+
143.0478 1.27ed
100+
O
H
.
2-ethylamino-1-phenyl-propan-1-one
(ETH-CAT)
179.0266
B =
181.0235
1140696 [MH]+
83.0114 1440466
100.0372 118.9882 160.1187 178.1283
136.0517
| 152.0276 |
0 :..!,'....,....,....,.'!..,..I..,....,....;I...!;.'...I,‘:.'..,....,.. .,....;.l.l:.,....,.'...',.'...,.!..;.'.. e miz
90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190
LEMR_MND DRUG_130422_03 1 (2.032) Cm (1:50) 2: TOF MSMS 178.12ES5+
100~ 132.0847 5.56e5
160.1187
131.0783
N N\
130.0708
i
[MH]
105.0712 117.0583 178.1283
145.0910
I:} --!-||--||-.|--||-|-i:'|:-|-||-||--|I-|--I|---||||-II |-||--||-|:'-I||-|||-|-I AAREREAAS LARAN RN RARRNREALE LALES LARLERLLE) mlﬂ?_
80 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190

Pfiloha 25 — MS a MS/MS spektrum ETH-CAT po extrakci z moci (5 pg/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v))

9
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NRG-1, 0.05 pg/ml H20:ACN 1:1, 5pl/min UEB143

22-Apr-2013 18:48:30

LEMR_ND DRUG_130422 04 61 (1.207) Cm (50:101) 1: TOF M3 ES+
100~ 143.0399 1.39e8
@]
O‘ N
1-naftalen-2-yl-2-pyrrolidin-1-
e ylpentan-1-one (NRG-1)
179.0173
114.0674 181.0142
136.0491 MH]"
| 83.0008 b 2329879 [MH]
203.0636 239.0493 \\2‘55.2009
- miz
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
LEMR_ND _DRUG_130422 04 1 (2.032) Cm (1:50) 2: TOF MSMS 282.20ES+
[MH]" 2821888 1.33¢5
100+
33_
150.0803
141.0710
211.13
224.0328
126.1288 155.0508
(bt RARRN RS il ll ....... l..l..l —ld sbrde s sl ERAARRRERL et an =t p e r Mz
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Pfiloha 26 — MS a MS/MS spektrum NRG-1 po extrakci z mo¢i (0,05 pg/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v))
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NRG-1, 5 pug/ml H20:ACN 1:1, 5pl/min ~ UEB143 22-Apr-2013  19:20:14

LEMR_ND _DRUG_130422_06 70 (1.378) Cm (50:101) 1: TOF MS ES+
100~ 143.0426 1.47e8
0
MH]*
1-naftalen-2-yl-2-pyrrolidin-1- [ ]
282 1889
ylpentan-1-one (NRG-1)
L 179.0207
181.0176
114.0696
83.0114 136.0517 |144.0414 2631942
2030675 2329923 [iﬂE-EDEE
0= miz
a0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
LEMR_MND DRUG_130422_06 1 (2.032) Cm (1:50) 2. TOF IlﬂSI'-.I'IS 282 20ES+
100+ [MH]" 282.1888 9.28e6
33_
141.0710 211.4131
L ——— e A aa t———————— miz

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

Pfiloha 27 — MS a MS/MS spektrum NRG-1 po extrakci z mo¢i (5 pg/ml, H20:CH30H 1:1 (v/v))
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