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1. Bevezetés

Az ENSZ Kabitdszer-ellendrzési és Blinmegel6zési Hivatalanak jelentése szerint
2013-ban a 15-64 éves korosztaly 5,2 %-a (1,8 %), 246 (+83,5) millio ember
fogyasztott kabitdszert vilagszerte, az év soran legalabb egyszer. Az 0], (fél)szintetikus
diz&jnerdrogok, amelyek a hatalyos tiltolistakon szerepld vegytiletektdl szerkezetileg kis
mértékben eltérnek, igy nem esnek torvényi szabalyozas ala, vagyis ellendrzés ala
vonasukig jogi kovetkezmények nélkiil terjeszthetdek, s ezért folyamatos kihivast
jelentenek a kutatok és a biniildoz6 szervek szamara. Magyarorszagon 2010 Ota
Osszesen 108 dizajnerdrogot azonositottak, elsGsorban szintetikus AM-, CTN- és
kannabinoid-tipusu vegytleteket.

A kébitdszer-hasznélat terjedése kozegészsegugyi és tarsadalmi  gondok
sokasodasaval jar. Kozulik egy, ritkdn emlitett kdvetkezmény: hasonloan a terapias
felhasznalasu gyogyszerekhez, az illegalis készitmények maradékai is megjelenhetnek
természetes vizeinkben, elsésorban a sirin lakott telepiilések vizi kdrnyezetének
szennyez6iként. A  kutatok rendkivili - figyelmet forditanak a kabitoszerek
meghatarozasara novényi, biologiai, kdrnyezeti mintakban, valamint a lefoglalasra
ker(lt tételekben.

A GC-MS az egyik leggyakrabban alkalmazott technika 6sszetett matrixok szerves
vegylleteinek azonositasara és méresere, igy a kabitoszer-analitikdban is kiemelt
jelentéségli. A vegyliletek illékonysaga elengedhetetlen feltétele gazkromatografias
meghatarozasuknak. A szarmazékképzés csokkenti a mérend6 Osszetevék polaritasat,
egyuttal a keletkezd termékek hdstabilitdsat, s gazfazisba juttatasat eredményezi.
A szarmazékka alakitas jelentOsen javitja a mérés érzékenységét és szelektivitasat,
valamint a szerkezetfelderités hatékonysagat, igy gyakran alkalmazzak kabitoszerek
GC-MS meghatarozasat megel6zden, szamolva azzal is, hogy a minta-el6készités idejét
és koltségeit noveli.

Munkam ceélja az volt, hogy Uj minta-elékészitési (dusitas, szarmazékképzés) eljarasokat
javasoljak novenyi vagy bioldgiai mintdkban talalhaté, PFAA-szerkezetli aminok -
kitlintetett figyelemmel a kabitoszerek (AM, MDA, MSC, CTN, CAT) — és a CTN-tipusu
dizdjnerdrogok (4-FMC, MCTN, PENT, 4-MEC, 3,4-DMMC, 4-EMC) elemzésére.



2. Célkituzések

A szakirodalmi el6zmények részletes ismeretében kitlizott céljaim:

a. a kutatdcsoport altal korabban kidolgozott, szerves vegylletek GC-MS
analizisére alkalmas, sok 0Osszetevét (> 100) egyidejileg elemz6
rendszer bovitése a PFAA-szerkezeti aminokkal - Kitlntetett
figyelemmel a kabitdszerekre (AM, MDA, MSC, CTN, CAT) - és
a CTN-tipusu dizajnerdrogokkal (4-FMC, MCTN, PENT, 4-MEC, 3,4-
DMMC, 4-EMC); ennek érdekében

b. részletes szarmazékképzési és fragmentum-analitikai tanulmany
készitése: a PFAA- és a CTN-tipusu vegyiletek TMS-, 2TMS- vagy
oxim-TMS-szarmazékka alakitasara optimalis korulmenyek feltarasa
a legalkalmasabb reagens (HMDS/MSTFA/BSTFA), Kkatalizator
(TFE/TMCS/TMIS), olddszer (PYR, EtAc, ACN), reakciohéfok és -id6
meghatarozasaval,

c. a khataminok elemzésére javasolt GC-MS eljardsok kiegészitésekent
a CTN, CAT és NE hatékony kromatografids elvalasztasanak
megvalositasa, s a fragmentdcidés utak részletes ismeretében
a vegyuletek azonositasara alkalmas fragmentumok bemutatasa;

d. a szakirodalomban javasolt hosszadalmas, legtdbbszor rendkivil
bonyolult minta-el6készitési eljarasok helyett az Gn. ”zold kémia”
feltételeit kozelit6 modszerek kidolgozasa ndvényi és bioldgiai
mintakban talalhato fenilalkilaminok mérésére;

e. az Uj eljarasok analitikai teljesitményjellemzdinek meghatarozasa;
Osszehasonlitdsuk egymassal, valamint a szakirodalomban javasolt
modszerekkel,

f. a munka gyakorlati jelentdségének bizonyitasa noévényi és biologiai
mintak (Lophophora williamsii kaktusz, Catha edulis cserje, vizelet)

kabitdszertartalmanak meghatarozasaval.



3. Modszerek

3.1 A vizsgéalt mintak

A fehérjementesitett, human vizeletmintdk a Semmelweis Egyetem Igazsagigyi és
Biztositas-orvostani Intézetének  Toxikoldgiali Laboratoriumabdl  érkeztek.
A Lophophora williamsii kaktusz az EO6tvés Lorand Tudoméanyegyetem
NOvényszervezettani Tanszékérdl szarmazott. A Catha edulis leveleket a budakalaszi

Gyogynovénykutato Intézet Kft. bocsajtotta rendelkezésemre.

3.2 Az eszk6zok

3.2.1 A minta-eldkészités eszkozei

A fagyasztva szaritasahoz Modulyo liofilizatort (Jencons, Egyesiilt Kiralysag);
a mintak, modelloldatok, oldoszerek, reagensek és katalizatorok megfelel6 térfogatainak
méréséhez +1% pontossagi Hamilton mikrofecskenddket (Bonaduz, Svéjc);
a tomegmeéréshez +0,01 mg pontossagu analitikai mérleget (Sartorius, Goettingen,
Németorszag); a centrifugalaséhoz Hettich EBA 21 (Tuttlingen, Németorszag)
centrifuga késziléket; az ultrahanggal segitett extrakcidhoz Sonorex (RK 52 H)
ultrahangos fiird6t (Bandelin electronic, Berlin, Németorszag); a sziiréshez 1,6 um
pérusatméréjiic GF/A iivegszirOpapirt (Whatman, Maidstone, Egyesilt Kiralysag);
az oldoszer-mentesitéshez  Bichi  Rotavapor R-200 (Flawil, Svéajc) rotécids
vakuumleparlét és Bichi V-700 vakuumpumpat; a szarmazékka alakitashoz
termosztalhatd, a reakciocsovekkel azonos méretii fémbetétli kalyhakat (Kutesz,

Magyarorszag) hasznaltam.

3.2.2 Az alkalmazott gazkromatografias korilmények

A méréseket Varian 450 tipusu (Varian, Walnut Creek, CA, USA) gazkromatografias
késziiléken vegeztem, amely Varian 240 MS/MS ioncsapda rendszeri tomegszelektiv
detektorral, valamint VVarian CP-8400 automata mintaadagoloval és szeptummal ellatott

programozhato injektorral rendelkezik.



Az elvalasztasokat SGE forte capillary (Victoria, Ausztralia) BPXS jelzésti, 30 m
hosszt, 0,25 mm atméréjt, 0,25 um filmvastagsdgu kromatogréfias oszlopon végeztem.
A vivégaz nedvességcsapdan atvezetett, 1 mL/perc sebességgel aramoltatott 6.0

tisztasagu (99,9999 %) He volt.

3.2.3 A tomegspektrométer miikodésének fobb jellemzoi

A  Varian 240 MS/MS ioncsapda rendszeri tomegszelektiv ~ detektor
tdmegtartomanya 50-1000 amu, pasztazasi sebessége 5.000-10.000 amu/sec., a filament
aramerdssége 10-100 pA kozott véltoztathatd, 65.000 ps maximalis ionizacios
id6tartam mellett.

A mérések soran belso, elektroniitkdztetéses ionizaciot hasznaltam. Az atvezetd
kapillaris (transfer line), az ioncsapda és a manifold héfoka rendre 300, 210 és 80 °C
volt. Az ionizécios feszultséget 70 eV értekre allitottam, a Fil/Mul késleltetés 3 perc
volt. A detektort valamennyi mérés soran FS lizemmaddban alkalmaztam.

A készilék optimalis mérési paramétereit Varian MS Workstation 6.9. szoftver

segitségével ellendriztem és vezéreltem.

3.3 Eljarasok

3.3.1 A szarmazékka alakitas

A modelloldatok toémegallandésdgig szaritott maradékainak feldolgozasat
perfluoroacyl-, trimetilszilil- vagy oxim-szarmazekké alakitési eljardsokkal, 70-100 °C
héfokon, 10-90 percig folytattam.

A szarmazékképzés utan az oldatokat szobahdfokra hiitéttem, majd a higitatlan,
vagy a megfeleld szarmazékképzé szerrel oOtszor-tizszer higitott elegyek 1-1 pL
térfogatait hArom parhuzamos mérésben injektaltam a GC-MS rendszerbe.

Minden szarmazékkészitési miivelet soran harom parhuzamos €s egy un. “miveleti

ures” (azonos madon, de modelloldat nélkil ésszeallitott) mintat készitettem.



3.3.2 A vizeletmintak kabitdszertartalmanak meghatarozasa elézetes extrakcio

nélkal

A centrifugalt (1200 rpm, 5 perc) vizeletmintdk 20-40 pL részleteit 10 pL 10 %
(m/m) HCI oldattal savanyitottam, majd rotacios vakuumleparlé késziléken
tdmegallandosagig szaritottam. Ezutan a mintakat kozvetleniil, elézetes extrakcid nélkil
alakitottam szarmazékka.

A visszanyerési, linearitasi és LOQ adatok meghatarozasa soran kabitoszereket nem
tartalmazd vizelet 20 pL térfogataihoz a CTN-tipust dizajnerdrogok ismert
mennyiségeit adalékoltam (kivétel: “miiveleti iires”). A minta-el6készités tovabbi

1épései egyeznek az el6z6 bekezdésben leirt eljarassal.

3.3.3 A novénymintak elokészitése

A Catha edulis (25,09 g) es Lophophora williamsii (2,95 g) mintékat fagyasztva
szaritottuk. A Catha edulis levelek liofilizalas utani témege 8,37 g, a Lophophora

williamsii szoveté 0,260 g.

3.3.3.1 A Lophophora williamsii minta extrakcioja

2,00 mg liofilizalt kaktuszhoz 2,0 mL 10 % (m/m) HCI tartalmi MeOH oldatot
adtam, s a mintat 60 °C hofoka UH fiirdében, 30 percig extrahaltam. Az oldoszer
parolgasénak visszaszoritasara visszafolyo hiitot alkalmaztam. A minta folyadék fazisat
szobah6fokra hiités ¢és centrifugdlds utan analitikai pontossdggal 5,0 mL térfogata
mérélombikba oOntottem. Az UH tamogatott kivonast 3 alkalommal ismételtem,
a frakciokat k6zos edényben gytijtottem. A kivonat 5-50 pL részleteit 2 mL térfogatu
reakciocsovekbe mértem, 30 - 40 °C hoéfokon tomegallandosagig szaritottam, majd

szarmazékkd alakitottamk.

3.3.3.2 A Lophophora williamsii és a Catha edulis mintak kabitdszertartalmanak

meghatarozdasa, a vegyiiletek elézetese kivondsa nélkiil

A peyote kaktusz és a khat cserje liofilizatumainak 0,1-5 mg részleteit 2 mL-es,
vakuumleparlo készulékhez csatlakoztathatd, csavarmenettel ellatott reakcidcsdvekbe

mértem, majd kozvetleniil, el6zetes extrakcid nélkil szarmazékka alakitottam.



Centrifugalas (1200 rpm, 5 perc) utan higitas nélkil, vagy 6tszoros/tizszeres higitasban
injektaltam az oldatokat. A Catha edulis minta elemzését standard addiciés modszerrel
egészitettem Kki: az ismert koncentracioju khatamin oldatok megfelel6 térfogatait
rotacios vakuumleparld késziiléken leszaritottam, s a szaraz maradekokat a liofilizatum

jelenlétében alakitottam szarmazékka.



4. Eredmények

Uj eljarasokat javasoltam a PFAA-szerkezetii vegyiiletek — Kitlintetett figyelemmel
a kabitoszerek (AM, MDA, MSC, CTN, CAT) - és a CTN-tipusu dizajnerdrogok
(4-FMC, MCTN, PENT, 4-MEC, 3,4-DMMC, 4-EMC) GC-MS meghatéarozasara.

Felismertem a HMDS+perfluorokarbonsav reagensparokkal képzett, alapvetéen uj,
a PFAA-tipusu vegyiiletekre szelektiv acilez6 reakcié feltételeit, optimalis koriilményeit
és mechanizmusat. Megallapitottam, hogy az Uj eljarassal kapott valaszjelek értéke
(i) flggetlen az alkalmazott perfluorokarbonsavtdl; (ii) egységesen nagy, amely
a molekulaion ([M]*) és/vagy az — 6nkémiai ionizacio révén keletkezd — [M+147]" ion
jelenlétének koszonhetd; (iii) jelentdsen nagyobb, mint TFAA-t alkalmazva, melynek
oka egyrészt az [M+147]" ionbdl eredd hozzajarulas hianya, masrészt a reagensfelesleg
eltavolitasabol szarmazo anyagveszteség, amely TFAA hasznalata soran legkevesebb
46 % (2-PEA) volt.

Javaslatot tettem a PFAA-szerkezetii vegyiiletek meghatarozasara azok 2TMS-
szarmazékaiként. Az (j eljaras  elonyeit a  2TMS-termékek  és
a HMDS+perfluorokarbonsav reagensparokkal képzett acilezett szarmazékok
valaszjeleinek Gsszehasonlitasa utjan elemeztem: a PFAA-2TMS valaszjelei atlagosan
~1,7-szer (kiemelve a harom kabitdészeramint AM: 1,9-szer, MDA 2,7-szer, MSC: 1,6-
szor) nagyobbak, mint a HMDS+perfluorokarbonsav reagensparokkal képzett
termékeké. Az AM és MDA vegyiletek 2TMS-szarmazékainak valaszjeleit a megfelel6
TMS-termékekével — melyeket az irodalomban javasolt eljarassal, MSTFA-val
oldoszermentes kdzegben kepeztem — is (tkdztettem: az AM-2TMS vélaszjele ~2,5-
szer, az MDA-2TMS-é ~3,5-szer nagyobb, mint a megfelelé6 TMS-termékeké. A 2TMS-
szarmazékképzés acilezéshez viszonyitott elényeit vizeletminta AM- és Lophophora
williamsii kaktuszminta MSC- tartalmanak meghatarozasa utjan mutattam be.

Az irodalmi el6zmények hianypoOtlasaként G eljarast javasoltam a khataminok
meghatarozasara. Els6ként irtam le a CTN TMS(TMS-oxim)i2-szarmazékka
alakitasanak lehetdségét, s optimalis feltételeit. Az 1) modszer legfobb elonye
(i) a kromatografias elvalasztds hatékonysadganak és (ii) a meghatarozas

érzékenyseégének javitdsa: a CTN-TMS(TMS-oxim)1» csucsok valaszjeleinek dsszegét



Osszehasonlitva a CTN-TMS valaszjelével kitiinik, hogy az oximma alakitas
eredményeként jelentdsen nagyobb valaszjelii termék keletkezett.

A CTN mintajara bemutattam a CTN-tipust dizajnerdrogok TMS(TMS-oxim) .-
szarmazekkd alakitdsanak lehetdségét. Az U eljards trimetilszililezéshez képest
tapasztalt legfobb elénye a TMS(TMS-oxim) 2 termékek stabilitasa, a trimetilszililezés
(elézetes oximalas nélkiil) ugyanis karaszéletli termékek keletkezésehez vezet.

A szakirodalomban javasolt hosszadalmas, legtébbszor rendkivil bonyolult minta-
elokészitési eljarasok helyett az un. 7z6ld kémia” feltételeit kozelitd modszereket
mutattam be ndvényi és bioldgiai mintakban talalhatd fenilalkilaminok mérésére.
Meghataroztam az 0j eljardsok analitikai teljesitményjellemzéit, s Gsszehasonlitottam
azokat egymassal, valamint a szakirodalomban javasolt modszerekkel.

A munka gyakorlati jelentdségét Catha edulis khatamin-, Lophophora williamsii

MSC- és vizelet PENT-tartalmanak meghatarozéasaval bizonyitottam.



5. Kovetkeztetések

Uj minta-clokészitési eljarasokat javasoltam ndvényi és bioldgiai mintakban
talalhatd, PFAA-szerkezetii aminok — Kitlintetett figyelemmel a kabitdszerek (AM,
MDA, MSC, CTN, CAT) - és a CTN-tipusu dizajnerdrogok (4-FMC, MCTN, PENT, 4-
MEC, 3,4-DMMC, 4-EMC) elemzésére. Ennek részeként

1. () szarmazékképzési eljardsokat mutattam be:

(i) felismertem, hogy a kozismert szililezészer HMDS+TFA
acilez6szerként is hatékony: a kolcsonhatds a PFAA-tipusu
vegylletek homoldg sordnak szelektiv acilezésére alkalmas;
a klasszikus acilezészerekhez viszonyitva jelentdsen nagyobb
valaszjeleket eredményez;

(ii) els6ként irtam le a PFAA-szerkezetli vegyiiletek szelektiv 2TMS-
szarmazékka alakitasanak mennyiségi elemzésre alkalmas feltételeit;
a modszer a TMS-képzéshez és az Uj acilezéshez viszonyitva is
szamottevden nagyobb érzékenységli meghatarozast tesz lehetove;

(iii) javaslatot tettem a CTN és a CTN-tipust dizajnerdrogok szililezést
megel6z0 oximma alakitasara; a kétlépesds szarmazékképzés
hatékony gazkromatografias elvalasztast és stabil termékek
keletkezését eredményezi;

2. valamennyi (j szdrmazékképzeési eljarashoz reszletes fragmentum-analitikai
tanulményt készitettem;

3. aszakirodalombol ismert hosszadalmas, sokszor rendkivil bonyolult dusitasi
eljarasok helyett, a novényi és bioldgiai matrixok kabitdszertartalmanak
direkt meghatarozasat javasoltam, amely az Osszetevok elGzetes kivonas
nélkili szarmazékkepzését jelenti;

4. az (j eljarasok (dusitas és szarmazekképzes) gyakorlati jelent0ségét ndovényi
és bioldgiai mintak (Lophophora williamsii kaktusz, Catha edulis cserje,

vizelet) ké&bitdszertartalméanak meghatarozasaval bizonyitottam.
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