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1. UVOD



Sredstva ovisnosti predstavljaju tvari snaznog psihoaktivnog djelovanja cija
zlouporaba dovodi do razvoja ovisnosti, kroni¢ne relapsirajuc¢e bolesti mozga. Ovisnost, u
uzem smislu, predstavlja stanje fizicke potrebe za odredenim stimulansom karakterizirano
adaptivnim promjenama u mozgu i sindromom ustezanja u trenutku kada zlorabljena droga
visSe nije dostupna. S druge strane, navika ili adikcija predstavlja ,,psiholosku ovisnost®
odnosno stanje snazne motivacije za ponovnim uzimanjem droge kako bi se odrzao osjecaj
ugode, unato¢ negativnim posljedicama. Kroni¢nim izlaganjem neizbjezno se razvija

ovisnost, dok je manji postotak onih koji uz ovisnost razvijaju i adikciju (1).

Zahvaljujuéi razvoju civilizacije 1 modernizacije, sredstva ovisnosti postaju svjetski
trend u nacinu zivota, ali i vodec¢i javnozdravstveni problem (2). Poseban izazov predstavljaju
nove psihoaktivne tvari poznate i pod nazivom: ,legalice* (engl ,legal highs), ,soli za
kupanje™ (engl.,,bath salts®), ,istrazivacke kemikalije* (engl. ,research chemicals®) te
mnostvo drugih naziva (3). RijeC je o vrlo heterogenoj skupini spojeva koji na trziste dolaze
kao ,zakonite* zamjene za nezakonite droge te stoga joS uvijek nisu obuhvacéeni
medunarodnim kontrolama droga (4). Proizvode se razli¢itim modifikacijama u strukturi
ranije poznatih psihoaktivnih tvari te se prema tome najéesée svrstavaju u nekoliko skupina:
sintetski kanabinoidi, sintetski katinoni, fenetilamini, piperazini te spojevi sli¢ni ketaminu 1

fenciklidinu (5).

Najcesce dolaze u obliku mjeSavina s drugim zakonski dozvoljenim spojevima, te su
oznaceni kao proizvodi koji nisu za ljudsku upotrebu, a sve kako bi se izbjegli zakoni i
zakonski propisi (6). Njihovi farmakoloski 1 toksikoloski ucinci jo§ uvijek nisu u potpunosti
razjasnjeni, a neke od tih tvari mogu imati vise Stetnih u¢inaka nego ishodni spoj zbog Cega je
rizik za razvoj ovisnosti, dugotrajnih posljedica na zdravlje, predoziranja i smrtnih ishoda ve¢i

(.

Kao izvor novih psihoaktivnih tvari vrlo €esto navodi se Kina, zemlja u kojoj se te
tvari proizvode u velikim koli¢inama, a zatim europskim putevima Salju na druge kontinente
(4). Visokoj stopi globalizacije novih psihoaktivnih tvari, osim zaobilazenja regulatornih
okvira, doprinosi i njihova raznolikost, brzi razvoj, niska cijena te Siroka dostupnost (8). Dok
su neke od tih tvari dostupne u specijaliziranim prodavaonicama i javnom ,.povrsinskom*
dijelu interneta, druge se mogu pronaci samo na skrivenim ,,mracnim* mrezama 1 ilegalnim
trziStima. NajceS¢e dolaze u obliku praha, tableta ili kapsula, a mogu se pronaci i u formi

tekuc¢ine (4). Danas je poznato viSe od 700 razli¢itih novih psihoaktivnih tvari, a jednu od



najvecih 1 najbrze rastuc¢ih skupina ¢ine sintetski kanabinoidi (9). O raSirenosti zlouporabe ove
skupine novih tvari govori i podatak Europskog centra za praéenje droga i ovisnosti o
drogama (engl. European monitoring centre for drugs and drug addiction, EMCDDA) prema
kojem je tijekom 2015. zaplijenjeno vise od 2,5 tone sintetskih kanabinoida, a najcesce
zaplijenjeni bili su ADB-FUBINACA, AB-CHMINACA, UR-144, SF-AKB48 i ADB-
CHMINACA (4).

1.1. Sintetski kanabinoidi

Sintetski kanabinoidi su tvari koje oponaSaju ucinke delta-9-tetrahidrokanabinola (A-
9-THC-a), a prvotno su sintetizirani u svrhu medicinskih istrazivanja, kao obecavajuci
terapijski pristup u lijecenju razliitih patoloskih stanja (10). Ipak, kako je njihov psihotropni
ucinak dokazano snazniji i dugotrajniji u odnosu na prirodne kanabinoide, ovi su spojevi vrlo
brzo postali jedna od najpoznatijih rekreacijskih droga (11). Osim pravne dostupnosti i niske
cijene, kao motiv za njihovu zlouporabu navode se i1 njihovi prepoznatljivi subjektivni uéinci

poput snaznog osjecaja ugode, stimulacije i znatizelje (12).

Prvi spojevi iz ove skupine identificirani su 2008. godine u biljnim mjesavinama (engl.
,herbal mixtures” ili ,herbal blends*) oznacenim kao biljni tamjan ili osvjezivac¢ zraka
(13,14). Biljne mjeSavine sadrze suhe, sitno narezane dijelove biljaka (cvjetove, listove,
stabljike) koji su natopljeni ili poprskani sintetskim kanabinoidima, prethodno otopljenim u
organskom otapalu. Vrlo su ugodna mirisa i okusa (npr. na med i vaniliju) te dolaze u
privlacnim Sarenim paketi¢ima, teZine od 1-3 grama, sa jasno naznafenim uputama da su
mjeSavine zabranjene za ljudsku konzumaciju. Na trZistu su poznati pod razli¢itim egzoti¢nim
nazivima: ,,Spice®, ,,K2% ,Cloud 9%, ,,Zohai*, , Yucatan Fire*, ,Moon Rocks* ,Black

Mamba“ i drugi (12,15).



Slika 1. Biljne mjesavine s dodatkom sintetskih kanabinoida (16).

Uobicajeni nacin zlouporabe je puSenje biljnih mjeSavina uvijenih u cigaretu
takozvanu joint ili pomocu lule, e-cigareta, vaporizatora i drugih naprava. Ucinci su vidljivi
vrlo brzo nakon inhalacije, a sli¢ni su uc¢incima kanabisa, Cije se prisustvo ne moze dokazati
postoje¢im analitickim tehnikama dokazivanja. Mogu se pronaci i u oblicima za oralnu,
sublingualnu 1 intranazalnu primjenu. Do intoksikacije dolazi zbog nehomogenosti biljnih
mjeSavina 1 varijabilnosti njihova sastava (biljne mjeSavine mogu sadrzavati razlicite
kombinacije i koli¢ine sintetskih kanabinoida), nepotpunog oznacavanje proizvoda (Cesto
sadrze 1 psihoaktivne biljke koje nisu navedene na deklaraciji) kao 1 vece potentnosti

sintetskih kanabinoida u odnosu na THC (17,18).

1.1.1. Podjela sintetskih kanabinoida

Skupinu sintetskih kanabinoida ¢ine strukturno razli¢iti spojevi. Ipak, ve¢ina spojeva
je lipofilna i nepolarna, biciklicke strukture te se sastoji od 22 do 26 ugljikovih atoma.
Zajednicka strukturna znacajka svih sintetskih kanabinoida je boc¢ni lanac, gdje optimalna
aktivnost zahtijeva viSe od 4 (do 9) zasi¢enih ugljikovih atoma (19,20). Kemijske strukture

sintetskih kanabinoida najces¢e pronadenih u biljnim mjeSavinama prikazane su na slici 2.
Prema kemijskoj strukturi, sintetski se kanabinoidi dijele u Cetiri glavne skupine (3,21):

e Klasi¢ni kanabinoidi, analozi THC-a, derivati su dibenzopirana. Razvijeni su 1960-ih

godina, nakon izolacije THC-a. Najpoznatiji predstavnik skupine je spoj HU-210, koji

je naziv dobio prema hebrejskom sveuciliStu na kojem je i otkriven, a njegov je u¢inak

4



1 do 100 puta snazniji u odnosu na THC. U ovu skupinu pripadaju jo$ spojevi poput

nabilona, dronabilona i drugi.

Neklasicni kanabinoidi ili cikloheksilfenoli su spojevi strukturno razliciti od
prekursorske molekule THC-a, a razvila ih je tvrtka Pfizer 1970-ih godina.
Najznacajniji predstavnik je spoj CP 47,497, jedan od prvih sintetskih kanabinoida
pronadenih u ,,Spice* proizvodima.

JWH spojevi ili aminoalkilindoli najbrojnija su skupina sintetskih kanabinoida, a

uklju€uju 5 podskupina: naftoilindoli, naftilmetilindoli, naftoilpiroli, naftilmetilindeni
1 fenacetilindoli. Otkriveni su 1990-ih godina, a naziv su dobili prema Johnu W.
Huffmanu, koji ih je i otkrio prilikom istrazivanja endokanabinoidnog sustava i
utjecaja kanabinoida na mozak. Najznacajniji spoj ove skupine je JWH-018, koji je
ujedno i najviSe proucavani te nedvojbeno najpoznatiji sintetski kanabinoid. Zbog
svoje visoke farmakoloske aktivnosti i lakoce sinteze, jedan je od prvih
zloupotrebljavanih spojeva te glavni sastojak biljnih mjeSavina.

Ostali spojevi, ukljucuju¢i i amide masnih kiselina (npr. oleamid). Iako je struktura
oleamida vrlo sli¢na strukturi endogenog kanabinoida anandamida, nije poznato
posjeduje li kanabinoidnu aktivnost. Poznata je njegova primjena u industriji kao

sredstvo protiv klizanja, te je est oneciS¢ivac u plastici.



OH

OH

HU-210 CP 47,497

JWH-018 JWH-250

Slika 2.Kemijske strukture HU-210, CP 47,497, JWH-018 1 JWH-250 (22).



1.1.2. Farmakokinetika sintetskih kanabinoida

U skupinu sintetskih kanabinoida spada veliki broj raznolikih spojeva, a o njihovoj se
farmakokinetici malo zna i smatra se dosta nepredvidljivom u odnosu na prirodne
kanabinoide. Ipak, nekoliko objavljenih farmakokineti¢kih studija pokazalo je da su sintetski
kanabinoidi, bas kao i THC, visoko lipofilne molekule te da se vrlo brzo raspodjeljuju u
mozak i masno tkivo. Njihova apsorpcija uvelike ovisi o naCinu primjene te se vrSne
koncentracije u serumu postizu vrlo brzo nakon inhalacije, dok je za apsorpciju oralno uzetih
pripravaka potrebno nekoliko sati. Glavnina metabolizma odvija se u jetri pri ¢emu su od
reakcija prve faze najzastupljenije reakcije oksidacije, dok su metaboliti druge faze gotovo
isklju¢ivo glukuronidi. Za razliku od THC-a koji se metabolizira do samo jednog aktivnog
metabolita, metabolizam sintetskih kanabinoida dovodi do stvaranja veéeg broja farmakoloski
aktivnih spojeva ¢ime se produzuje psihotropni ucinak ishodnog spoja, Sto doprinosi
povecanju toksi¢nosti. Eliminacija se najve¢im dijelom odvija putem mokrace te je znacajno
produzena u slucaju kroni¢ne zlouporabe. Ishodisni su spojevi €esto prisutni u krvi i oralnoj
tekucini u manjoj koncentraciji nego u mokraci. Identifikacija ishodi$nih spojeva i njihovih
metabolita jako je zahtjevna te rezultate nije moguce interpretirati pretraznim testovima i
tehnikama,ve¢ samo potvrdnim tehnikama, obzirom da su to novosintetizirani spojevi koji su

u vecini slucajeva jo$ uvijek nepoznati 1 neidentificirani (23-25).

1.1.3. Farmakodinamika sintetskih kanabinoida

Sintetski kanabinoidi, u usporedbi s THC-om koji je parcijalni agonist kanabinoidnih
receptora, mogu djelovati kao puni agonisti, antagonisti ili inverzni agonisti kanabinoidnih
CB1 i CB2 receptora. CB1 receptori ¢ine vrlo zastupljenu skupinu neuromodulatornih
receptora u mozgu, a njihova stimulacija odgovorna je za u¢inke kanabinoida na kognitivne
funkcije kao §to su pamcenje, paznja, emocije, ali 1 za snazne psihoaktivne ucinke. CB2
receptori dominantno su smjesSteni na periferiji i imaju vaznu ulogu u imunolo§kom sustavu.
lako sintetski kanabinoidi djeluju putem istih receptora, u usporedbi s prirodnim
kanabinoidima pokazuju znatno vecu toksi¢nost. Tome doprinosi i Cinjenica da pripravci
sintetskih kanabinoida ne sadrZe kanabidiol, jedan od prirodnih kanabinoida koji antagonizira
psihogene ucinke THC-a (26-28). U Tablici 1. navedeni su neki od ozbiljnih Stetnih u¢inaka

sintetskih kanabinoida.



Tablica 1. Stetni u¢inci sintetskih kanabinoida (29-33).

Zahvacdeni sustav

Ucéinci

Sredisnji Ziv&ani sustav

Poremec¢aj pamcenja 1  koncentracije,
konfuzija, agitacija, razdrazljivost, sedacija,
nesanica, agresija, vrtoglavica, halucinacije,

psihoze

Respiratorni sustav

Dispneja, pneumonija, depresija disanja

Kardiovaskularni sustav

Tahikardija, tahiaritmija, hipertenzija, bol u

prsima, sr¢ani udar, zatajenje srca

Gastrointestinalni sustav

Mucnina, povracanje, abdominalna bol,

proljev

Urinarni sustav

Akutna tubularna nekroza, akutni
intersticijski  nefritis, zatajenje bubreZne

funkcije

1.2. Uzorci za toksikolosku analizu

Uzorci za toksikolosku analizu mogu biti bioloski: bioloska tkiva i tekucine, i

nebioloski. Za toksikoloSku analizu klinickih bioloSkih uzoraka na prisutnost droga i

sredstava ovisnosti najceS¢e koriSteni bioloski uzorci su krv i mokraca. Uz najcesce

analizirane uzorke, mogu se analizirati 1 uzorci sline, kosa ili nokti. U poslijesmrtnoj

toksikologiji broj uzoraka je veci pa tako ukljucuje i analizu bioloskih tkiva i ostalih bioloskih

tekuc¢ina. lako se uzorak krvi pokazao kao kvalitetan i pouzdan uzorak za kvalifikaciju i

kvantifikaciju droga i njihovih metabolita, kao uzorak izbora za toksikolosko probiranje ipak

se izabire uzorak mokrace. Naime, mokrac¢a sadrzi vise od 99% vode 1 mali udio endogenih

tvari koje mogu interferirati s analitom i primjenjenom analitiCkom tehnikom. OlakSanoj
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identifikaciji sredstava ovisnosti doprinosi i Cinjenica da se droge i njihovi metaboliti
nakupljaju u mokraci te im je koncentracija u tom uzorku najveca, kao i ve¢i volumen uzorka
koji omogucuje prosirenje broja analiza. Glavni nedostatak mokrace kao uzorka za analizu
jest mogucénost jednostavne manipulacije uzorkom. Dodavanjem razli¢itih sredstava ili
razrijedivanjem uzorka, znacajno se otezava analiza i prikriva eventualna prisutnost sredstava

ovisnosti u mokraci (34,35).

1.3. Metode ekstrakcije

Ekstrakcija je analiticka metoda odjeljivanja Zeljenih analita iz matrice uzorka i
uklanjanja svih ostalih spojeva koji s njima mogu interferirati. Ekstrakcijskim tehnikama
uzorci se pripremaju za analiticke metode identifikacije i kvantifikacije analita nekom od
sljede¢ih tehnika: plinska kromatografija (engl. gas chromatography, GC), tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high performance liquid chromatography, HPLC),
vezanim tehnikama plinska kromatografija—spektrometrija masa (engl. gas chromatography—
mass spectrometry, GC—-MS) i tekucinska kromatografija—spektrometrija masa (engl. liquid

chromatography— mass spectrometry, LC-MS) i sli¢no (36).

Prilikom odabira ekstrakcijske metode, vazno je poznavati matricu uzorka, kao 1 vrstu

1 svojstva analita te prema tome prilagoditi uvjete samog procesa ekstrakcije (37).

1.3.1. Ekstrakcija tekuce — tekuce

Ekstrakcija tekuce — tekuce (engl. Liquid—liquid extraction, LLE) jedna je od najceSce
koriStenih ekstrakcijskih metoda za pripremu uzorka u toksikoloskim laboratorijima (36).
LLE predstavlja postupak kojim se uzorak raspodjeljuje izmedu dviju teku¢ina koje se ne
mijesSaju ili dviju faza u kojima analit i matrica pokazuju razli¢itu topljivost. Pri tome je
obino jedna faza vodena (Cesto gusca, teza faza), a druga je organsko otapalo. Do
razdvajanja analita dolazi jer polarni, hidrofilni spojevi preferiraju vodenu (polarnu) fazu, a
nepolarni, hidrofobni spojevi organsko otapalo (38). Princip same metode prikazan je na slici

3.



Na topljivost analita utjeCu 1 temperatura i1 vrijeme trajanja ekstrakcije. Visa
temperatura istodobno povecava topljivost 1 brzinu prijelaza analita te smanjuje viskoznost i

povrSinsku napetost otapala Sto doprinosi ve¢em stupnju ekstrakcije (39).

Ucinkovitost procesa ovisi i o pH vrijednosti uzorka koju je vazno regulirati kako bi
se izbjegla ionizacija ekstrahirane smjese. Kiseli su spojevi uglavnom netopljivi u kiselom
mediju 1 mogu se ekstrahirati iz kiselih vodenih otopina u organsko otapalo, dok su bazi¢ni
spojevi uglavnom netopljivi u alkalnim otopinama i mogu se ekstrahirati iz alkalnih vodenih
otopina u organsko otapalo. Stoga bi za ekstrakciju kiselih spojeva pH medija trebao biti 2 pH
jedinice ispod pK., analita, a za ekstrakciju bazi¢nih spojeva 2 pH jedinice iznad pK., analita.
Neutralni spojevi uglavnom ostaju u topljivijoj fazi te na njih ne utjeCe promjena pH
vrijednosti. Naj¢es¢e koriStena otapala su heksan, toluen, dietileter, klorobutan, diklormetan,

kloroform ili njihove smjese (40).

Kao glavne prednosti ove metode ekstrakcije navode se njena Siroka primjenjivost,
dostupnost organskih otapala visokog stupnja CistoCe te aparatura niske cijene (39). No,
potreba za relativno velikim volumenima organskih otapala kao i nastajanje emulzije uslijed

cega se gubi granica dviju faza, smatraju se velikim nedostatcima (36,38).

— 1._—_‘7 T
organska |- A orzanska
faza faza

| | ~ [ - | {produkt)

' reagens ' s

Slika 3. Princip ekstrakcije tekuce — tekuce (41).
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1.4. Kromatografija

Kromatografija je fizikalna metoda kojom se komponente uzorka raspodjeljuju izmedu
dviju faza, nepokretne (stacionarne) i pokretne (mobilne) faze. Pokretna faza moze biti
teku¢ina, plin ili superkriti¢ni fluid, a stacionarnu fazu Cine Cvrste Cestice ili tanki sloj
tekucine adsorbiran na ¢vrstu podlogu velike povrSine. Osnovu kromatografskog odjeljivanja
¢ini odjeljivanje komponenata uzorka vodenim mobilnom fazom kroz stacionarnu u kojoj se

pojedine komponente razlicito zadrzavaju (42,43).

Postoji viSe podjela kromatografskih metoda. Jedna od glavnih podjela je s obzirom na
nain ostvarivanja kontakta izmedu pokretne i nepokretne faze, prema kojoj razlikujemo
plosnu 1 kolonsku kromatografiju. Kromatografije se mogu podijeliti i s obzirom na prirodu
ravnoteze izmedu dviju faza, i to na razdjelnu, adsorpcijsku, afinitetnu, kromatografiju
isklju¢enjem te kromatografiju ionske izmjene. Konacno, prema agregatnom stanju pokretne
faze, razlikujemo plinsku i teku¢insku kromatografiju. Kod plinske kromatografije pokretna
faza je inertan plin, a kod tekuc¢inske kromatografije teku¢ina male viskoznosti. Pokretna faza
moze biti 1 gusti plin (fluid) iznad svoje kriticne temperature i tlaka, Sto je karakteristika

fluidne kromatografije pri superkriticnim uvjetima (44).

1.4.1. Plinska kromatografija

Plinska kromatografija (engl. Gas chromatography, GC) cesto je koriStena
instrumentalna tehnika za odjeljivanje komponenti iz matice uzorka, ali 1 ispitivanju €istoce
tvari (45). Prednost plinske kromatografije pred drugim kromatografskim tehnikama je u
relativno kratkom vremenu analize, ali 1 vrlo malom volumenu uzorka potrebnom za analizu
(46). Odjeljivanje komponenti odvija se u plinskom kromatografu, ¢iji su osnovni dijelovi

prikazani na slici 4.
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Slika 4. Shematski prikaz plinskog kromatografa (47).

Uzorak za analizu prevodi se u plinovito stanje, injektira se na pocetak kolone, te
nosen inertnim plinom nosiocem prolazi kroz kolonu. Komponente uzorka razdvajaju se
temeljem razlicitih fizikalno-kemijskih svojstava te u razli¢itom vremenu dolaze do detektora.
Kao plinovi nosioci najéesce su koriSteni inertni plinovi 1 to: helij, duSik, argon ili ugljikov
dioksid. Izbor uglavnom ovisi o vrsti detektora. Odabir injektora ovisi o karakteristikama
uzorka i1 samog analita, ali i o vrsti kolone 1 njene stacionarne faze. Kolone za plinsku
kromatografiju mogu biti punjene i kapilarne. Kromatografski detektori moraju omoguciti
osjetljivo 1/ili selektivno dokazivanje, a kao poZeljna svojstva navode se 1 niska granica
detekcije, odziv u Sirokom koncentracijskom rasponu kao i neosjetljivost na promjene u
temperaturi 1 brzini protoka otapala. Naj€eS¢e koriSteni su plameno-ionizacijski detektor i

spektrometar masa (46,48,49).

1.4.2. Spektrometrija masa

Spektrometar masa instrument je kojim se mjere molekulske mase uzorka, shematski
je prikazan na slici 5. Uzorak se uvodi u ionizator gdje se molekule i/ili fragmenti molekula

ioniziraju, a potom se u analizatoru razdvajaju prema odnosu mase i naboja (m/z). Tako
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razdvojeni ioni dolaze na detektor koji proizvodi elektri¢ni signal i potom ga pohranjuje u

obliku masenog spektra odnosno omjera m/z (48).

Ionizacija Ubrzanje

\, z/ Elektromagnet

Uzorak

SKkretanje
DeteKkcija

Slika 5. Shematski prikaz osnovnih dijelova spektrometra masa (50).

1.4.3. Vezana tehnika plinska kromatografija sa spektrometrijom masa

Pojacivad

Dok plinska kromatografija predstavlja metodu odjeljivanja 1 omogucuje kvantitativnu

analizu, spektrometrija masa olakSava identifikaciju nepoznatog analita i sluzi za kvalitativnu

analizu. Povezivanjem ovih dvaju procesa u jedan instrument, razvijena je vezana tehnika

plinska kromatografija-spektrometrija masa (engl. Gas chromatography-mass spectrometry,

GC-MS) koja danas predstavlja zlatni standard u brojnim analizama (36,51).

Prednosti GC-MS tehnike su visoka osjetljivost, preciznost, pouzdanost, selektivnost,

te male koliCine uzoraka potrebnih za analizu. S druge strane, visoka temperatura injektora,

potrebna da bi se uzorak preveo u plinovito stanje, predstavlja veliki nedostatak ove metode

jer pri takvim uvjetima dolazi do razgradnje termiCki nestabilnih komponenti uzorka.

Hlapljivost i termostabilnost komponenti mogu se povecati postupkom derivatizacije. Dodatni

nedostatak je dugotrajan i skup postupak pripreme (52).
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Slika 6. Shematski prikaz osnovnih dijelova vezane GC-MS tehnike (53).



2. CILJEVI ISTRAZIVANJA



Ciljevi ovog rada su:

1. Razviti metodu za simultano kvantitativno odredivanje sintetskih kanabinoida: JWH-018,

JWH-019, JWH-073, JWH-210 i ADB-PINACA.

2. Primijeniti razvijenu metodu za simultano odredivanje sintetskih kanabinoida na klinicke

bioloske uzorke mokrace.
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3. MATERIJAL I METODE



3.1. Kemikalije

U ovom radu koristene su sljede¢e kemikalije:
Acetatni pufer (pH=4,0), Merck, Darmstadt, Njemacka
BSTFA + 1% TMCS, Supelco, Sigma Aldrich, SAD
Diklormetan, p.a., Merck, Darmstadt, Njemacka
Etil acetat, p.a., Merck, Darmstadt, Njemacka
Kloroform, p.a., Merck, Darmstadt, Njemacka
Metanol, p.a., Merck, Darmstadt, Njemacka
Natrijev hidroksid, 4M, p.a., Merck, Darmstadt, Njemacka
Natrijev volframat dihidrat, Merck, Darmstadt, Njemacka
Octena kiselina, koncentrirana, Merck, Darmstadt, Njemacka

Voda, redestilirana, Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Zagreb

3.2. Referentni standardi sintetskih kanabinoida

U ovom radu koriSteno je 5 standardnih otopina sintetskih kanabinoida. Uz njihovo

skra¢eno ime, u tablici 2 naveden je i kemijski naziv te Cistoca.

Tablica 2. Popis koriStenih standardnih otopina sintetskih kanabinoida.

Skraceno ime Kemijsko ime Cistoca

1. JWH-018 (1-pentil-1H-indol-3-il)-1-naftalenilmetanon >98%

2. JWH-019 [5-(2-fluorofenil)-1-pentil-1H-pirol-3-il]-1- >96%
naftalenilmetanon

3. JWH-073 (1-butil-1H-indol-3-il)-1-naftalenilmetanon >97%

4. JWH-210 (4-etil-1-naftalenil)(1-pentil-1H-indol-3-il)metanon >98%

5. ADB-PINACA N-[1-(aminokarbonil)-3,3-dimetilpropil]-1-pentil- >98%
1H-indazol-3-karboksamid
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3.3. Priprema referentnih standardnih otopina za toksikolosku analizu koristeé¢i GC-MS

tehniku

Osnovne standardne otopine sintetskih kanabinoida prvotno su razrijedene u metanolu

kako bi dobili standardne otopine nizih koncentracija (prikazano u tablici 3). JWH-018, JWH-

019 i JWH-073 standardi su pocetne koncentracije 5 mg/mL (5000 mg/L), dok pocetna
koncentracija preostala dva standarda, JWH-210 i ADB-PINACA, iznosi 1 mg/mL (1000

mg/L). Razrijedenjem pocetnih standardnih otopina dobivene su koncentracije 500 mg/L

odnosno 100 mg/L, te su daljnjim razrjedivanjem dobivene koncentracije od 50 mg/L
odnosno 10 mg/L, do konacne koncentracije od 5 mg/L. Dodatkom tako pripremljenih
standardnih otopina u bioloski uzorak mokrace, koji je dao negativne rezultate na prisustvo
kanabinoida, kao 1 na prisustvo ostalih sredstava ovisnosti, pripremljene su umjerene krivulje

za svaki pojedini standard (prikazano u tablici 4).

Tablica 3. Priprema standardnih otopina za umjerne krivulje sinteti¢kih kanabinoida.

Standardi Pocetna Koncentracije otopina standarda nakon
koncentracija razrijedenja (mg/L)
standarda vy, Y1 V2 V3
(mg/L)
JWH-018 5000 500 50 5
JWH-019 5000 500 50 5
JWH-073 5000 500 50 5
JWH-210 1000 100 10 /
ADB-PINACA 1000 100 10 /
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Tablica 4. Priprema toCaka za umjerne krivulje sintetickih kanabinoida.

Umjerne Volumen pripremljenih standardnih otopina (pL) Volumen
tocke JWH-018 | JWH-019 | JWH-073 | JWH-210 ADB- mokrace
standardnih (v3) (v3) (v3) (12) PINACA | (pL)
otopina (v2)
(mg/L)
0,8 160 160 160 80 80 360
0,6 120 120 120 60 60 520
0,5 100 100 100 50 50 600
0,2 40 40 40 20 20 840
0,1 20 20 20 10 10 920

3.4. Bioloski uzorci za toksikolosku analizu

U ovom istrazivanju ekstrahirani su i analizirani bioloSki uzorci mokrace. Za
dokazivanje prisustva sintetskih kanabinoida, kao i1 za njihovu kvantitativnu analizu, u
bioloSke uzorke mokrace, analizirane i dokazano negativne na prisustvo sredstava ovisnosti,

dodani su nepoznati volumeni pripremljenih standardnih otopina sintetskih kanabinoida.

3.5. Postupak pripreme bioloskih uzoraka za kromatografsku analizu LLE metodom

Ekstrakcija tekuce-teku¢e metoda je kojom se bioloski uzorci pripremaju za
kromatografsku analizu. U svaku tubicu za ekstrakciju dodano je 1,8 g natrijeva volframat-
dihidrata 1 3 mL ekstrakcijske smjese diklormetan:etilacetat (v/v=3:1). Uzorci za analizu
zaluzeni su dodatkom 150 pL 4M natrijeve luZzine i ostavljeni 30 minuta na sobnoj
temperaturi. U uzorke je potom dodano 200 pl koncentrirane octene kiseline i 2 mL
acetatnog pufera (pH=4). Tako pripremljene otopine prebacene su u prethodno pripremljene
tubice za ekstrakciju. Uzorci su ekstrahirani na rotoru 10 minuta koriste¢i 50 rpm-a, a potom
centrifugirani 15 minuta na 2600 rpm-a. Izdvojeno je 2,5 mL organske faze te evaporirano u

digestoru do suha. Uzorci su razrijedeni u 30 pL kloroforma te prebaceni u staklene tubice za
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GC-MS analizu. Uzorci su derivatizirani dodatkom derivatizacijskog sredstva BSTFA + 1%

TMCS.

3.6. Instrumentalna analiza GC-MS metodom

Za analizu uzoraka, kao i za izradu umjernih krivulja, koriSten je plinski kromatograf
sa spektrometrom masa, Shimadzu GCMS-QP2010, prikazan na slici 7. Upotrebljena je
kapilarna kolona plinskog kromatografa Restek, RTx—5MS, duzine 30 m, promjera 0,25 mm i
debljine filma nepokretne faze 0,25 um. Obrada podataka, kao i ukupan rad instrumenta,

kontrolirani su GCMS Solution ra¢unalnim programom.

Slika 7. Plinski kromatograf s masenim spektrometrom, Shimadzu GCMS-QP2010 (54).
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3.6.1. Radni uvjeti GC-MS kromatografske kolone

Pripremljeni ekstrakti kromatografski su analizirani koriste¢i vezanu tehniku plinsku
kromatografiju sa spektrometrom masa kojom je omoguceno snimanje ukupnog ionskog
kromatograma (engl. ,, Total ion chromatogram®, TIC) u masenom podrucju 50-600 m/z, kao i
snimanje samo odabranih iona (engl. Single ion monitoring, SIM). Optimiran je i

temperaturni program.
Optimalni radni uvjeti:

- Volumen injektiranja: 1 uL (splitless mode)
- Temperatura injektora: 250 °c

- Protok plina nosioca: 1 mL/min
Temperaturni program:

1) 90 °C izotermno 0,5 min
2) 5 °C/min do 220 °C

3) 320 °C izotermno 5 min
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4. REZULTATI



4.1. Analiza referentnih standarda sintetskih kanabinoida

Na slici 8 prikazan je ukupni ionski kromatogram dobiven GC-MS analizom
referentnih standarda sintetskih kanabinoida (ADB-PINACA, JWH-073, JWH-018, JWH-019
i JWH-210). U grafickom prikazu kromatograma na osi x prikazano je vrijeme zadrzavanja
standarda u koloni (retencijsko vrijeme, RT) u minutama, a na osi y odaziv detektora,

odnosno intenzitet signala.

018728075

PH 073124 848

ACAME 125

2i0fT.a3e

g
AD

Slika 8. Uvecani prikaz dijela ukupnog ionskog kromatograma standarda sintetskih
kanabinoida, analiziranih GC-MS tehnikom, s karakteristicnim signalima i retencijskim
vremenima izraZzenim u minutama: ADB-PINACA (RT=19,125), JWH-073 (RT=24,848),
JWH-018 (RT=26,075), JWH-019 (RT=27,012) i JWH-210 (RT=27,936).
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Na slikama 9-13 prikazani su spektri masa za analizirane referentne standarde
sintetskih kanabinoida. Os x prikazuje vrijednost odnosa mase i naboja (m/z) dok os y
prikazuje njihov intenzitet. Dobiveni spektri masa usporedeni su sa spektrima pohranjenim u

bazama podataka.

(x10,000)
1. 275 300 ~
0.54 145 %
271
ooL43 57 %0 17 | s 1es 200 | o 254 288 | s 38 344
50.0 750 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 2250 250.0 275.0 300.0 3250 350.0
Slika 9. Karakteristican spektar masa za ADB-PINACA (m/z 215, 300, 145).
1 oK10.000)
| 77 C
o] 2 200 284 310 Oi(g)
16 167 270 ‘ ‘ .
ol s 7 e L, | | dhs 1m0 | P A Y I
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0
Slika 10. Karakteristican spektar masa za JWH-073 (m/z 327, 200, 284, 310).
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: 284 i i o
127 214
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ol® rw 4 T s A B
500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000 3250 3500 3750 4000 4250  450.0
Slika 11. Karakteristian spektar masa za JWH-018 (m/z 341, 127, 214, 284).
1 ox10.000)
' 284 3%5 T
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Slika 12. Karakteristian spektar masa za JWH-019 (m/z 355, 284, 338, 127, 214).
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Slika 13. Karakteristican spektar masa za JWH-210 (m/z 369, 352, 312, 214).

4.2. Umjerne krivulje analiziranih sintetskih kanabinoida

Dodatkom pripremljenih standardnih otopina sintetskih kanabinoida u analizirane
negativne uzorke mokrace izradene su otopine sljede¢ih koncentracija: 0,8 mg/L, 0,6 mg/L,
0,5 mg/L, 0,2 mg/L i 0,1 mg/L (detaljnije opisano u Materijal i metode, Poglavlje 3).
Koristenjem zadanih radnih uvjeta i navedenih koncentracija pripremljenih umjernih otopina,
odredene su umjerne krivulje za analizirane sintetske kanabinoide, prikazane na slikama 14-
18. Koristenjem izradenih umjernih krivulja moguée je odrediti razliite koncentracije

sintetskih kanabinoida u bioloSkim 1 nebiolo$kim uzorcima.
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Slika 14. Prikaz dobivene umjerne krivulje za ADB-PINACA (koncentracije
0,1;0,2;0,5;0,6;0,8 mg/L).
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Slika 15. Prikaz dobivene umjerne krivulje za JWH-073 (koncentracije 0,1;0,2;0,5;0,6;0,8

mg/L).
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Slika 16. Prikaz dobivene umjerne krivulje za JWH-018 (koncentracije 0,1;0,2;0,5;0,6;0,8
mg/L).
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Slika 17. Prikaz dobivene umjerne krivulje za JWH-019 (koncentracije 0,1;0,2;0,5;0,6;0,8
mg/L).
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Slika 18. Prikaz dobivene umjerne krivulje za JWH-210 (koncentracije 0,1;0,2;0,5;0,6;0,8
mg/L).

4.3. Usporedba razlicitih koncentracija analiziranih sintetskih kanabinoida

Na slikama 19-23 prikazana je usporedba razli¢itih koncentracija analiziranih
sintetskih kanabinoida (0,8 mg/L, 0,6 mg/L, 0,5 mg/L, 0,2 mg/L, 0,1 mg/L). Iz grafickog
prikaza moze se uoCiti da se standard JWH-210 (slika 23), pri svim analiziranim
koncentracijama, detektira na gotovo istom retencijskom vremenu, dok preostali standardi, a
posebice JWH-073 (slika 20), pri nizim koncentracijama daju neSto kasniji odziv na

detektoru, koji nema utjecaja na visinu, odnosno povrsinu signala.
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Slika 19. Prikaz usporedbe 5 razli¢itih koncentracija standarda ADB-PINACA (0,8 mg/L, 0,6
mg/L, 0,5 mg/L, 0,2 mg/L, 0,1 mg/L).
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Slika 20. Prikaz usporedbe 5 razlicitih koncentracija standarda JWH-073 (0,8 mg/L, 0,6
mg/L, 0,5 mg/L, 0,2 mg/L, 0,1 mg/L).
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Slika 21.Prikaz usporedbe 5 razli¢itih koncentracija standarda JWH-018 (0,8 mg/L, 0,6 mg/L,
0,5 mg/L, 0,2 mg/L, 0,1 mg/L).
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Slika 22. Prikaz usporedbe 5 razlicitih koncentracija standarda JWH-019 (0,8 mg/L, 0,6
mg/L, 0,5 mg/L, 0,2 mg/L, 0,1 mg/L).
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Slika 23. Prikaz usporedbe 5 razlic¢itih koncentracija standarda JWH-210 (0,8 mg/L,

0,6 mg/L, 0,5 mg/L, 0,2 mg/L, 0,1 mg/L).
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Usporedbom rezultata analize razli¢itih koncentracija analiziranih sintetskih
kanabinoida (slika 24) vidljivo je da standardi JWH-073 i JWH-018 pri najnizoj koncentraciji
od 0,1 mg/L. daju puno izrazajnije pikove nego standardi ADB-PINACA i JWH-019. Takoder

je vidljivo da se standard JWH-210 vrlo teSko detektira pri tako niskim koncentracijama.

(100,000,000

JWH-018
JWH-210

ADB-PINACA
JWH-073

Slika 24. Prikaz usporedbe pet kromatograma dobivenih analizom pripremljenih
kalibracijskih otopina razli€itih koncentracija. Kromatogrami su oznaceni brojevima 1-5 i to:
1-koncentracija 0,8 mg/L; 2-koncentracija 0,6 mg/L; 3-koncentracija 0,5 mg/L; 4-

koncentracija 0,2 mg/L i 5-koncentracija 0,1 mg/L.

4.4. Kvantitativna analiza sintetskih kanabinoida u bioloSkim uzorcima mokrace

Nakon GC-MS analize referentnih standarda sintetskih kanabinoida i izrade umjernih
krivulja, analizirani su bioloski uzorci mokrace pripremljeni i obradeni kako je opisano u
Materijal i metode (Poglavlje 3). Dobiveni kromatogrami prikazani su na slikama 25 1 26.
Detektirani sintetski kanabinoidi zabiljezeni su na svojim karakteristicnim retencijskim
vremenima koja su prikazana na osi X, a intenzitet signala, proporcionalan njihovoj
koncentraciji u ispitivanom uzorku, prikazan je na osi y. Pomoc¢u prethodno izradenih
umjernih krivulja, izraCunate su masene koncentracije pronadenih sintetskih kanabinoida,

takoder prikazano na slikama 24 1 25.
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U ispitivanom uzorku 1 dokazano je prisustvo svih 5 sintetskih kanabinoida od
interesa: ADB-PINACA (RT=19,061), JWH-073 (RT=24,840), JWH-018 (RT=26,080),
JWH-019 (RT=27,011) i JWH-210 (RT=27,945). Masene koncentracije pronadenih sintetskih
kanabioida u analiziranom uzorku iznosile su: 0,04759 mg/L za ADB-PINACA; 0,71780

mg/L za JWH-073; 0,71909 mg/L za JWH-018; 0,75007 mg/L za JWH-019 i 0,72312 mg/L
za JWH-210.
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Slika 25. Prikaz dobivenih rezultata (oznake 1-4) analize bioloskog uzorka broj 1:
kromatogram (1), spektar masa sintetskog kanabinoida na odredenom retencijskom vremenu

(2), umjerna krivulja (3) i masena koncentracija dokazanog sintetskog kanabinoida (4).
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U ispitivanom uzorku 2 detektirano je 1 potvrdeno prisustvo ADB-PINACA
(RT=19,149), JWH-019 (RT=26,916) i JWH-210 (RT=27,835). Preostala 2 sintetska
kanabinoida od interesa, JWH-073 i JWH-018, nisu dokazana u uzorku 2. Masene
koncentracije potvrdenih sintetskih kanabinoida u analiziranom uzorku iznosile su: 0,74442
mg/L. za ADB-PINACA; 0,36471 mg/L za JWH-019 i 0,07546 mg/L za JWH-210. Iz
navedenog proizlazi da su koncentracije JWH-073 i JWH-018 bile niZze od njihovog limita

detekcije te stoga nisu detektirani i identificirani u ovom uzorku.
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Slika 26. Prikaz dobivenih rezultata (oznake 1-4) analize bioloskog uzorka broj 2:
kromatogram (1), spektar masa sintetskog kanabinoida na odredenom retencijskom vremenu

(2), umjerna krivulja (3) i masena koncentracija dokazanog sintetskog kanabinoida (4).
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5. RASPRAVA



U ovom radu prikazana je GC-MS metoda za simultano kvantitativno odredivanje pet
sintetskih kanabinoida (ADB-PINACA, JWH-073, JWH-018, JWH-019 i JWH-210) u
bioloskim uzorcima. Kao §to je vidljivo iz dobivenih rezultata, u uzorku 1 (slika 25) dokazano
je prisustvo svih pet sintetskih kanabinoida od interesa, dok je u uzorku 2 dokazano prisustvo
ADB-PINACA, JWH-019 1 JWH-210. Preostala 2 sintetska kanabinoida od interesa, JWH-
073 i JWH-018, nisu odredeni u uzorku 2 (slika 26). Detektirani sintetski kanabinoidi
potvrdeni su usporedbom dobivenih spektara masa sa spektrima masa iz baze podataka, a
njihove masene koncentracije izraCunate su pomocu prethodno odredenih kalibracijskih
krivulja. Dobiveni se rezultati mogu pripisati niskim koncentracijama standarda JWH-073 i
JWH-018 u uzorku 2, ali i ¢injenici da GC-MS, iako predstavlja metodu izbora za
identifikaciju i kvantifikaciju sintetskih kanainoida u bioloskim uzorcima, ipak ima neke

nedostatke.

Jedan od glavnih nedostataka ove metode je ograni¢ena moguénost ispitivanja
termicki labilnih spojeva. Stoga identifikacija nekih spojeva, napose ciklopropilnih i esterskih
analoga, gotovo nije moguc¢a. Kromatogrami takvih spojeva sadrzavaju vise signala, a maseni
spektri za te signale imaju slicne spektre masa (55). Ecre D. i suradnici analizirali su
standarde spojeva koji sadrze ciklopropilni prsten, UR-144 i XLR-11 i dobili dva visoka
odziva na kromatogramu. Zakljucili su da je prvi signal izvorna, odnosno ishodi$na molekula,
a drugi termodinamicki produkt s otvorenim ciklopropilnim prstenom. Pretpostavili su da do
otvaranja ciklopropilnog prstena dolazi i pri toplini, koja se razvija konzumacijom puSenjem,
ovih sintetskih kanabinoida Sto oteZzava njihovu detekciju u bioloSkim uzorcima (56).
Tsujikawa K. 1 suradnici proucavali su utjecaj razli¢itih parametara, kao $to su odabir
injektora 1 temperature injektiranja, na toplinsku degradaciju QUPIC-a, novog esterskog
analoga sintetskih kanabinoida. Uocili su da je degradacija zna¢ajno smanjena, a osjetljivost
metode poveéana, pri primjeni splitless injektora, temperaturi injektiranja od 250 °C te
deaktivaciji linera staklenom vunom (staklena cjevcica - unutarnji dio injektora kroz koji
prolazi uzorak). Takoder, dokazali su da je moguce primjenom split injektora degradaciju
uzorka u potpunosti izbje¢i (57). Kako se u ovom radu koristio splitless injektor, a
temperatura injektiranja iznosila je 250 °C, kao i u prethodno spomenutom radu, mogucée je da

su odabrani radni uvjeti pridonijeli dobivenim rezultatima analize.

Osim nemogu¢énosti detekcije termicki nestabilnih spojeva, primjenom ove metode moze biti
otezana 1 detekcija spojeva s polarnom skupinom, kao §to su amino ili hidroksilna skupina,

zbog moguce interakcije sa stacionarnom fazom kolone (55).

36



Jedan od naCina kako prevladati navedene probleme je primjena postupka
derivatizacije. Derivatizacijom se mijenjaju funkcionalne skupine i kemijska svojstva
molekula, ¢ine¢i ih manje reaktivnim i stabilnijima. Stoga se postupak derivatizacije koristi za
povecanje osjetljivosti 1 specifi¢nosti (55). U ovom radu, prije same GC-MS analize, uzorci su
derivatizirani primjenom BSTFA + 1% TMCS derivatizacijskog sredstva. Moguce je da je to
razlog Sto se u uzorku 2, unato¢ vrlo niskoj koncentraciji dodanih standarda, dokazalo
prisustvo tri sintetska kanabinoida (ADB-PINACA, JWH-019 i JWH-210). Medutim,
derivatizacija uzoraka pokazuje i odredene nedostatke. Postupak derivatizacije predstavlja
dodatan korak kojim se produZuje vrijeme analize i zahtjeva uporaba dodatnih kemikalija. 1z
tih razloga, neke studije prednost daju tekucinskoj kromatografiji sa spektrometrijom masa
(engl. Liquid chromatography-mass spectrometry, LC-MS). Osim $§to se izbjegava
derivatizacija, omogucena je analiza nehlapljivih, termicki labilnih i polarnih spojeva. No, kao
i kod GC-MS analize, veliki problem predstavlja identifikacija strukturno sli¢nih i izomernih
oblika novih analoga, zbog ¢ega se ¢esto dobivaju vrlo sli¢ni ili preklapajuéi spektri masa $to
otezava analizu. Pogresna identifikacija takvih spojeva moze se izbje¢i koriStenjem
tandemske masene spektrometrije, kao Sto je LC-MS/MS, ¢iji je osnovni cilj posti¢i dodatnu
fragmentaciju koja ¢e omoguciti bolje odijeljivanje i kvalitetnije odredivanje strukture
analiziranih iona. Stoga se LC-MS/MS isti¢e kao metoda izbora za detekciju metabolita
sintetskih kanabinoida u uzorku mokraée (55). Emerson B. i suradnici u svom su radu
usporedili razvijenu GC-MS metodu s LC-MS/MS metodom za odredivanje metabolita JWH-
018 u uzorku mokrace. Dobiveni rezultati analize vrlo su sli¢ni, zadovoljavajuce osjetljivosti
1 ponovljivosti, ¢ime su potvrdili da se 1 GC-MS tehnika moZe koristiti za detekciju metabolita

JWH-018, ali 1 ostalih JWH spojeva, u uzorku mokrace (58).

Ovom studijom takoder je potvrden izbor GC-MS tehnike za odredivanje sintetskih
kanabinoida (ADB-PINACA, JWH-073, JWH-018, JWH-019 i JWH-210) u bioloskim
uzorcima mokrace. No, dobiveni rezultati ne mogu se poistovjetiti s realnim bioloskim
uzorcima obzirom da su analizirani sintetski kanabinoidi izravno dodani u prethodno
negativne uzorke mokrace. Stoga se u analiziranim uzorcima ne pronalaze metaboliti

sintetskih kanabinoida kao $to je to u realnim uzorcima, izuzetim nakon konzumacije.

Sve veca pojavnost novih sintetskih kanabinoida i njihovih nepoznatih metabolita
zahtjeva Kkontinuirani razvoj metoda za njihovo odredivanje. Obzirom da je za njih
karakteristi¢éno brzo i vjesto izmijenjivanje kemijske strukture, vrlo ih je teSko detektirati i

identificirati postoje¢im probirnim testovima i analitiCkim tehnikama. Da bi se prilagodili
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promjenama na trzistu, laboratoriji moraju vrlo brzo sintetizirati nove referentne standarde, ali
1 kontinuirano unaprijedivati i validirati analitiCke tehnike za detekciju i identifikaciju tih
spojeva u zaplijenjenim nebioloskim i bioloskim uzorcima. Detekcija sintetskih kanabinoida u
bioloskim uzorcima predstavlja izazov iz jo$§ nekoliko razloga. Naime, kako su to vrlo
potentni spojevi, njihove doze i koncentracije u organizmu su vrlo niske. Opsezno se
metaboliziraju tako da se u uzorku mokra¢e pronalaze uglavnom njihovi metaboliti, a ne
ishodiS$ni spojevi, $to dodatno otezava detekciju obzirom da nebioloski uzorak cCesto nije
dostupan, a spojevi su novo sintetizirani pa se ne zna ni o kojem se pocetnom spoju radi. K
tome, vec¢ina ovih spojeva ima zajednicke metaboliCke puteve §to otezava tumacenje rezultata
provedene analize (55). Stoga je razvoj novih metoda za dokazivanje sintetskih kanabinoida u
bioloskim uzorcima neophodan i predstavlja veliki izazov za klinicke i1 forenzicke

laboratorije.

38



6. ZAKLJUCCI



. Prikazanom GC-MS metodom potvrdeno je prisustvo analiziranih sintetskih

kanabinoida u bioloSkim uzorcima mokrace.

. ADB-PINACA, JWH-073, JWH-018, JWH-019 i JWH-210 potvrdeni su u

ispitivanom uzorku 1, dok su u ispitivanom uzorku 2 potvrdeni ADB-PINACA, JWH-
019 1 JWH-210.

. Postupak derivatizacije, proveden prije same GC-MS analize, doprinosi vecoj
stabilnosti 1 detektibilnosti ispitivanih spojeva.

. Potrebno je provesti daljnja ispitivanja usporedbe GC-MS i LC-MS metode za
odredivanje metabolita sintetskih kanabinoida u bioloskim uzorcima mokrace.

. Potrebno je razvijati analiticke metode koje se nece oslanjati na biblioteke poznatih
spojeva, ve¢ omoguciti otkrivanje novih analoga sintetskih kanabinoida, kao i

detekciju strukturno sliénih spojeva preklapajucih spektara masa.
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8. SAZETAK



Ciljevi istrazivanja: Cilj ove eksperimentalne studije bio je razviti GC-MS metodu za
kvantitativno odredivanje sintetskih kanabinoida JWH-018, JIWH-019, JWH-073, JWH-210 i
ADB-PINACA te razvijenu metodu potom primijeniti na kvantitativno odredivanje navedenih

sintetskih kanabinoida u bioloSkim uzorcima mokrace.

Materijal i metode: Standardne otopine sintetskih kanabinoida, pripremljene razrijedivanjem
osnovnih standarda u metanolu, dodane su u bioloski uzorak mokraée, dokazano negativan na
prisustvo sredstava ovisnosti, kako bi se dobile umjerne krivulje analiziranih sintetskih
kanabinoida. Koriste¢i nepoznate volumene tih standardnih otopina, pripremljena su dva
bioloSka uzorka mokrace. Uzorci su pripremljeni za analizu ekstrakcijom tekuce-tekuce
(LLE), a potom analizirani GC-MS metodom koja omogucuje istovremeno snimanje ukupnog
ionskog kromatograma u podrucju od 50-600 m/z vrijednosti i snimanje samo odabranih iona.

Optimiran je i temperaturni program.

Rezultati: ADB-PINACA, JWH-019 i JWH-210 potvrdeni su u oba analizirana uzorka, dok su
JWH-073 i JWH-018 potvrdeni samo u uzorku 1, u koji je dodan ve¢i volumen pripremljenih
standardnih otopina. Masene koncentracije detektiranih sintetskih kanabinoida izra¢unate su

pomocu prethodno izradenih umjernih krivulja.

Zakljucci: Rezultati ovog istraZivanja potvrdili su izbor GC-MS tehnike za kvantitativno
odredivanje sintetskih kanabinoida u bioloskim uzorcima mokrace. Radi povecanja stabilnosti
analiziranih spojeva, uzorke je potrebno prethodno derivatizirati. Zbog sve vece pojavnosti
novih analoga, strukturno sli¢nih ishodisnim molekulama, potrebno je razvijati nove
analiti¢ke metode za identifikaciju sintetskih kanabinoida i njihovih metabolita u bioloSkim

uzorcima.
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9. SUMMARY



Diploma Thesis Title: Quantitative determination of synthetic cannabinoids.

Objectives: Aim of this experimental study was to develop a GC-MS method for quantitative
determination of synthetic cannabinoids JWH-018, JWH-019, JIWH-073, JWH-210 and ADB-
PINACA. Also, our objective was to quantitatively determine these synthetic cannabinoids in

urine samples using the developed method.

Material and Methods: Standard solutions of synthetic cannabinoids prepared by diluting
original standards in methanol were added to the biological sample of urine, that tested
negative for substances of abuse, to obtain calibration curves for analyzed synthetic
cannabinoids. Using unknown volumes of standard solutions, two urine samples were
prepared. The samples were prepared for analysis by liquid-liquid extraction (LLE) and then
analyzed by a GC-MS method using mode that simultaneously records total ion
chromatogram in the area of 50-600 m/z values and single ion monitoring scanning mode.

The temperature program was also optimized.

Results: ADB-PINACA, JWH-019 and JWH-210 were confirmed in both analyzed samples,
while JWH-073 and JWH-018 were only confirmed in sample 1, to which a larger volume of
prepared standard solutions was added. The mass concentrations of detected synthetic

cannabinoids were calculated using previously prepared calibration curves.

Conclusion: This study confirmed the GC-MS technique for quantitative determination of
synthetic cannabinoids in biological samples of urine. In order to increase the stability of the
analyzed compounds, it is necessary to include the derivatisation step prior to GC-MS
analysis. Due to the increasing presence of new analogues, structurally similar to origin
molecules, there is a need for development of analytical methods for the identification of

synthetic cannabinoids and their metabolites in biological samples.
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