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1 CIL METODIKY

Jednim z cilti projektu MV CR bylo vyvinout metodu pro identifikaci novych psychoaktivnich
latek, které doposud nebyly identifikovany spektroskopickymi metodami, tudiz neni mozné pro
jejich identifikaci vyuzit knihoven spekter. Nové psychoaktivni latky se staly fenoménem na
evropské drogové scéné na pielomu tisicileti a vzhledem ke stalym upravam jejich struktur ze

strany vyrobct a dodavatelii jsou stalou hrozbou pro lidské zdravi a spole¢nost.

Identifikace a nasledna kvantifikace téchto novych psychoaktivnich latek je dulezita jak z hlediska
zjisténi jejich pfitomnosti v zadrzenych vzorcich nelegilnich drog pro bezprostfedni ochranu
koncového uzivatele v ptipadech intoxikaci, ale zejména také kviili nutnosti postihovat nakladani
s témito latkami podle platnych narodnich i mezindrodnich zakoni. NMR spektroskopie se zde
ukazuje jako vyhodny néstroj, protoze umoznuje simultanni identifikaci a kvantifikaci nezndmych
sloZzek smési drog bez nutnosti vicenasobného méteni. Nejednd se ovSem o metodu konvencni,
proto jsou jeji vyhody omezené a jeji vyuziti je efektivni zejména u vzorka, které jsou zcela nové
a neni mozné je identifikovat jinym zptisobem (nap¥. hmotnostni spektrometrii, infracervenou nebo

Ramanovou spektroskopii s vyuzitim spektralni knihovny).



2 VLASTNI POPIS METODIKY

2.1 Teoreticky uvod

Nové psychoaktivni latky (NPS, new psychoactive substances) jsou slouceniny, které jsou svymi
ucinky ¢i strukturami podobné jiz zndmym omamnym a psychotropnim latkam (OPL). Ne vSechny
jsou kontrolovany mezinarodnimi nebo narodnimi legislativami®. NPS jsou v dnesni dobé& dostupné
zejména prostfednictvim internetu nebo darknetu a pochazeji predevsim z asijskych zemi, odkud
je prodavajici ilegalné importuji do statth Evropské unie bud'to ukryté ve spotiebnim zbozi nebo

maskované za jiné zbozi (koupelové soli, chemikalie apod.)**

. Do kategorie NPS se fadi syntetické
kanabinoidy, syntetické kathinony, benzodiazepiny, fenethylaminy, opioidy, tryptaminy,

piperaziny a dalsi latky?.

Ke konci roku 2018 sledovalo Evropské monitorovaci centrum pro drogy a drogovou zavislost
(EMCDDA) pies 730 novych psychoaktivnich latek. V roce 2017 obsahovalo 24 % zachycenych

vzorkil nahladenych do systému véasného varovani syntetické kathinony®.

Legislativa Ceské republiky upravuje nakladani s NPS zakonem ¢&. 167/1998 Sh. 0 navykovych
latkach, jehoZ provadécim piedpisem je Nafizeni vlady ¢. 463/2013 Sh. 0 seznamech navykovych
latek. Seznam navykovych latek je periodicky obnovovan, nejnovéjsi aktualizace probehla ke dni

17. 10. 2018 Natizenim vlady ¢&. 242/2018 Sb. 0 seznamech navykovych latek®®,

Kathinony jsou derivaty G¢inné latky kathinonu obsaZzeného v rostlin¢ Catha edulis rozsifené
zejména na Arabském poloostrové a ve vychodni Africe. Kathinony interaguji s monoaminovymi
membranovymi transportéry, zejména dopaminovym, serotoninovym a noradrenalinovym
transportérem, coz vede k synaptické akumulaci téchto neurotransmitert. Kathinony se od
analogickych amfetamind li$i keto-skupinou v poloze beta, coZ je u nékterych oznaceno ptedponou
bk®. Vétsinou se vyskytuji ve formé prasku nebo tablet a jsou uzivany oraln& nebo nasalng, méné
¢asto také injekéné u uzivatelli primarné zvyklych na heroin nebo amfetaminy? 1°. Kathinony jsou
nebezpecné zejména jejich Castym zaménovanim za bézné dostupné ,.tradiCni* stimulanty (napf.
MDMA), coz muze u neznalého ¢i nezkuseného uzivatele vést k intoxikaci. Dale také vzhledem
k variabilité¢ ve strukturach a pfitomnosti heteroatomi (zejména fluoru) mohou nékteré z téchto

latek vykazovat nezddouci vedlejsi ucinky s potencidln€é vaznymi dlouhodobymi nasledky.



Do tablet se ptidavaji jak tedici latky zvySujici ziskovost nelegalniho prodeje, tak dalsi latky
zlepSujici efekt ¢i snizujici vedlej$i ii€inky. Mezi nejCastéjsi pfimesi patii kofein, lidokain, Skrob,

benzokain a dalgil.

Ne vSechny analogy kathinonu jsou popsané a jejich spektra pritomna v knihovnach. Proto bylo
nutné vyvinout metodu, kterou bude mozné implementovat pravé v téchto nestandardnich

ptipadech. Ta by méla umoznit identifikaci neznamé latky a zaroven i jeji kvantifikaci.
2.2 Popis metodiky

2.2.1 Princip metody *H qNMR pro stanoveni kathinont ve smésich

V praxi je vyuzivana bud’ relativni nebo absolutni kvantifikace. Relativni kvantifikace je pouzivana
v piipadech, kdy jsou vSechny slozky smési znamé a zarovenn poskytuji integrovatelny signal
VNMR spektru (tzv. analyza do 100 %). Pro stanoveni mnoZstvi kathinonii ve vzorcich
zachycenych drog je vyuzivana kvantifikace absolutni, a to z divodu neznamého slozeni smési, ¢i
pritomnosti nékteré¢ slozky, kterou nelze v NMR pozorovat (napt. soli, omitka). Vypocet
zastoupeni jednotlivych latek ve smési je vztahovan k pouzitému vnitinimu standardu. Vnitini
standard musi splinovat podminku vysoké Cistoty, musi byt chemicky inertni, net€kavy a rozpustny

v pouzitém NMR rozpoustédle, nesmi byt piekryt jinymi signaly'?4,

2.2.2 Pristroje a laboratorni pomiicky

e NMR spektroskop; zde pouzit INM-ECZ500R se sondou 5 mm FG/RO Autotune Probe,
Jeol Resonance (indukce 11,74 T, pracovni frekvence *H 500 MHz)

e Analytické vahy New Classic MF (tolerance + 0,02 mg), Mettler Toledo, s vyuzitim
elektrostatické brany

e Kyvety — SKU: WG-1000-7: High Throughput, Material: Class B Glass, OD: 5 mm,
ID: 4 mm, Wilmad Labglass

e Automatické pipety, Eppendorfovy zkumavky a tiepacka Vortex

2.2.3 Chemikalie a spotiebni material

e Hydrochlorid methylonu, HPLC ¢istota > 99 %
e Hydrochlorid flefedronu, HPLC ¢istota > 99 %
e Dimethylsulfoxid-ds (DMSO-ds, deuterace 99,80%), Eurisotope

e Kyselina fumarova, ¢istota > 99,8 %, Sigma Aldrich
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2.2.4 Priprava a skladovani standardi

Rozpoustédlo DMSO-ds se uchovava v exsikatoru. Zasobni vzorkovnice se standardem se

uchovava uzaviena a izolovana Parafilmem v lednici pii 5 °C.

2.2.5 Priprava kalibra¢nich a valida¢nich vzorki

Modelové smési byly pfipraveny navazenim jednotlivych kathinonti do Eppendorfovych
zkumavek. Néasledn¢ byla do kazdé zkumavky navdzena kyselina fumarova a ptidano 400 pl
DMSO-ds. Obsah zkumavky byl poté promichan pouzitim tfepac¢ky Vortex a preveden do NMR
kyvety. Pro zajisténi kvantitativniho pfenosu vzorku byla zkumavka vyplachnuta 200 ul DMSO-ds,
a roztok ptidan do kyvety. Veskeré ptidavky byly vazeny diferen¢né.

2.2.6 Charakteristiky méreni, uprava spekter

Pro analyzu vzorkii je pouzito 'H gNMR spektrum, tedy H NMR spektrum méfené za

kvantitativnich podminek 4,
Standardni méfeni *H qNMR kazdého vzorku zahrnuje:

e temperovani vzorku V piistroji NMR po dobu 10 minut pfi teploté 25 °C a rotaci 15 Hz

e automatické nastaveni lock frekvence ?H, automatické 1D gradientové ladéni homogenity
magnetického pole, automatické ladéni sondy na 'H a ¥C, automatické nastaveni
zesilovace piijimace

e zméfeni standardniho *H NMR spektra

e nastaveni stiedu spektra (offset) a spektralni Sitky (sweep) tak, aby signaly spektra zaujimali
maximalné€ 60 % celého naméfeného spektra (brano od krajnich signali) a na kazdém konci
spektra tedy bylo nejméné 20 % spektra bez signalt

e kalibraci 90° pulsu

e stanoveni relaxa¢nich ¢asti T jednotlivych H jader; nastaveni prodlevy mezi akvizicemi
na pétinasobek zjisténého T1 nejpomaleji relaxujiciho jadra

e pocet akvizici je volen tak, aby bylo dosazeno poméru signal-Sum (SNR) alespon 250,
pokud mozno u vSech signali vyuZzitych k analyze.

e zméfeni 'H gNMR

V ptipadé, Ze koncentrace n€kterych stanovovanych analytii je velmi nizk4 a jejich signaly se

prekryvaji srotaénimi ¢&i satelitnimi signaly *C isotopologli majoritnich slozek vzorku,



doporudujeme méfit spektrum s dekaplinkem *3C a bez rotace vzorku 21415 Standardni uziti *C
dekaplinku zna¢né prodluzuje ¢as méfeni, nebot’ je z ditvodu ochrany dekaplovaci civky ptistroje
nutné dodrzet prodlevu cca 60 s mezi jednotlivymi akvizicemi. V piipadé vysoce homogenniho
pole a kvalitnich kyvet Ize standardné¢ métit bez rotace vzorku s minimalni ztratou rozliSeni a

citlivosti.

Parametry 1H gNMR spektra pro automatizovanou analyzu vzorkii

Pro automatizované méfeni vzorki byly odvozeny parametry, které ve vétsiné pripadd poskytuji
spektra v dostate¢né kvalité pro kvantitativni stanoveni. Vzorky, u kterych neni ziskano spektrum
dostatecné kvality (napf. nevhodny rozsah spektra ¢i nizky pomér signal-Sum), je nezbytné zméfit

standardnim zplisobem S individudlnim nastavenim.
Nastaveni experimentu pro automatizované méteni *H gNMR:

e temperovani vzorku na 25 °C po dobu 10 minut v pfistroji,
e automatické nastaveni lock frekvence 2H

e offset 5 ppm

e sweep 20 ppm

e 64 akvizici

® 65536 bodu

e relaxation delay 60 s

2.2.7 Uprava spektra

U kazdého naméteného spektra se upravi faze spektra, zakladni linii (baseline) a provede reference
na rozpoustédlo (DMSO-ds). Dale je vhodné pouzit dopInéni na dvojnasobny pocet bodi nez pfi

méfeni a nastavit apodizacni funkci na exponencialni s faktorem 0,3 Hz!2 14,

2.2.8 ldentifikace a kvantifikace kathinonu ve vzorku

Slozku smési pro kvantifikaci 1ze identifikovat bud’ porovnanim spektra se spektrem standardu ¢i
s predikovanym spektrem nebo urcit jeji strukturni vzorec pomoci korelacnich experimenti NMR
spektroskopie uzivanych ve strukturni analyze. Jednotlivé slozky vzorku maji integralni hodnoty

vlastnich signali v celo¢iselném poméru (p¥iloha 2).

Pro kazdy sledovany kathinon je vybran takovy signal, ktery neni piekryt jinym signalem a lze jej
tedy integrovat jako samostatny signal. Pro kvantifikaci spektra nejsou vhodné signaly vodiku od
8



hydroxylovych ¢i amidovych skupin z divodu jejich velké $itky a zavislosti chemického posunu
na podminkéach daného vzorku. Nasledné se pro kazdy signal zjisti pomér signal-Ssum (SNR), jehoz
hodnota je pro piesnou integraci nejméné 250. V piipad¢, Ze je SNR vyrazné nizsi, je vysledek
analyzy zatizen chybou, a je doporuceno zvysit pocet akvizici, nebo pfipravit novy vzorek o vétsi

koncentraci'® 4,

Obecnym doporuc¢enim pro integraci singletového signalu v NMR je integrovat oblast
dvacetinasobku $itky piku v poloviné jeho vysky (w12) na kazdou stranu'? 14, V piipadé integrace
multipletu doporucujeme nejprve stanovit §itku intenzivnich piktt multipletu v poloviné vysky,
horni hranici integrované oblasti stanovit jako chemicky posun levého piku multipletu v Hz
zvySeného o dvacetinasobek stanovené S$ifky, dolni hranici integrované oblasti stanovit jako
chemicky posun pravého piku multipletu v Hz snizeného o dvacetinasobek stanovené Sitky

(pFiloha 1).

V ptipadech, kdy pfi integraci vybraného signalu pro kvantifikaci dochazi k zahrnuti vedlejSiho
signalu do integrace, je potieba zuzit integrovanou oblast 1 za cenu snizeni presnosti integrace. Pii
pouziti dvacetinasobku w2 je Vv integrované oblasti zahrnuto 99 % plochy signalu, pti pouziti

desetindsobku Wi/ je zahrnuto 97 % plochy signalu'? 16,

Pro vypocet hmotnosti stanovované slozky po integraci pouzivame vztah

Mgtq * Nstd ) sz ) Mvz
Astd ) Mstd ) sz

my; =
kde m je hmotnost, N je pocet jader naleZicich signalu, A je integralni hodnota signalu (integral),
M je molarni hmotnost a indexy vz a std znaci vzorek a standard.

Pro vypocet koncentrace stanovované slozky pouzivame vztah

Csta * Nstd ) sz

Cyz
sz ) Astd

kde c je molarni koncentrace, N je pocet jader naleZicich signalu, A je integralni hodnota signalu

(integral) a indexy vz a std znaci vzorek a standard.



Mnozstvi kvantifikované slozky je vhodné vyjadiovat jako hmotnost ¢i koncentraci dané slozky ve
formé volné baze, protoze pomoci NMR spektroskopie neni u smésnych vzorkl obvykle mozné

jednoznaéné stanovit, zda se jedna o hydrochlorid ¢i jinou formu latky.

Pro vyhodnocovani NMR spekter je vhodné vyuzit program Mnova od firmy Mestrelab Research.
2.3 Pracovni charakteristiky metody

2.3.1 Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je nejmensi mnozstvi analytu, které je za danych podminek moZzné stanovit
S definovanou piesnosti. Pro stanoveni kathinonli s vyuzitim vnitinitho standardu je mez
stanovitelnosti 1 mg/ml. Mez stanovitelnosti zavisi zejména na mnozstvi vnitiniho standardu
(doporucené minimalni mnozstvi je 0,5 mg na 1 kyvetu) a také na parametrech méfeni a pouzitém

spektroskopu.

2.3.2 Presnost a spravnost stanovenych hodnot

Piesnost stanoveni kathinont v roztoku je charakterizovana varia¢nim koeficientem (CV), ktery je
ziskan opakovanou analyzou nezavislych vzorkd. Pro nizké koncentrace analyti (1-6 mg/ml) je
CV 5 %, pro vyssi koncentrace analytt (cca 10-14 mg/ml) je CV 12 %. Hodnoty opakovatelnosti

(n =5, resp. n = 3) jsou uvedeny v piiloze 4.

Spravnost byla testovana proti ptivodni navazce kathinond v roztoku a byla vyjadiena pomoci
relativni chyby. Relativni chyba pfi stanoveni byla <15 % pfti koncentraci 1-6 mg/ml a <10 % pfi

koncentraci 10-14 mg/ml.
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3 NOVOST METODIKY

Nami navrzena metodika pro identifikaci a kvantifikaci syntetickych kathinoni ve vzorcich drog
je vhodnou alternativni analyzou k bézn¢ zavedenym metodam jako jsou LC-MS ¢i GC-MS. Jeji
velkou vyhodou je minimélni ¢asova narocnost na ptipravu vzorku. Pro identifikaci latek neni
nutné pouziti knihoven spekter, metoda tedy umoznuje stanovit v zadrzeném vzorku drogy i
kathinony s dosud nezndmym strukturnim vzorcem a nasledné urcit pomoci interniho standardu

jejich mnozstvi ve vzorku.

Pro zajisténi spravnych a presnych vysledka analyz je potfeba pouZivat deuterovana rozpoustédla

a doporuceny postup v této praci.

4 POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodika je primarné urcena pro forenzni pracovisté zabyvajici se identifikaci a kvantifikaci
omamnych a psychotropnich latek, zejména jejich podkategorii novych psychoaktivnich latek, kde
neni mozné vyuzit jinych metod. Zavedeni metodiky vyzaduje dostupnost instrumentace, tedy
NMR spektroskopu. Dalsi naklady (ndkup standardli, rozpoustédel a provozni naklady

spektroskopu) neptedstavuji zvySenou finanéni zatéz pro bézné fungujici analytickou laboratof.
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7 ODKAZ NA PRISLUSNY PROJEKT VYZKUMU A VYVOJE

Metodika byla zpracovana za finanéni podpory Ministerstva vnitra Ceské republiky v ramci feseni
projektu bezpe€nostniho vyzkumu VI20172020056: Nové syntetické drogy — komplexni
mezioborové vyzkumné centrum a podpory programu NPU | Ministerstva Skolstvi, mladeze a
t&lovychovy Ceské republiky v projektu LO1611: Sustainability for the National Institute of Mental
Health.
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PRILOHY

Priloha 1: Schéma integrace multipletu
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Priloha 2: Prifazeni signali slozZkam smési
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Priloha 3: Integrované spektrum smési kathinoni a vnitfniho standardu
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Piiloha 4: Hodnoty pro uréeni presnosti a spravnosti

c=1-6 mg/ ml Cexperimema’lm'/ Chavézka
mean SD cv

(n=9) 1 2 3 4 5

Flefedron.HCI (8,142 ppm) 0,91227 0,84712 0,81799 0,8791 0,81065 0,85342 0,04256 4,99%
Flefedron.HCI (7,447 ppm) 0,92698 0,85181 0,84073 0,90213 0,82230 0,86879 0,04397 5,06%
Methylon.HCI (7,695 ppm) ~ 0,87477 0,83521 0,87955 0,92579 0,81218 0,86550 0,04381 5,06%
Methylon.HCI (6,185 ppm) 0,88722 0,83814 0,88700 0,93737 0,82136 0,87422 0,04587 5,25%
Primérny variaéni koeficient: CV = 5,09 %

¢ = 1-6 mg/ml Relativni chyba

mean

(n=9) 1 2 3 4 5

Flefedron.HCI (8,142 ppm) 8,77% 15,29% 18,20% 12,09% 18,93% 14,66%
Flefedron.HCI (7,447 ppm)  7,30% 14,82% 15,93% 9,79% 17,77% 13,12%
Methylon.HCI (7,695 ppm)  12,52% 16,48% 12,05% 7,42% 18,78% 13,45%
Methylon.HCI (6,185 ppm)  11,28% 16,19% 11,30% 6,26% 17,86% 12,58%

Primérna relativni chyba: 6 =13,45 %
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¢ = 10-14 mg/ml

Cexperimemélni/ Chavazka

(n=3) 8 9 10 mean SD Ccv
Flefedron.HCI (8,142 ppm) 1,13026 0,91329 0,94204  0,99520 0,11785 11,84%
Flefedron.HCI (7,447 ppm) 1,13183 0,92518 0,94899  1,00200 0,11307 11,28%
Methylon.HCI (7,695 ppm) 1,15873 0,91346 0,94201  1,00473 0,13413 13,35%
Methylon.HCI (6,185 ppm) 1,14231 0,91370 0,93919  0,99840 0,12528 12,55%
Primérny variacni koeficient: CV = 12,26 %
¢ = 10-14 mg/ml Relativni chyba
(n=3) 8 9 10 e
Flefedron.HCI (8,142 ppm) 13,03% 8,67% 5,80% 9,16%
Flefedron.HCI (7,447 ppm) 13,18% 7,48% 5,10% 8,59%
Methylon.HCI (7,695 ppm) 15,87% 8,65% 5,80% 10,11%
Methylon.HCI (6,185 ppm) 14,23% 8,63% 6,08% 9,65%

Primérna relativni chyba: & = 9,38 %
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