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In vitro metabolism of two synthetic cannabinoids and
using the obtained metabolites in routine drug screening
methods.

Miklés Nagy, Klaudia Hegyiné Kemenes, El6d Hidvégi, Gabor Siivegh

HIFS — Department of Forensic Toxicology

Abstract - The present study aims to generate glucuronic acid-conjugated metabolites of the carboxylic acid
metabolites of two of the most prevalent synthetic cannabinoids in humans, MDMB-4en-PINACA and ADB-
BUTINACA, using in vitro pHLM and pS9 systems. Additionally, the study seeks to optimize and integrate the
resulting metabolites into routine drug screening methods. Another objective was to enhance our under-
standing of phase 2 metabolic transformations of next-gene ation synthetic cannabinoids by simultaneously
detecting both conjugated and free forms. Furthermore, by monitoring the decomposition of glucuronides, we
evaluated the efficiency of our routine hydrolysis method—used for confirmatory measurements of synthetic
cannabinoids—by comparing it to two alternative hydrolysis procedures. For in vitro experiments, an NADP
regeneration system and a UGT system were utilized. Sample acquisitions were performed using a Shimadzu
LC-MS/MS-8040 system. A total of 14 urine samples were analyzed, both with and without hydrolysis, fol-
lowed by acetonitrile precipitation. The hydrolysis efficiency of Escherichia coli 3-D-glucuronidase-IX-A was
compared with that of alkaline hydrolysis and Abalonase. The in vitro-produced ADB-BUTINACA-carboxylic
acid glucuronide and MDMB-4en-PINACA-carboxylic acid glucuronide were MRM-optimized and incorpo-
rated into the screening method, supported by chromatographic separation. The glucuronide-bound form
of MDMB-4en-PINACA was present in 70% of the samples, while that of ADB-BUTINACA was detected in 93%.
The average concentration of ADB-BUTINACA-carboxylic acid was 181 ng/mL, whereas that of MDMB-4en-
PINACA-carboxylic acid was 4.17 ng/mL. Alkaline hydrolysis demonstrated the highest efficiency, completely
degrading glucuronide-bound metabolites in all samples and vyielding the highest concentrations of free
metabolites. On average, the concentrations increased by more than 700% following alkaline hydrolysis, com-
pared to increases of approximately 300% with B-D-glucuronidase and 190% with Abalonase. Our findings
indicate that the preparation and monitoring of phase 2 metabolites of synthetic cannabinoids enhance drug
detection and reduce the likelihood of false-negative results. However, further studies are required to fully
assess the reliability of hydrolysis methods.
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or semi-synthetic cannabinoids. The most common side
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Figure 1. Prevalence of synthetic cannabinoids (2014-
2023)

effects include neurological, psychotic, gastrointestinal,
renal, and cardiovascular disorders, but in severe cases,
death may occur [1, 2].

Over the past decade, trends in synthetic cannabinoid
use have demonstrated the highly dynamic and evolv-
ing nature of the illegal drug market, which continues
to expand with new substances. Since the first synthetic
cannabinoids emerged, more than 250 additional com-
pounds have been reported worldwide, making them
one of the most prominent groups of new psychoactive
substances [3]. In Hungary, approximately 55-60 syn-
thetic cannabinoids and their metabolites have been
identified in human urine and blood samples over the
past decade. The most frequently detected compounds
include AB-FUBINACA and 5F-MDMB-PINACA (with
over 2,500 cases reported between 2015 and 2019), fol-
lowed by 5F-MDMB-PICA (nearly 2,000 cases between
2017 and 2020) (Figure 1.)

Although these three compounds have nearly disap-
peared, two newer substances—MDMB-4en-PINACA
and ADB-BUTINACA—have become the most com-
monly detected synthetic cannabinoids in Hungary since
their introduction in 2019 respectively 2020. Our data
is corroborated by the 2023 annual report published by
the National Drug Focal Point, which states that in 2021,
more than 70% of confiscations involving synthetic can-
nabinoid-impregnated plant material contained ADB-
BUTINACA (48%) and MDMB-4-en-PINACA (28%). In
2022, plant materials containing ADB-BUTINACA were
found in approximately 60% of confiscations. [4].

Our current study focuses on the main metabolites of
these two synthetic cannabinoids excreted in urine, spe-
cifically the carboxylic acid metabolites and their glucu-
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ronide-conjugated forms. Since glucuronide-conjugated
compounds are not commercially available, we investi-
gated their in vitro production and adoption into screen-
ing methods. Additionally, we used them to compare the
efficiency of different hydrolysis procedures.
Our key objectives include:
1.In vitro production and analysis of glucuronide-con-
jugated metabolites using liquid chromatogra-
phy-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) with
multiple reaction monitoring (MRM), followed by
integration of optimized MRM ion transitions into
routine screening methods.
2.Expanding knowledge of phase II metabolic transfor-
mations of next-generation synthetic cannabinoids
by detecting both free and conjugated metabolites.
3.Subsequently, we compared the efficacy of the
Escherichia coli B-D-glucuronidase-IX-A enzyme
used for confirmatory tests with the efficacy of clas-
sic alkaline hydrolysis and the Abolanase ULTRA
enzyme.

Material and Methods

Reference Standards: ADB-BUTINACA-carboxylic acid
and MDMB-4en-PINACA-carboxylic acid were pur-
chased from Cayman Chemicals.

Reagents for Incubation:

o Buffers & Cofactors: 0.5 M potassium phosphate
buffer (pH 7.4) (Corning), NADPH regeneration
system (Solutions A and B) (Corning), UGT system
(Solutions A and B) (Corning), superoxide dismutase
enzyme (Corning), KCl (Merck), MgCl, (Merck).

 Solvents: Methanol (LC-MS) (Merck), acetonitrile
(LC-MS) (Merck), ultrapure water (Rotisolv), for-
mic acid (LC-MS, 299%) (Rotipuran), ammonium
formate (LC-MS, >99%) (Merck), KOH (=85%)
(Merck).

» Enzymes for Hydrolysis: Abalonase ULTRA + buf-
fer solution (UCT), Escherichia coli B-D-glucuroni-
dase IX-A.

In Vitro Incubation System: Described in Table 1 [5, 6].

Abbreviations:
o UGT: Uridine 5K-diphosphate-glucuronosyltrans-
ferase (UDP-glucuronosyltransferase)
o SOD: Superoxide dismutase
o K/Mg: 8 mM MgCl, and 33 mM KCl solution
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Table 1. In Vitro Incubation Systems

Component pHLM Incubation  pS9 Incubation
(uL) (uL)
Solution A 5 5
Solution B 1 1
Water 60 60
Buffer (0.5 M) 20 20
Substrate (1 mg/ 1 1
mL)

pHLM (20 mg/mL) 5 —
PS9 (20 mg/mL) — 5
SOD (3 kU/mL) 10 —
K/Mg Solution — 10
UGT Solution A 10 10
UGT Solution B 25 25

Incubation Time 120 min 120 min

Temperature 37.5°C 37.5°C

The 14 previously confirmed positive urine samples
were analyzed using different preparation methods,
including direct analysis without hydrolysis and aceto-
nitrile precipitation, following three distinct hydrolysis
procedures [7-10] (Table 2). These approaches contrast
with the more complex sample preparation techniques
typically employed in routine confirmatory studies, such
as solid-phase extraction (SPE), freezing, and evapora-
tion [11, 12].

LC-MS/MS Parameters
Analysis was performed using a Shimadzu LC-MS/MS

Table 2. Conditions of Hydrolysis Processes

Hydrolysis Column

Process of : Shaking

Hydrolysis Time Temperature Speed (spm)
Y (minutes) (°C)

E. coli 120 37.5 250

Abalonase 30 60 250

ULTRA

KOH (10 15 60 250

M)

8040 system, with data evaluated using LabSolutions
software. The eluents used were:
o Eluent A: 0.15 mM formate buffer (pH 4)
o Eluent B: Acetonitrile acidified with 0.1% formic acid
The chromatographic gradient (Figure 2) was as follows:
o Initially, 5% eluent B, increasing to 25% within 1
minute and reaching 25% at 3 minutes.
« Within the next minute, the organic eluent concen-
tration increased to 80%, maintained for 3 minutes.
o The concentration then decreased to 5% within 0.5
minutes.
o The final 1.5 minutes restored equilibrium to the ini-
tial conditions.
Other chromatographic parameters included:
o Flow rate: 0.5 mL/min
o Column: Kinetex® C18 (100 mm x 3 mm X 2.6 pm)
o Column temperature: 40°C
o Injection volume: 10 uL
Mass Spectrometry Parameters
The mass spectrometry conditions were as follows:

Max Intensity : 0 2% mLSmin c
1IIIIII_ B.Conc]
] -100,0 -100,0
1 75,0
75+ [ I
] 75,0 75,0
50 I 50,0
j - 50,0 50,0 :
s L 250 L 25 0 25,0
0 : . , 0,0 L o,0
0,0 25 5.0 75 10,0

Figure 2. Chromatography gradient
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Table 3. Tested Fragments and Collision Energies

MRM Transitions

Collision

Metabolite Retention Time (min) (m/z) Q1 Pre Bias (V) Energy (CE) Q3 Pre Bias (V)
ADB-BUTINACA- 5.879 332.000 > 201.050 -16.0 -16.0 -22.0 -14.0 -21.0 -20.0
carboxylic acid 332.000 > 286.150
ADB-BUTINACA-x- 5.450 508.100 > 332.100 -28.0-20.0 -38.0 -14.0-24.0-35.0 -16.0-10.0-13.0
glucuronide 508.100 > 286.150

508.100 > 201.100
MDMB-4en-PINACA- 5.899 344.100 > 213.050 -13.0-13.0 -24.0 -16.0 -23.0-21.0
carboxylic acid 344.100 > 298.150
MDMB-4en-PINACA- 5.480 520.300 > 344.150 -20.0 -20.0 -20.0  -15.0 -41.0 -25.0 -25.0-22.0-10.0

x-glucuronide

520.300 > 213.050
520.300 > 298.150

o Desolvation line temperature: 230°C

o Heat block temperature: 300°C

o Atomizing gas (N>) flow rate: 3 L/min

» Drying gas (N,) flow rate: 10 L/min

Detection was performed using positive electrospray
ionization (ESI) in multiple reaction monitoring (MRM)
mode, targeting selected fragments (Table 3).

Of the 14 urine samples analyzed, 9 tested positive for
MDMB-4en-PINACA-carboxylic acid, while all 14 were
positive for ADB-BUTINACA-carboxylic acid, based on
screening and confirmatory tests.

Results

We successfully synthesized and optimized glucuron-
ide-conjugated metabolites of both compounds using in
vitro pHLM and pS9 systems.

The glucuronidated form was identified alongside the
carboxylic acid metabolite in 93% and 78% of MDMB-
4en-PINACA samples. Following all three hydrolysis
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Figure 3. ADB-BUTINACA Carboxylic Acid Concentration
Before and After Hydrolysis
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steps, an increase in the free carboxylic acid concentra-
tion for both compounds (Figures 3 and 4) was observed,
accompanied by a decrease in the bound glucuronide
form (Figure 5).

Hydrolysis using the E. coli f-D-glucuronidase IX-A
enzyme resulted in an average concentration increase
of 332% for ADB-BUTINACA-carboxylic acid and
312% for MDMB-4en-PINACA. The Abalonase ULTRA
enzyme demonstrated lower efficiency, yielding increases
of 188% and 189%, respectively. In contrast, classical
alkaline hydrolysis (KOH 10 M) produced significantly
higher concentration increases of 716% for ADB-
BUTINACA-carboxylic acid and 745% for MDMB-4en-
PINACA-carboxylic acid.

Due to the absence of a suitable reference standard, the
reduction in glucuronide forms could only be estimated
based on absolute peak areas. For ADB-BUTINACA-
carboxylic acid glucuronide, hydrolysis with E. coli
B-D-glucuronidase IX-A reduced peak area values by an
average of 21.4%, while Abalonase ULTRA led to a 59.5%
reduction. Alkaline hydrolysis demonstrated nearly
100% efficiency in glucuronide degradation. Similarly,
for MDMB-4en-PINACA-carboxylic acid glucuronide,

640

o Before hydrolysis
E.coli

Abalonase ULTRA
5 KOH 10M

320

160

8.0

concentration (ng/mL)
E
&

logarithm of MDMB-4en-PINACA-COOH

ID number of the samples

Figure 4. MDMB-4en-PINACA Carboxylic Acid
Concentration Before and After Hydrolysis
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Figure 5. Glucuronide Peak Area Values in Hydrolyzed
vs. Unhydrolyzed Samples

all three hydrolysis methods resulted in almost complete
degradation of the glucuronide-bound metabolite.

A possible explanation for the observed differences in
hydrolysis efficiencies between the two glucuronide-con-
jugated metabolites could be the significant concentra-
tion differences between the target compounds. This
may have influenced the quantitative ratio between the
enzyme and the target compound.

To evaluate the matrix effect, three different blind
urine samples and a distilled aqueous sample were used
as reference backgrounds. These were spiked with both
carboxylic acid metabolites (A and B) at three concen-
tration levels and subjected to the three hydrolysis pro-
cedures, as well as a control without hydrolysis. By com-
paring corresponding samples, the effect of background
matrix changes on concentration variation—primarily an
increase—was assessed (Figure 6).

The results confirm that all three hydrolysis pro-
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cesses contribute to an increased matrix effect. The use
of appropriate internal standards is essential to mitigate
this issue. Additionally, the matrix effect was found to be
inversely proportional to the concentration of the target
compound.

Conclusion

The incorporation of glucuronide-conjugated synthetic
cannabinoid metabolites, synthesized and optimized
using pHLM and pS9 systems, into routine screen-
ing methods enhances the detection of drug users and
reduces false-negative results, ensuring more reliable
identification of synthetic cannabinoids.

Among the hydrolysis methods, alkaline hydrolysis
proved to be the most effective; however, its extreme
reaction conditions and high temperatures pose sta-
bility challenges and amplify matrix effects, making it
unsuitable for routine applications. The efficacy of the
two enzymatic hydrolysis methods yielded contradictory
results. When evaluating the increase in carboxylic acid
metabolite concentration alone, 3-D-glucuronidase IX-A
demonstrated nearly twice the efficiency of Abalonase
ULTRA. However, when assessing glucuronide deple-
tion, Abalonase ULTRA proved more effective, leaving
fewer detectable glucuronide-bound metabolites than
B-D-glucuronidase IX-A.

Additional investigations are required to address
questions regarding enzyme selectivity, temporal activity

E.coli

B Abalonas
ULTRA
EKOH

10

Spiked sample concentration (ng/mL)

Uhn
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Figure 6. Matrix Effect Representation A: MDMB-4en-PINACA carboxylic acid; B: ADB-BUTINACA carboxylic acid.

137



202

3,96(2): 133-144

dec

ay, and incubation parameters. Additional research is

required to better understand these factors.

List of Abbreviations:

ADB-BUTINACA: N-[(2S)-1-amino-3,3-dimethyl-
1-oxobutyl]-1-butyl-1H-indazole-3-carboxamide
MDMB-4en-PINACA: Methyl (S)-3,3-dimethyl-2-
(1-(pent-4-en-1-yl)-1H-indazole-3-carboxamido)
butanoate

E. coli: Escherichia coli

pHLM: Pooled Human Liver Microsomes (human
liver microsome fraction)

pS9: Human liver microsomal homogenate, contain-
ing cytosol

ESI: Electron Spray Ionization

-ks: Carboxylic acid metabolite

-glu: Glucuronide-conjugated form

LC-MS/MS: Ultra-high-performance liquid chroma-
tography-tandem mass spectrometry

LC-MS: Mass spectrometry-grade solvent/reagent
MRM: Multiple Reaction Monitoring

SPE: Solid-Phase Extraction

UGT: Uridine-5-diphospho-glucuronosyltransferase
(UDP-glucuronosyltransferase)

SOD: Superoxide Dismutase

Cu/Mg: 8 mM MgCl, and 33 mM KClI solution
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Szintetikus kannabinoidok in vitro metabolizmusa és a
kapott metabolitok felhasznalasa rutin kabitoszer sziirési

modszerekben

Nagy Miklés, Hegyiné Kemenes Klaudia, Hidvégi Eléd, Stivegh Gabor

NSZKK — Toxikoldgiai Szakértd Intézet

Osszefoglalé - Magyarorszagon a lefoglalési adatok alapjan 2021 6ta a két leggyakoribb szintetikus kanna-
binoid az MDMB-4en-PINACA és az ADB-BUTINACA. Jelen tanulmany célja, hogy in vitro, pHLM és pS9-rend-
szerek felhaszndldsaval ezeknek a vegylleteknek az emberi szervezetben keletkezé karbonsav bomlaster-
mékeinek glikuronsavval konjugdlt metabolitjat elééllitsuk, tandem tomegspektrometrids (MRM) mérési
paramétereit optimalizéljuk és bedgyazzuk egy rutin LC-MS/MS sz(révizsgalati modszerbe. Kévetkezd célunk,
hogy rutinvizsgdlataink sordn monitorozva a konjugalt és a szabad formakat, ismereteinket bévithesstk a fazis
2. metabolikus atalakuldsokrol az Uj generacids szintetikus kannabinoidok tekintetében. Végul szeretnénk
Osszehasonlitani a szintetikus kannabinoidok kvantitativ megerésitd vizsgalatdhoz eddig rutinszerlien hasznalt
hidrolizis modszert két masik tipusu hidrolizis eljarassal a glikuronidalt metabolitok fogyasdnak kovetésével.
Az in vitro kisérletekhez NADP-regenerdld rendszert és UGT-rendszert alkalmaztunk. A méréseket Shimadzu
LC-MS-8040 készuléken végeztik, Kinetex® C18 (100mm x 3mm, 2,6 um) oszloppal. A vizsgalt 14 vizeletmintat
hidrolizis nélkdl, illetve harom féle hidrolizist kovetéen, acetonitriles kicsapassal készitettik eld. Az Escherichia
coli B-D-glukuronidaz-IX-A enzim hidrolizis-hatékonysagat a lugos hidrolizis és az Abalonase ULTRA enzim
hatékonysagdval hasonlitottuk 6ssze. Az in vitro eléallitott ADB-BUTINACA-karbonsav-glikuronid és MDMB-
4en-PINACA-karbonsav-glikuronid MRM paramétereit kromatografids elvélasztassal tdmogatva optimalizal-
tuk és bedllitottuk a sz(ré mddszerbe. A nem hidrolizalt 14 minta 92,9%-aban detektaltuk az ADB-BUTINACA-
karbonsav mellett a glikuroniddal konjugalt metabolitot. Az MDMB-4en-PINACA esetében 70%-ban volt
jelen a glikuronid-kotott forma. Az ADB-BUTINACA-karbonsav koncentracidja atlagosan 181 ng/mlL volt. Az
MDMB-4en-PINACA-karbonsav koncentracidja dtlagosan 4,17 ng/mL volt. A lugos hidrolizis bizonyult a legha-
tékonyabbnak, mivel hidrolizis utdn nem voltak detektalhatdak a mintdkban a glikuronid-kotott metabolitok,
illetve ez az eljarads produkalta a legmagasabb koncentraciot a szabad metabolitokra nézve. A koncentraciok
dtlaga tébb mint 700%-kal emelkedett, mig a B-D-glikuronidéz és az Abalonase 300% korili ndvekedést pro-
dukalt.Eredményeink alapjan a szintetikus kannabinoidokbdl szarmazé karbonsav-metabolitok glikuronsavval
konjugalt formdinak el&dllitdsa és szlirévizsgalatokba torténd bedgyazdsa megkonnyiti a szerhasznalat ész-
lelését, illetve csokkenti a fals negativ eredmények szamét. A hidrolizismodszerek megbizhatdsagét tekintve
tovabbi kisérletek sziikségesek az enzimek mennyiségére és az inkubacié kdrdlményeire vonatkozdan.

Kulcsszavak - szintetikus kannabinoidok; ADB-BUTINACA; MDMB-4en-PINACA; in vitro

DOI: 10.2478/orvtudert-2023-0011

Bevezetés

Szintetikus kannabinoidoknak a vegyiiletek azon cso-
portjat nevezziik, melyek kémiai szerkezete eltér a vad-
kenderbdl szarmazd hatéanyagokétol, de képesek kap-
csolédni a CB1 és/vagy CB2 receptorokhoz. Igy gyakran
a hagyomadnyos, vagy félszintetikus kannabinoidoknal
joval potensebbek és egyben joval veszélyesebbek is.

Orvostudomdnyi Ertesité 2023, 96(2): 133-144

Gyakori mellékhatasaik féleg neurolégiai, pszichotikus,
gyomor-bélrendszeri, vesét érinté és kardiovaszkuldris
rendellenségekbdl tevédnek Ossze, de sulyos esetekben
halalt is okozhatnak [1, 2].

Az elmult évtized szintetikus kannabinoid-trendjeit
tekintve egyértelmiien elmondhatd, hogy az illegalis drog-
piac egy dinamikusan valtozo agardl beszélink, amely
gyorsan béviil ujabb és Gjabb szerekkel. Az elsé szinte-
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1. abra. Szintetikus kannabinoidok el6fordulasanak
gyakorisédga (2014-2023)

tikus kannabinoidok megjelenése 6ta napjainkig tobb
mint 250 tovabbi vegytiletet jelentettek vilagszerte, igy az
Uj pszichoaktiv anyagok egyik legjelentGsebb csoportjava
valtak [3]. Magyarorszagi adatok alapjan az elmult évti-
zedben kb. 55-60 féle szintetikus kannabinoidot és azok
bomléstermékeit azonositottak emberi vizelet és vérmin-
takbol. Ezek koziil a legtobbszor detektalt vegyiiletek az
AB-FUBINACA és az 5F-MDMB-PINACA (t6bb mint
2500 eset 2015-2019 kozt), amelyeket az 5F-MDMB-
PICA kovet (kozel 2000 eset 2017-2020 kozott) (1. abra).

E harom vegyiilet napjainkra szinte teljesen el is tiint,
azonban a sorban kovetkezd két anyag, az MDMB-4en-
PINACA és az ADB-BUTINACA 2019-es, illetve 2020-as
megjelenése Ota a két leggyakrabban detektalt szinte-
tikus kannabinoidda valt Magyarorszagon. Adatainkat
a Nemzeti Drog Fokuszpont altal megjelentett, 2023-as
éves jelentés is megerdsiti, miszerint 2021-ben szinte-
tikus kannabinoidot tartalmazé impregnalt névényi
anyagot érint6 lefoglalasok t6bb mint 70%-aban ADB-
BUTINACA (48%) és MDMB-4-en-PINACA (28%)
fordult eld. 2022-ben a lefoglaldsok mintegy 60%-aban
ADB-BUTINACA-t tartalmazé névényi anyagokat talal-
tak [4].

Jelenlegi tanulmanyunk ezen két szintetikus kan-
nabinoid vizelettel tiriilé f6 bomlastermékeivel, azaz a
karbonsav metabolitokkal és azok gliikuronid-konjugalt
formajaval foglalkozik. Mivel kereskedelmi forgalomban
nem kaphatdak a glitkuronid-konjugalt vegyiiletek, in
vitro eléallitasukat és sziirémddszerbe valé adoptalasu-
kat vizsgaltuk, illetve segitségiikkel kiilonb6z6 hidrolizi-
seljardsok hatékonysagat hasonlitottuk dssze.
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Célkitlizéseink

Els6 és egyben legfébb célunk a glitkuronid-konjugalt
metabolitok in vitro el6éllitasa és vizsgalata folyadékkro-
matografidhoz kapcsolt tandem tomegspektrometridval
(LC-MS/MS), a tobbszords termékion kévetd (multiple
reaction monitoring, MRM) modszerrel, valamint az
optimalt MRM ionatmenetek bedgyazasa a rutin sz{ir6-
madszerbe.

Ezt kovetden a kibdvitett modszerrel egyszerre detek-
talva a kotott és szabad formdakat, a fazis 2 metabolikus
atalakuldsokkal kapcsolatos ismereteink bévitését tiztitk
ki célul az 4j generacios szintetikus kannabinoidok tekin-
tetében.

Ezutan a megerGsitd vizsgalatokhoz hasznilt
Escherichia coli p-D-glitkuronidaz-IX-A enzim haté-
konysagat hasonlitottuk dssze a klasszikus lagos hidroli-

zis és az Abolanase ULTRA enzim hatékonysagaval.

Anyagok és modszerek

Az ADB-BUTINACA-karbonsav és MDMB-4en-
PINACA-karbonsav metabolit referencia standardokat a
Cayman Chmicals-tdl szereztiik be.

Az inkubaciohoz haszndlt reagensek: 0,5 M kali-
(pH 7,4) (Corning), NADPH-
regenerald rendszer (Solution A and B) (Corning),

um-foszfat puffer

UGT-rendszer (Solution A and B) (Corning), szupe-
roxid-diszmutaz enzim (Corning), KCI (Merck), MgCI2
(Merck).

Felhasznalt olddszerek: metanol (LC-MS) (Merck),
acetonitril (LC-MS) (Merck), ultratiszta viz (Rotisolv),
hangyasav (LC-MS) (299%) (Rotipuran), ammoni-
um-formiat (LC-MS) (299%) (Merck), KOH (=85%)
(Merck).

A hidrolizishez felhasznalt enzimek: Abalonase
ULTRA + puffer oldat (UCT); Escherichia coli p-D-glii-
kuronidaz-IX-A.

Az in vitro inkubdcids rendszer leirasat az 1. tablazat
tartalmazza [5, 6].

A vizsgélt 14, el6z6ekben igazoltan pozitiv vizeletmin-
tat hidrolizis nélkiil, illetve haromféle hidrolizis eljarast
[7-10] (2. tablazat) kovetd acetonitriles kicsapassal készi-
tettiik eld, a rutin megerdsitd vizsgalatok soran hasznalt
Osszetettebb mintaelGkészitési folyamatokkal (SPE, kifa-
gyasztas, beparlasok stb.) ellentétben [11, 12].
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1.tablazat. In vitro inkubaciés rendszerek

2.tablazat. A hidrolizis eljarasok kortilményei

pHLM inkubacié pS9 inkubécié Hidrolizis.  idrolizis Oszlophémérséklet Rézési,

A oldat ) A oldat 5 (uL) eljirds E‘;?f;) °C) ifgﬁf)s &

B oldat 1 (uL) B oldat 1 (uL) E. coli 120 37,5 250

Viz 60 (uL) Viz 60 (uL) Abalonase 30 60 250

Puffer (0,5 20 (uL) Puffer (0,5 20 (uL) ULTRA

M) M) KOH (10 M) 15 60 250
Szubsztrat (1 1 (uL) Szubsztrat (1 1 (uL)

mg/mL) mg/mL)

pHLM (20 5 (uL) pS9 20 mg/ 5 (uL) eluensrdl indul, majd 1 perc utan fokozatosan 25%-ra
mg/mlL) mL) emelkedik 3 perc alatt. A kovetkezd 1 percben 80%-ra
SOD (3kU/ 10 (uL) K/Mg 10 (uL) emelkedik a szerves eluens koncentracidja, amit 3 percig
mL) ezen a szinten tartunk, majd fél perc alatt a kezdeti 5%-os
AUGToldat 10 (uL) AUGToldat 10 (uL) koncentraciot allitjuk vissza. A maradék 1,5 percben a
BUGT oldat 25 (uL) BUGT oldat 25 (uL) kezdeti egyenstlyi 4llapot visszaalldsa valosul meg.

1dé 120 (perc) idé 120 (perc) Egyéb kromatografids paraméterek: aramldsi sebesség:
hémérséklet 37,5 (°C) hémérséklet 37,5 (°C) 0,5 mL/ perc; oszlop: Kinetex® C18 (100 mm x 3 mm x 2,6

UGT: Uridin-5-difoszforo-glitkuronoziltransferaz
(UDP gliikkuronoziltranszferaz)

SOD: Szuperoxid-dizmutaz

K/Mg: 8 mM MgCI2 és 33 mM KCl oldat

LC-MS/MS paraméterek

A méréseket Shimadzu LC-MS/MS 8040 késziiléken
végeztiik és a LabSolutions szoftver segitségével értékel-
titk. Felhasznalt eluensek: A eluens: 0,15 mM formiat
puffer (pH 4); B eluens: 0,1% hangyasavval savanyitott
acetonitril. A kromatografids gradiens (2. dbra) 5% B

pm); oszlophémérséklet: 40°C, injektalt térfogat: 10 pL.

A tomegspektrometrias paraméterek a kovetkezok
voltak: a desolvation line hdmérséklete 230°C, mig a heat
block hémérséklete 300°C volt. A porlaszté gaz (N2)
aramlasi sebessége 3 L/ perc, valamint a szarité gaz (N2)
dramlasi sebessége 10 L/ perc volt. A meghatarozas pozi-
tiv elektron spré ionizaciéval (ESI), pozitiv MRM mdd-
ban tortént, a kivalasztott fragmensekre (3. tablazat).

A 14 vizsgalt vizeletmintabol 9 volt pozitivaz MDMB-
4en-PINACA-karbonsavra és 14 az ADB-BUTINACA-
karbonsavra a szlir6- és megerdsité vizsgalatok alapjan.

100 Max Intensity : 0 % mL/min C
i B.Conc] [
i L1000 |100,0
i 75,0
75+ L - -
] - 75,0 75,0
5 [ [ L 50,0
§ - 50,0 50,0 :
= L 250 L 25,0 25,0
0 N e 0,0 L 0,0
0,0 25 5,0 75 10,0

2. abra. Kromatografias gradiens
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3. tablazat. Vizsgalt fragmensek és litkdzési energidk

Metabolitok Ret. Idé6 (perc) MRM atmenetek (m/z) Q1 Pre Bias (V) CE Q3 Pre Bias (V)
ADB-BUTINACA- 5,879 332,000 > 201,050 -16,0 22,0 21,0
karbonsav 332,000 > 286,150 -16,0 -14,0 -20,0
ADB-BUTINACA-ks- 5,450 508,100 > 332,100 28,0 -14,0 -16,0
glikkuronid 508,100 > 286,150 -20,0 24,0 -10,0

508,100 > 201,100 -38,0 -35,0 -13,0
MDMB-4en-PINACA- 5,899 344,100 > 213,050 -13,0 24,0 23,0
karbonsav 344,100 > 298,150 13,0 -16,0 21,0
MDMB-4en-PINACA- 5,480 520,300 > 344,150 -20,0 -15,0 -25,0
ks-glii 520,300 > 213,050 -20,0 -41,0 22,0

520,300 > 298,150 -20,0 -25,0 -10,0
Eredmények kus lagos hidrolizis (KOH 10 M) lényegesen nagyobb,

Mindkét vegyiilet esetében sikeresen eléallitottuk és
optimalizaltuk a glitkuronid konjugalt metabolitokat in
vitro pHLM és pS9 rendszerek segitségével. Az ADB-
BUTINACA esetében

93%-ban, mig az MDMB-4en-PINACA esetében 78%-
ban azonositottuk a karbonsav-metabolit mellett a glii-
kuronidalt format.

Mindhdrom hidrolizist kévetéen megfigyelhetd volt
mindkét vegyiilet szabad karbonsav koncentracidjanak
emelkedése (3. dbra és 4. dbra) és a kotott glitkuronid
forma koncentracidjanak csokkenése (5. abra).

Az E. coli B-D-glitkuronidaz-IX-A enzimmel torténd
hidrolizis az ADB-BUTINACA-karbonsav esetében
atlagosan 332%-os, mig az MDMB-4en-PINACA ese-
tében 312%-o0s koncentracid-emelkedést produkalt. Az
Abalonase ULTRA enzim jéval kisebb hatékonysagu volt,
188% és 189% koncentracidemelkedést eredményezett
a vizsgalt vegyiiletek esetében. Ezzel szemben a klasszi-

B Hidrelizis =16tt

0"00008

§ HE.Coli
£
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S q
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Minta sorszam

3. abra. ADB-BUTINACA-karbonsav koncentracié
valtozasa hidrolizis el6tt és utan
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az ADB-BUTINACA-karbonsav esetében 716% és az
MDMB-4en-PINACA-karbonsav esetében 745% kon-
centracidemelkedést okozott. A glitkuronid formak
csokkenését csak az abszolut cstcsteriiletek alapjan lehet
megbecsiilni, hiszen megfelel6 referenciastandard hia-
nyaban a kvantitativ meghatdrozds nem lehetséges. Az
ADB-BUTINACA-karbonsav-glitkuronidot tekintve az
E. coli B-D-glikuroniddz-IX-A enzim atlagosan 21,4
%-kal, az Abalonase ULTRA 59,5 % -al csokkentette az
csucsteriilet-értékeket, mig a lugos hidrolizis esetében
kozel 100%-os hatékonysagu hidrolizist figyeltiink meg.
Az MDMB-4en-PINACA-karbonsav-glitkuronid eseté-
ben mindharom hidrolizis kozel 100%-ban elbontotta a
glitkuronid-kotott metabolitot. A két glitkuronid-kon-
jugalt metabolitra vonatkozé hidrolizis-hatékonysagok
kozti kiillonbség egy lehetséges magyardzata a célvegyii-
letek kozti, tobb nagysagrendnyi koncentraciokiilonbség
lehet, melynek kovetkeztében eltolodott az enzim és cél-
vegyiilet kozti mennyiségi ardny.

A hattérmatrix vizsgalatdhoz harom kilonboz6 vak
vizeletmintat és referencia gyanant egy desztilldlt vizes

D Hidrolizis el 6tt
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4, dbra. MDMB-4en-PINACA-karbonsav koncentracié
valtozasa hidrolizis el6tt és utan
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S Hidrolizis elott
@ Abalonase ULTRA

B E.Coli 7
£ KOH 10M

l

5. abra. A hidrolizalt mintakban visszamaradé
glikuronid csucstertlet értékek a hidrolizalatlan
mintakban mértekhez képest

z
5 o
SR
&

AR AR AR

mintat addicionaltunk hdarom koncentracidszinten mind-
két karbonsav metabolittal (A és B), és elOkészitettik a
mar ismertetett harom tipust hidrolizis eljarassal, vala-
mint hidrolizis nélkiil is. [gy a megfelel mintdkat 6sszeha-
sonlitva megfigyelhet6 a hattérmatrix valtozasabol eredd
koncentracidvaltozas, esetiinkben emelkedés (6. abra).

Az eredmények alatamasztjak, hogy mindharom hid-
rolizis nagyobb matrixhatast eredményez. Ennek kikii-
sz0bolésére elengedhetetlen a megfelel belsé standardok
hasznalata. Megfigyelhetd tovabbd, hogy a matrixhatas
forditottan aranyos a célvegytilet koncentraciojaval.

Kovetkeztetés

A pHLM és pS9 rendszerek segitségével eléallitott és
optimalizalt gliikkuronid-konjugalt szintetikus kannabi-

B E.coli
50.14
= 15 35.17 B Abalonase
E 3 38 ULTRA
o L3
= EKOH
S
©
£ 7 69.26
e 10 70133

;} Spiked sample col

noid-metabolitok rutin sziirémodszerbe valé beagyazasa
megkonnyiti a szerfogyasztok észlelését, és csokkenti a
fals negativ eredmények szamat, biztositja a szintetikus
kannabinoidok megbizhatébb detektalhatdsagat.

A hidrolizismddszerek kozil a lugos hidrolizis bizo-
nyult a leghatékonyabbnak, azonban az extrém kémhatas
és erGteljes hohatas miatt felléphetnek stabilitas problé-
mak, illetve novelheti a matrixhatast. Emiatt haszndlata
nem elényo6s rutineljarasok soran. A két enzim hatékony-
sagat tekintve az eredmények ellentmondasosak. Ha csak
a karbonsav-metabolitok koncentraciéjanak emelkedését
vesszitk figyelembe, a (-D-glikuroniddz-1X-A enzim
kozel kétszeres atlagos koncentracidemelkedést produ-
kalt az Abalonase-hoz képest. Ha pedig a glitkuronid-ko-
tott metabolitok fogydsanak szemszogébdl vizsgaljuk
az enzimek hatékonysagat, az Abalonase joval kevesebb
detektdlhato glitkuronidot hagyott a mintakban, azaz
tobbet bontott el, mint a p-D-glitkuronidédz-IX-A. Ezen
kiviil tovabbi kérdések is felvetddnek az enzimek szelekti-
vitasat, id6beni aktivitdscsokkenését és inkubdcids para-
meétereit illetéen. Mindezek tisztdzasara tovabbi kisérle-
tek sziikségesek!

Roviditések jegyzéke:

o ADB-BUTINACA: N-[(2S)-1-amino-3,3-dimetil-1-
oxobutdn-2-il]-1-butil-1H-indazol-3-karboxamid;

e MDMB-4en-PINACA: metil-(S)-3,3-dimetil-2-(1-
(pent-4-en-1-il)-1H-indazol-3-karboxamido)buta-
noat;

o E. coli: Escherichia coli;

E.coli

B Abalonas
ULTRA
EKOH

10

Spiked sample concentration (ng/mL)

Uhn

0 50 1o %

6. abra. Matrix hatas abrazolasa. A- MDMB-4en-PINACA-karbonsav esetében; B- ADB-BUTINACA- karbonsav

esetében
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pHLM: pooled Human Liver Microsomes — emberi
maj mikroszoéma frakcio;

pS9: emberi médj mikrészéma homogenizatum, mely
mar a citoszolt is tartalmazza;

ESI: elektron spré ionizator;

-ks: karbonsav metabolit;

-glii: gliitkuronid konjugalt forma;

LC-MS/MS: ultranagy hatékonysagu folyadékkroma-
tograf - tandemtomegspektrométer;

LC-MS: tomegspektrometridhoz alkalmas tisztasagu
olddszer / reagens;

o MRM: tobbszords termékion kovetési maod;

o SPE: szilard fazisu extrakcid

o UGT: uridin-5-difoszforo-gliikuronoziltransferaz
(UDP-glitkuronoziltranszferaz)

o SOD: Szuperoxid-dizmutaz

o Cu/Mg: 8 mM MgCI2 és 33 mM KCl oldat

Irodalom

(ldsd az angol nyelvii cikk végén)



