Egy- és kétdimenzios LC-MS kapcsolt technikak
bioanalitikai, lipidomikai és metabolomikai

alkalmazasa

PHD ERTEKEZES TEZISEI

Kormoczi Timea

Témavezeto

Dr. Berkecz Robert

egyetemi adjunktus

SZEGEDI TUDOMANYEGYETEM
Kémia Doktori Iskola

GYTK Gyogyszeranalitikai Intézet és SZAOK Orvosi Vegytani Intézet

SZEGED

2022






1. Bevezetés és célkitizés

A bioanalitika az analitika bioldgiai mintak analizisével foglalkoz6 tudomanyteriilete,
amely komplex folyamat, ami nem csak az analitikai mérést jelenti, hanem magaba foglalja a
felvetett biologiai kérdés megvalaszolasahoz sziikséges analitikai mddszer megtervezését, a
mintavételt, a mintaelOkészitést, a modszerfejlesztést, sziikség esetén a validalast, az analitikai
mérés végrehajtasat és legvégiil a kapott adatok kiértékelését és értelmezését.

Biolégiai mintdk analizise soran a vizsgalt vegyiiletek forrasukat tekintve egyrészrol
lehetnek a vizsgalt szervezetben természetes modon jelenlévé anyagok azaz endogének,
masrészrél a kdrnyezetbdl valamilyen modon bejutott vagy bejuttatott vegyiiletek (exogének),
amelyek kiilonb6z6 biokémiai folyamatokban vesznek részt és alakulnak at.

Az ,,omikak” (omics) tudomanyteriilete a biologiai molekulak egy csoportjanak
egylittes vizsgalatat célozza meg, annak érdekében, hogy az egyes komponensek kozotti
Osszefliggések  rendszerszinti —megértése lehetové valjon. Az omikdkon  beliil
megkiilonboztetiink az orokitdanyag Osszességével foglalkozd genomikat, az RNS-sel és a
gének atirdsaval foglalkoz6 transzkriptomikat, a transzlacidé soran képzddo fehérjéket vizsgalo
proteomikat és az anyagcsere kis molekulatomegli termékeivel, azaz a metabolitokkal
valamint azok utvonalaval foglalkoz6 metabolomikat. A lipidomika, melyet gyakran a
metabolomika részeként emlitenek, a sejtekben, szovetekben és biologiai folyadékokban
talalhato lipidek 0sszességével foglalkozik.

Napjainkban a folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometrias (LC-MS)
modszerek széles korli elterjedése figyelhetd meg a gydgyszerkutatds (farmakologiai,
farmakokinetikai vizsgalatok, hatéanyag kutatds, metabolizmus ¢és toxikologia), az
igazsagiigy, az élelmiszeripar, a népegészségiigy, az orvos-biologiai kutatasok (genomika,
transzkriptomika, proteomika, metabolomika, biomarkerkutatas), az orvos-diagnosztika vagy
akar a kornyezetvédelem bioanalitikai teriiletein. Az egydimenzios folyadékkromatografia
az egyik legjelentdsebb elvalasztasi technika az Osszetett biologiai matrixok vizsgalatanal. A
komplex mintdk metabolomikai, lipidomikai vagy proteomikai mérése soran a nagyszamu
komponensek koelucidja megnehezithetik azok mindségi és mennyiségi meghatarozasat.
Ezekre megoldast nyujthat az offline vagy online kétdimenzios folyadékkromatografias
(2D-LC) modszerek alkalmazasa.



Munkank soran célul tiztiik ki egy- és kétdimenzidos LC-MS bioanalitikai modszerek
Kifejlesztését és alkalmazasat orvos-biologiai kérdések megvalaszolasara analitikali
megkozelitéssel.

A szorongasos rendellenességek a legelterjedtebb betegségek kozé tartoznak,
kialakulasuk a mai napig nem teljesen ismert. A lipidek meghatarozo szerepet jatszanak a
neuralis folyamatokban, ezért az agy lipid Osszetétele jelentdsen befolyéasolja a szubjektiv
érzékelést, a hangulatot és a viselkedést. Ezért célul tztiik ki a szorongd és nem-szorongod
egértorzsek  vérplazma és  agymintainak  foszfolipid  (glicerofoszfoszfatid  és
szfingofoszfolipid) szintjének vizsgalatat. A vérplazma glicerofoszfatid és szfingfoszfolipid
Osszetételét hidrofil kolcsonhatasi folyadékkromatografidval kapcsolt nagy felbontasu
tomegspektrometrias (HILIC-HRMS) modszerrel hataroztuk meg. A korabbi kutatasi
eredmények rédmutattak a prefrontdlis kéreg, a dorzalis- és a ventralis hippokampusz
agyteriiletek érintettségére a szorongasos megbetegedések kialakulasaban. Ezért vizsgalataink
erre a harom agyteriiletre terjedtek ki. Az agy komplex Gsszetétele miatt, egy 1j, online atfogd
2D-LC-HRMS moddszer kidolgozasaval terveztik a szorongd és nem szorongd egerek
kiilonb6z6 agyi régidinak glicerofoszfoszfatid ¢és szfingofoszfolipid Gsszetételének
tanulméanyozésat.

A dimetiltriptamin (DMT) egy indol alkaloid vegyiilet, amely természetes modon
megtalalhatd novényekben és allatokban. Az endogén DMT szintézise az emlésokben a
triptofan dekarboxilezésével kezdddik, amely soran triptamin keletkezik. Ezt egy metilacios
1épés koveti, amelyet egy metiltranszferaz enzim, pl. indoletilamin-N-metiltranszferaz
(INMT) végez. A masodik enzimatikus metabolizacioval a metiltriptaminb6l DMT
keletkezik. Az INMT szamos szovetben termelddik, igy arra kdvetkeztethetiink, ahol INMT
enzim talalhaté ott endogén DMT is. Az INMT legnagyobb mennyiségben tiidében,
mellékvesében, pajzsmirigyben és az agyban termelddik. A szomatikus sejtek altal termelt
DMT-rdl kidertiilt, hogy oxidativ stressz hatasara vagy oxigénhianyos koriilmények kozott a
koncentracidja megnd. A kisérleti allatokba beadott nagyobb mennyiségli DMT csokkentette
az agyi infarktus kialakulasat. Céljaink kozott szerepelt az intravénas infuzidval bejutatott
patkany agy- ¢és vérplazmamintakban. A mennyiségi meghatdrozashoz egy gyors, célzott
kétdimenzids folyadékkromatografiaval kapcsolt, nagy felbontast tandem

tomegspektrometrias (2D-LC-HRMS/MS) modszer dolgozzunk ki.



A szintetikus kannabinoidok a dizdjner drogok legnagyobb csoportja. Megjelenésiik a
feketepiacon naprél napra valtozik, ezért azonositasuk, illetve a fogyasztids tényének
megallapitasa kiemelten fontos feladat az igazsagiigy és a toxikologia teriiletén. Napjainkban
fontos torekvés, hogy a szintetikus kannabinoidok gyors metabolizacidja miatt az
anyamolekulak mellett azok karakterisztikus metabolitjait is vizsgalni kell. A metil-2-(1-(4-
fluorobutil)-1H-indol-3-karboxamido)-3,3-dimetilbutanoat (4F-MDMB-BICA) az egyik
legujabb szintetikus kannabinoid, melyet Magyarorszagon a rendérség 2020. augusztus 11-ig
51 kiilonboz6 lefoglalasban azonositott €s fogyasztasukhoz 6sszesen 11 halaleleset kothetd,
az6ta ez a szadm jelentdsen megnovekedett. Munkank soran célul tiiztik ki a 4F-MDMB-
BICA 1. fazisu reakciok soran keletkezett metabolitjainak azonositasat az anyamolekula
human majmikroszémas kezelését kdvetden (in vitro), és a rendorség altal lefoglalt vizelet- és
vérmintakbol (in vivo). Tovabbi célunk kozott szerepelt, a meglévo célzott rutin igazsagiigyi
folyadékkromatografiaval kapcsolt kis felbontasu tomegspektrometrias (UHPLC-MS/MS)
analitikai modszer kibovitése a kivalasztott karakterisztikus 1. fazis anyagcsere soran
keletkezett metabolitokkal. Abbol a célbol, hogy a 4F-MDMB-BICA hasznalatat igazolni
tudjuk azokban az esetekben is, amikor az anyamolekula szintje mind a vérben, mind a

vizeletben a kimutatasi hatar ala csokkent.

2. Felhasznalt anyagok és vizsgalati modszerek

Munkam soran a négy kiilonboz6 bioanalitikai modszerhez, kiilon-kiilon dolgoztunk Ki
folyadék-folyadék extrakcios mintael6készitési eljarasokat. A kisérletek soran alkalmazott
biologiai mintak a kovetkezOk voltak: egér vérplazma ¢€s egéragy, patkany vérplazma és
patkanyagy, human majmikroszoma, human vér és human vizelet. A médszerfejlesztés soran
tobb forditott fazisu és HILIC kromatografias oszlopot teszteltink a kromatografias és a
tomegspektrometrids paraméterek optimalizalasa mellett.

Az analitikai mérések két LC-MS rendszeren torténtek:
e UHPLC-HRMS/MS rendszer: Waters Acquity I-Class UPLC (Waters, Manchester,
Egyesiilt Kiralysag) UHPLC késziilék, amely egy Thermo Scientific Q Exactive Plus
Hybrid  Quadrupol-Orbitrap  (ThermoFisher  Scientific, Waltham, USA)

tomegspektrométerrel van osszekapcsolva



e UHPLC-MS/MS rendszer: Shimadzu Nexera (Kioto, Japan) UHPLC rendszer egy
TSQ Fortis harmas kvadrupol (Thermo  Scientific, Waltham, USA)
tomegspektrométerhez kapcsolva.

Az adatok gyiijtése Xcalibur szoftverrel (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) tortént.
Az atfogé lipidomikai és metabolomikai mérések soran a kapott adatok bioinformatikai
feldolgozasat a Progenesis QI 2.1 (Nonlinear Dynamics, Newcastle, Egyesiilt Kiralysag)
végeztilk. A lipid specieszek azonositasa a LIPID MAPS lipidomikai és a sajat foszfolipid
adatbazisunkkal tortént. A normalizalt adatok ortogonalis részleges legkisebb négyzetek
diszkriminaciés analizisét a SIMCA 14.1 szoftverrel (Umetics, Umea, Svédorszag) végeztik.
A statisztikai t-probahoz a GraphPad Prism 5 statisztikai szoftvert (GraphPad Software Inc.,
La Jolla, USA) hasznaltuk. A félig célzott metabolomikai mérésekkel a lehetséges szerkezet
azonositdsokat manualisan végeztiik el az Xcalibur szoftver Qual Browser programjanak
segitségével. A célzott mérések mennyiségi kiértékeléséhez az Xcalibur szoftverbe integralt

kiértékeld programot hasznaltunk.

3. Uj tudomanyos eredmények

T1. Altalunk Kkidolgozott HILIC-HRMS analitikai médszerrel igazoltuk, hogy a
szorong6d és nem szorongé egerek vérplazma glicerofoszfatid és szfingofoszfolipid

osszetételében szignifikans kiillonbség van.

A szorongd és nem szorongd egértorzsek kitenyésztésével lehetdség nyilik a szorongdsos
megbetegedés molekularis szintli tanulmanyozasara. A szorongasos megbetegedés
egérmodelljénél feltételeztiik, hogy szignifikans kiilonbség van a szorong6 €és nem szorong6d
egerek vérplazma foszfolipid Osszetételében. A feltevés igazolasahoz egy gyors atfogod
HILIC-HRMS modszert fejlesztettiink ki, amellyel 6sszesen 10 lipid osztalyt lefed6 130
foszfolipidet sikeriilt mennyiségileg meghatarozni egérplazmabdl. A 8 szorongd és 8 nem
szorong6 egér vérplazma foszfolipid Gsszetételének Osszehasonlitasakor, a szorongd egerek

csoportjaban a foszfatidil-kolin (PC), foszfatidil-inozitol (PI), lizo-foszfatidil-etanolamin

crer

crer

esetében 33 foszfolipidnél emelkedett szintet, és mindossze a PC 38:4 és a PC 42:6 esetében



figyeltiink meg csokkenést. A legnagyobb eltérést a PI 32:1, PI 36:5, LPE 16:1 és LPE 20:5

esetében kaptuk a két egértorzs Gsszehasonlitasakor.

A foszfolipidspecieszek nevezéktana a kétbetlis roviditésen, a molekuldban helyet foglalo
zsirsavlanc(ok) hossza és a kettds kotések szama alapjan torténik. Példaul a PC 38:4 esetén
egy olyan foszfatidil-kolin osztalyba tartozo molekulardl beszéliink, amely négy darab kettds

kotést tartalmaz a zsirsavlancon és a két zsirsavban 0sszesen 38 szénatom talalhato.

T2. A Kkifejlesztett online atfogoé 2D-UHPLC-HRMS analitikai médszerrel
megallapitottuk, hogy a szorongé és nem szorongé egerek harom agyteriiletének

foszfolipid dsszetételében szignifikans kiilonbség van.

Az Aallatkisérleteknek koszonhetéen sikeriilt feltérképezni a neuralis palyarendszert, amely
kapcsolatba hozhaté a szorongassal. Kutatasunk soran szorongd és nem szorongd egerek
harom agyteriiletének (a dorzalis hippokampusz, a ventralis hippokampusz és a prefrontélis
kéreg) foszfolipid Osszetételét hataroztuk meg egy wjszert, atfogd online 2D-UHPLC-HRMS
kapcsolt technikaval. A 2D rendszeriinkben a HILIC ¢és a forditott fazisa
folyadékkromatografias  elvalasztas online  Osszekapcsolasa két  forditott  fazisu
csapdaoszlopon keresztiil tortént. Igy a mérés soran parhuzamosan tortént a HILIC
effluentben elualodo foszfolipidek dusitasa az egyik csapda oszlopon és a mar csapdazott
foszfolipidek masodik dimenzidban torténd forditott fazist elvalasztasa és HRMS detektalasa.
A 2D mérés soran az elsé dimenzidban a lipid osztalyok HILIC elvalasztasa a foszfolipidek
fejcsoportja alapjan torténik, addig parhuzamosan a masodik dimenzidban az azonos
lipidosztalyhoz tartozo specieszek forditott fazisu elvalasztasa a lipidek zsirsavlanc hosszan
valamint a kettds kotések szaman és elhelyezkedésén alapul. A 40 perces mérés soran 151
foszfolipidet azonosittunk 8 szorongd és 9 nem szorongd egértdrzs harom agyteriiletének
vizsgalatakor. Legjobb tudomésunk szerint ez az elsé alkalom, hogy a szorongasos
betegségek egérmodelljében a kiilonboz6 agyi régiok glicerofoszfatid és szfingofoszfolipid
szintek valtozasardl szamoltak be. A tobbvaltozos statisztikai elemzést kovetéen 37
foszfolipid speciesz mutatott jelentds eltérést a két csoport harom agyteriiletének
Osszehasonlitdsakor. Ezek koziil 20-at azonositottunk a ventralis hippokampuszban, 6-ot a
dorzalis hippokampuszban és 11-et a prefrontalis kéregben. A vizsgalt harom agyrégidban
egységesen a PE 40:5 mutatott szignifikdns kiilonnbséget a két egértorzs

Osszeghasonlitasakor.
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meghatarozasa patkany agyban és plazmaban egy 1j, célzott 2D-UHPLC-HRMS/MS

modszerrel.

A szomatikus sejtek altal termelt DMT-rdl kideriilt, hogy oxidativ stressz hatdsara vagy
oxigénhianyos allapotban (hipoxia) koncentracidja megnd. A DMT feltételezett idegsejteket
védo hatasat agyi és vese iszkémia modellekben alkalmaztak. Kutatasunk soran az intravénas
infazidval bejutatott DMT agyi hipoxia soran fellépd neuroprotektiv hatasanak vizsgalatakor
az exogén DMT koncentracié valtozast kovettik nyomon. A HILIC és a forditott fazisu
kromatografia ortogonalis Osszekapcsolasaval, forditott fazisi csapdaoszlop és HRMS/MS
detektalas segitségével egy érzékeny és szelektiv analitikai modszert dolgoztunk ki, melyet
késdbb sikeresen alkalmaztunk exogén DMT mennyiségi meghatarozdsara plazmaban és
agyszovetben. A modszerfejlesztés soran kidolgozott 0j folyadék-folyadék extrakcios
mintael6készités és a 2D-LC-HRMS/MS moddszer alkalmazésaval, az irodalmi adatokkal
Osszevetve, kisebb mintamennyiség felhasznalasaval jobb kimutatasi hatart értiink el. Az 0j
mintael6készitési modszer tovabbi eldnye, hogy a visszanyerés hatékonysiga a DMT-re
nézve 20-30%-kal jobbnak bizonyult, mint az irodalomban fellelhetd modszerek esetén
meghatarozott értékek. A kapott kedvezobb matrixhatas érékek egyértelmiien jelzik a
mintaelOkészités és a kétdimenzids elvalasztas eldnyét. A szakirodalomban leirt eddigi
egydimenziés moddszerekhez képest rovidebb, minddssze 10 perces teljes analizis idejii
modszert fejlesztettiink ki. A kidolgozott bioanalitikai moédszer tovabbi elénye, hogy a belsd
standardként hasznalt o-metiltriptamin, a masodik dimenzioban azonos retencids iddvel
elualodott a DMT-vel, igy a detektalas soran mind a két vegyiilet esetében a mérés soran
fellépé matrixhatas azonos mértékii volt. A kapott mennyiségi mérési eredmények alapjan
megallapitottuk, hogy a DMT kezelés hatasara az oxigénhianyos allapot fellépése utan az
DMT koncentracioja a vérplazméaban csokkent, €s a kezelés hatdsara a DMT mennyisége
megndtt az agyban. A kisérletek sordn nem tudtuk megerdsiteni az endogén DMT jelenlétét
sem az agyban sem a plazméaban. Az elért eredmények alapjan elmondhatd, hogy az yj

analitikai modszert sikeres alkalmaztuk kisérleti allatok terapias céllal beadott DMT

crer



T4. A AF-MDMB-BICA legujabb szintetikus kannabinoid metabolitjainak leirasa in
vitro human majmikroszémaban, in vivo human vér- és vizeletmintaban egy komplex
analitikai megkozelitéssel, amely atfogo LC-HRMS, félig célzott LC-HRMS/MS és
célzott LC-MS/MS analitikai médszerekbél allt.

A dizajner drogok fekete piaca gyorsan valtozik, igy az ujonnan megjelent szintetikus
kannabinoidok mieldbbi azonositdsa €és mennyiségi meghatirozasa a fogyasztas tényének
megallapitasahoz elengedhetetlen. A szintetikus kannabinoidok gyors metabolizacidjanak
eredményeként sok esetben a fogyasztasuk beismerése ellenére nem sikeriilt azonositani az
anyamolekuldkat sem vér- sem pedig vizeletmintakban. A munkank soran a 2020-ban
Magyarorszagon megjelent 4F-MDMB-BICA szintetikus kannabinoid 1. fazisu atalakulasok
metabolitjainak azonositasat tliztiik ki célul. Kutatasunk soran uj analitikai megkozelitést
alkalmaztunk a metabolitok meghatarozasara, mely egy atfogd LC-HRMS, félig célzott LC-
HRMS/MS és egy célzott rutin LC-MS/MS analitikai modszerekbdl épiilt fel. Az in vitro
mintak atfogé LC-HRMS mérése soran kapott adatokat a Progenesis QI program segitségével
dekonvolvaltuk. A feldolgozott HRMS adatok statisztikai kiértékelésével azonositottuk a
majmikroszémas kezelés soran képzodo uj vegyiileteket. A lehetséges 1. fazisi metabolitok
szerkezeti igazolasahoz félig célzott LC-HRMS/MS modszert alkalmaztunk in vitro és in vivo
mintdk esetében. A lehetséges szerkezetek meghatarozdsdhoz a HRMS/MS spektrumokat
leirt hasonl6 szerkezetli szintetikus kannabinoidok fragmentaciés mechanizmusan alapult. Az
1) megkdzelitéssel elséként sikertiilt leirnunk a 4F-MDMB-BICA in vitro és in vivo |. fazist
reakciok soran keletkezett metabolitjait. Az 1. fazist anyagcsere soran a 4F-MDMB-BICA
négy fO szerkezeti elemén, a magon, a farkon, a kapcsold és kapcsolt csoporton szdmos
biotranszformaciot azonositottunk, gy mint az észter hidrolizis, dealkilezés, oxidativ
defluorozés, dehidrogénezés, egyszeres €és kétszeres hidroxilezés, amidhidrolizis, karboxilezés
¢s ezek kombinacidja. Az igazsagiigyi gyakorlatban altalanosan elfogadott, hogy a vizsgalt
célvegyiilet két karakterisztikus metabolitja elegendd az adott vegyiilettel vald visszaélés
igazolasara. fgy a munkank a human vizelet és vérmintak félig célzott LC-HRMS/MS mérése
soran kapott eredmények alapjan mind a két testfolyadék elsddleges biomarkereként az
¢észterhidrolizis metabolitot valasztottuk ki. A tovabbi megerdsitéshez masodlagos
karakterisztikus metabolitoként, a vizeletben a mono-hidroxilalt, mig vérben az észter

hidrolizalt+dehidrogénezett metabolikus termékeket jeloltik ki.
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T5. A 4F-MDMB-BICA fogyasztasanak igazolasara a karakterisztikus metabolitok

mérését atiiltettiitk a mar meglévé célzott LC-MS/MS médszeriinkbe.

A mar meglévé UHPLC-MS/MS igazsagiigyi analitikai modszeriinket tovabbfejlesztettiik,
hogy alkalmas legyen a 4F-MDMB-BICA szintetikus kannabinoid anyamolekula mennyiségi
¢s a kivalasztott karakterisztikus metabolitok mindségi meghatarozasara vizelet- ¢és
vérmintakbol. A 6 perces analizis soran 32 vizsgalt szintetikus kannabinoid (anyamolekula és
metabolitok) célionjai és kiséréionjai mellé igazitottuk a 4F-MDMB-BICA anyamolekula és a
harom kivalasztott metabolit atmeneteit. A 4F-MDMB-BICA mennyiségi méréséhez
meghataroztuk a foébb validalasi paramétereket tigy, mint a kimutatasi hatart, a meghatarozasi
hatart, a linearitast, a pontossagot, a precizitast, a visszanyerést, a matrixhatast ¢s a teljes
folyamathatékonysagot. A kapott validalasi eredmények igazoltak, hogy a célzott LC-MS/MS
modszer és a hozza kapcsoldodd mintaeldkészitési eljardsok alkalmasak a 4F-MDMB-BICA
vizelet- és vérmintakbol torténé mennyiségi analizisére. Kovetkezd 1épésként meghataroztuk
a 4F-MDMB-BICA anyamolekula koncentraciojat két vér- és 6t vizeletmintaban. A kapott
eredmények alapjan megéllapitottuk, hogy amig a két vizsgdlt vérminta esetében a 4F-
MDMB-BICA szintje mennyiségileg meghatarozhat6 volt (0,920 ng/ml és >10 ng/ml), addig
az ot vizsgalt vizeletmintabol egy esetben tudtuk detektalni az anyamolekulat (0,970 ng/ml).
Mindemellett a kivalasztott karakterisztikus metabolitokat az Osszes vér- és vizeletminta
esetében ki tudtuk mutatni. Ami jol mutatja, hogy a szintetikus kannabinoidok kimutatasanak

metabolomikus megkozelitése fontos az igazsagagiigyi és toxikologiai gyakorlatban.

4. Az eredmények gyakorlati hasznositasa

A dolgozatomban bemutatott Gj bioanalitikai modszereket sikeresen alkalmaztuk a
kutatasok soran felmeriilé orvos-bioldgiai kérdések megvalaszolasara. A kifejlesztett egy- és
kétdimenzids analitikai modszereket egyrészrol hatékonyan alkalmaztuk agyi és vérplazma
foszfolipid szintek meghatarozasara, masrészrdl a kapott eredmények egyértelmiien igazoltak
a foszfolipidek szerepét a szorongdsos megbetegedések egérmodelljében. Egy gyors és
megbizhatd célzott kétdimenzids bioanalitkai modszert dolgoztunk ki, amelyet sikeresen
hasznaltunk az iszkémia soran fellépd sejtkarositd hatas csokkentése céljabol adagolt DMT

crer

tovabbi biologiai kisérletek bizonyitottdk, hogy a kisérlet sordn intravénasan adagolt DMT
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kivédte az iszkémias sejtkarosodast. Az alkalmazott atfogd ¢és félig célzott analitikai
megkozelitéssel azonositottuk a 4F-MDMB-BICA legujabb szintetikus kannabinoid in vitro
és in vivo |. fazisa reakciok soran keletkezett metabolitjait. Meghataroztuk a 4F-MDMB-
BICA karakterisztikus metabolitjait, amelyek deteketalva egyértelmiien igazolhatd vérbol és
vizeletb6l a szer haszndlata fiiggetleniil az anyamolekula detektdlhatosagatol. Az
anyavegyiilet és a kivalasztott metabolitokkal tovabbfejlesztettiik a meglévd célzott analitikai

modszeriinket, amelyet azota sikeresen alkalmazunk az igazsagiigyi gyakorlatban.
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