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Possono derivare da modifiche a
carico di altre droghe (classiche

o NPS) o di prodotti
farmaceutici, proponendosi
come alternative legali alle
sostanze psicoattive illecite

“tradizionali”.

'

o dif . mercato
NPS ecentemente
>ntat notivo di seria
prec 1pazi e. Durante la cr..
pandemica di COVID-19
l'accesso alle droghe tradizionali
¢ modificato spostando il
consumo le NPS.
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La diffusione incontrollata di
NPS preoccupa a causa delle
loro caratteristiche
tossicologiche ancora poco
conosciute e per le continue
modifiche apportate alla loro
struttura chimica al fine di
evitare problemi normativi.



Monitoraggio delle NPS ~ Fensie

Numero di nuove sostanze psicoattive segnalate per la prima volta al
sistemadi allarme rapido dell'UE, per categoria, 2005-2024
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Nuove NPS ogni anno:
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} 47 nuove NPS nel 2024
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| 26 nuove NPS nel 2023
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Year
Cathinones Cannabinoids ® Opioids ® Benzodiazepines
® Aminoindanes Arylalkylamines

Arylcyclohexylamines Other substances

Phenethylamines @ Piperazines Piperidines and pyrrolidines @ Tryptamines

® Plants and extracts

New psychoactive substances — the current situation in Europe (European Drug Report 2025) |

www.euda.europa.eu. (n.d.). https://www.euda.europa.eu/publications/european-drug-report/2025/new-
psychoactive-substances_en
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HPLC-MS(/MS)

* Golden standard per analisi di NPS .n

* Alta e bassarisoluzione
e Caratterizzazione delle NPS - I u '

* Lamodalita MRM - analisi quantitative in modalita target

1>



o . L. ..
& Tipologie di analisi FLIRENSIC
LC-MS/MS

Con standard di

— no standard di no standard
riferimento

riferimento

— — 1
Elenco degli ioni Elenco degli ioni Filt . i t
target sasnetti iltraggio automatico
della massa esatta e
| rilevamento dei picchi
Corrispondenza Corrispondenza della |
della massa con lo massa con un valore Adattamento di
standard di teorico formule elementari
riferimento mediante filtraggio
euristico di formule
Corrispondenza del molecolari
Corrispondenza Rt pattern isotopico
con la norma di misurato e teorico
riferimento Ricercg strgttura in
libreria
Corrispondenza dell'Rt I
Corrispondenza misurato con I'Rt Corrispondenza dell'Rt
dello spettro MS/MS previsto misurato con I'Rt
con lo standard di previsto dei riscontri
riferimento . della libreria
Corrispondenza della
. s : .
frarr:ir:l?rr]at;z:)greel\\//il;/aM Corrispondenza della Interpretazione dello
frammentazione MS/MS spettro MS/MS

misurata e prevista dei
DOI: 10.1007/s00216-017-0441-4 riscontri della libreria 5



https://doi.org/10.1007/s00216-017-0441-4
https://doi.org/10.1007/s00216-017-0441-4
https://doi.org/10.1007/s00216-017-0441-4
https://doi.org/10.1007/s00216-017-0441-4
https://doi.org/10.1007/s00216-017-0441-4
https://doi.org/10.1007/s00216-017-0441-4
https://doi.org/10.1007/s00216-017-0441-4

Scopo del lavoro FARENSIC

Sviluppo di un approccio analitico avanzato per il target e il suspect screening di
sostanze d’abuso, comprese le NPS, in matrice salivare.

~ ~N ~ ~ ~ ~ ~ ~
Sviluppo metodo Approceio Modello di Applicazioni su
HPLC-MS/MS suspect redizione t campioni reali
screening P zione ty P
| / - _J - Y, - ),
87 Standards e Suspect list: «  Modello QSRR 0 In.dividuazio.ne
>150 sostanze di due nuovi
Qtrap-6500+ As-MRM-IDA-EPI composti

As-MRM
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Matrice FLARENSIC
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Saliva Vantaggi Applicazioni
* 99% acqua * Raccolta facile _ * Monitoraggio terapeutico dei farmaci
* 1% di sostanze organiche e * R!sch|o minimo d.l adulterazione * Indagini «guida sotto I'effetto di
inorganiche * R|Ievamer:jto dell'uso recente sostanze stupefacenti»
. A * Presenza di composto progenitore * Programmi di test antidroga sul posto
Elementi non salivari » Rapporto noto tra liquidi orali e di lavoro
*Secrezioni, residui di cibo sangue + Antidoping

eCellule epiteliali desquamate
. . WINDOWS OF DETECTION
*Microrganismi

eSiero

ORAL FLUID

Minutes Hours Weeks Months




Procedura analitica

RACCOLTA DEL
CAMPIONE

REPARAZIONE DEL

PRECIPITAZIONE PROTEICA CAMPIONE

25 pL sample Precipitazione proteica %
+ 100 pL MeOH:AcN (+midMIX)
Q E’ (o]
o o
Centrifugazione
ANALISI HPLC- e diluizione 1:1 con H,0

MS/MS

Target + suspect
screening
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Metodo HPLC-MS/MS FI(RENSIC
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Sistema LC Exion
Spettrometro di massa Sciex Qtrap 6500+

87 standard analitici + 11 IS-d

altro 222;
7% fentanili
20% 2.0e7
oppioidi 1.8e7
11% -
ZF 1.6e7
2
Z 147
catinoni benzodiazepine 8 1207
11% 6% 1.0e7 |
alc;::ldl 6006
[1B8.Conc [JA Conc 6.0e6 ‘
100 4,066 n |
cannabinoidi fenetilamine o 2.0e6 | | ‘P! M\ ' \ [
sintetici e 14% o H20+ 0,1 oo \ M)} LA UL f\ M s o AL
naturali 28% 60 % HCOOH 0 2 4 6 8 Time. m1i2 12 14 16 18
%%
40
MeOH:ACN +
0,1% HCOOH
U 0.00 3.60 7.20 min 10.80 14.40 18.00

Colonna: Kinetex® Polar-C18, 100 A, 100x2.1, 2.6 pm 9



Sviluppo e ottimizzazione del metodo  gensic
target in MS/MS

MRM > s-MRM E— As-MRM

e MRM Windows 60 s *  DwellWeight
o Massa del precursore Q1 e del . .
(tempo assegnato a clascuna transizione

o Dwell Time impostato
prodotto Q3 in base alla sua abbondanza)
dal software
¢ DP, EP, CE, CXP . Trigger Threshold
Y N=174 - Dwell Time tungo o . .y
(limite al di sopra del quale viene acquisita

(tempo necessario per la seconda transizione MRM)
l'acquisizione di una . Dynamic Extended Window

transizione)
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As-MRM

Maggior flessibilita

ID Drug Name MRM window (sec) | Trigger Treashold | Extension Treshold | Dwell Weght | Q1 resolution | Q3 resolution
35| Norbuprenorfina 30 455 1519 5 High High
36 Metadone 30 126450 421500 1 Unit Unit
47 Metilone 30 5439 18130 2 High High
48 Mefedrone 30 4932 16440 2 High High
49| 2-MeoMet-Catinone 30 25611 85370 2 High Unit
50 Bufedrone 30 4590 15300 2 High High
51 Butilone 30 3060 10200 3 Unit High
52 a-PVP 30 4461 14870 2 High High
1416
1420
4000
e

ol

14.0

me,

v

14.5

min
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MRM Detection Window

Trigger Threshold

Le transizioni MRM secondarie vengono attivate da quelle primarie quando il
composto in eluizione supera una soglia preimpostata

Dynamic Extended Window

Aumento automatico della finestra di acquisizione per qualsiasi transizione MRM
con intensita superiore a una soglia specificata

Dwell Weight

Il tempo di permanenza desiderato assegnato a ciascuna
transizione MRM deve essere espresso come fattore
relativo

Q1/Q3 Resolution

Il rapporto sensibilita/specificita puo essere personalizzato
per ciascun analita, garantendo flessibilita del metodo

11
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Approccio suspect screening

arilcicloesilamine 2% WO rk fl.OW

benzodiazepine

cannabinoidi
sintetici 17%
oppioidi sintetici
21% ANALISI
COMPOSTI

TARGET

Composti nitazenici
Fentanili

catinoni 27%
altro 7%

SVILUPPO
METODO
PREDITTIVO

triptamine 7%

fenetilamine 10% derivati della
ketamina 3%

70 NPS aggiunte al metodo suspect

ANALISI
a4 %) @ m/z 492 COMPOSTI
l ‘ . —® —— 4,90 A m/z289 SUSPECT
IDA -6 — ¢ " & m/z97
T —— & & m/z275
Q1 q2 Qa/uT $ mzaze
APPLICAZIONE
SU CAMPIONII
e 1 A . REALI
Modalita di acquisizione:

As-MRM-Information Dependent Acquisition - Enhanced Product lon

12



Quantitative Structure Retention Relationship (QSRR) F&RENSIC

Rt previsto attraverso un
modello QSRR

for analytes included inthetraining set

F

JChem for Excel wasusedto generate
descriptors for each SMILES string

2

Xcaiculated — Xmin

Xmax ~ Xmin

pid
(descriptor with intercorrelation >0.7 are
filtered out at this stage)
8
to modeltherelaionship between Rt and
molecular destriptors

3

for analytes included inthe validation set
and suspect screening method.

Training set: 87 analiti target AR EERTIEE

e LogD (pH=5)

* Rifrattivita

* Numero di anelli alifatici a 5 termini
e Numero di anelli alifatici a 6 termini
e Numero di siti accettori dilegame H
* Numero di siti donatori di legame H

16
y=0,8877x+0,8822

14 R?=0,8877 . . -;.a
° - e
L ]
12 P ..O‘ % °
- 10 .8
O A
g 8 °® \“"o
® * 2%
° .- ‘ ®
B . o”o .
P
2
0
2_ 0 2 4 6 8 10 12 14 16
R 0’8877 Rt reali

Errore assoluto medio=0,81 min 13



Analisi di screening e conferma in loco F&RENSIC
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Statistiche 2022-2024 FERENSIC

Eta

sostanze

= 2002-1992
m THC = Cocaina m Oppiacei = Amfetamina

1992-1982

1982-1972

Regioni

" 1972-1962

1962-1952

Valle Abruzzo,

Veneto, 7.73% Calabria,

1 >1952
14.43% 5.70%

Umbria, | d'aosta,
11.48% 7.69% :
Campania,

Trentino Alto 15.50%
adige, 11.70%

Emilia

Romagna,
0,
9.20% 15.05% Sesso
Friuli

Sicilia, 10.99% 3 = Maschi = femmine
Venezia

Giulia,
8.58%

Sard : .
::1 :gg:/‘oa Lazio, 11.94%
Puglia, 14.07% Llngt::la

Lombardia,

Piemonte, 12.32%
8.96% Molise, Marche,
11.11% 11.90%

15



Risultati As-MRM RIS

~300 campioni

MDMA _metadone 50

Ketamine
5% 45
Morfine 40
1% S35
£ 30
Amfetamine S
7% o 25
S 20
Cocaine £
15
46% 2
10
i ]
0 m — |
0-500 500-1000 1000-5000 >5000
concentrazione in ppb
THC PP
36%
m Cocaine mBEG mN-COC THC
M Cocaine MWTHC mAmfetamine ® Morfine ™mKetamine ®MDMA ®mmetadone Analisi quantitativa

Analisi qualitativa
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Analiti suspect individuati tramite |IDA-EPI

3663
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Cromatogramma e spettro di frammentazione di MDPHP in un
campione reale acquisito con modalita As-MRM-IDA-EPI

O

O

0]
N

MDPHP

DOI: 10.1016/j.talanta.2017.11.020
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. 30;5_ (280 (30): Exp o min from Sample | )_SRS.wiff (Turbo Spray . = -2901
o Tr predetto: 5,9 min
e 135.0 . .
2465 1 b Tr sperimentale: 6,64 min
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2005 F 2191
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Analiti suspect individuati tramite IDA-EPI ﬁ";}{"s'i';'vs.'&

Tr predetto: 12,31 min

- i Tr sperimentale: 13,31 min
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Cromatogramma e spettro di frammentazione di 9R-HHC in

un campione reale acquisito con modalita As-MRM-IDA-EPI
18



In conclusione FEARENSIC

* La saliva sierivelata una buona matrice per l'investigazione d'abuso di sostanze
stupefacenti

* Metodo multi-target efficiente
* Modello QSRR affidabile

* |Individuazione Rapida di nuove NPS immesse sul mercato

19



Vantaggi FLIRENSIC

v" Individuazione facile e rapida di composti suspect in assenza di standard di riferimento

v Analisi con elevata sensibilita che consentono di ottenere spettri di frammentazione
direttamente confrontabili con quelli presenti in letteratura

Prospettive future

Estensione del metodo per analisi di nuove sostanze emergenti

20
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