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Wykrywanie substancji psychotropowych we krwi metoda

LC/MS/MS

Streszczenie

Z roku na rok obserwuje sie wzrost zjawiska zazywan
nia sie problemu zwigzanego z uzaleznieniem, jak rownie

ia srodkéw uzalezniajgcych. Prowadzi to do pojawia-
z zazywanie srodkow psychoaktywnych stwarza duze

zagrozenie dla uczestnikéw ruchu drogowego. Rozporzadzenie Ministra Zdrowia w sprawie srodkéw dziataja-
cych podobnie do alkoholu oraz warunkéw i sposobu przeprowadzenia badan na ich obecnos¢ w organizmie
cztowieka nakfada odpowiednie kryteria warunkujgce wykonanie badan. Istotnym czynnikiem pod wzgledem opi-

niodawczym jest znajomos¢ budowy chemicznej substan

cji nalezgcych do poszczegoélnych grup srodkéw uza-

lezniajgcych, ich przemian metabolicznych, ktére zachodzag w ustroju, jak rowniez dziatania na organizm. Ma to
na celu pomaéc w prawidtowej interpretaciji uzyskiwanych wynikéw badan analitycznych.

Stowa kluczowe substancje psychoaktywne, chromatografia, spektrometria mas, identyfikacja

Wstep

Zjawisko zazywania $rodkéw uzalezniajgcych
jest z roku na rok coraz bardziej powszechne. Przyj-
mowanie $rodkow odurzajgcych moze skutkowac
zatruciami, w tym zatruciami przewlektymi. Z czasem
zazywanie substancji psychoaktywnych wywotuje
uzaleznienie o charakterze fizycznym i psychicznym,
charakteryzujgce sie m.in. rozwojem zjawiska toleran-
cji, zwigkszeniem dawek przyjmowanych substanciji,
nieskutecznymi prébami zmniejszenia tych dawek lub
przerywania stosowania oraz wystepowaniem obja-
wow odstawiennych. Problem przyjmowania $rod-
kéw psychoaktywnych stwarza duze zagrozenie dla
uczestnikédw ruchu drogowego. Na mocy kodeksu
karnego (art. 178a) zabronione jest prowadzenie
pojazdéw mechanicznych pod wptywem srodka odu-
rzajgcego [1].

Prawo o ruchu drogowym [2] oraz Kodeks wykro-
czenh [3] zakazujg prowadzenia pojazdow w stanie po
uzyciu $rodka dziatajgcego podobnie do alkoholu.
Nalezy rowniez zaznaczy¢, ze Sad Najwyzszy uchwatg
z dnia 27 lutego 2007 roku rozstrzygnat interpreta-
cje pojecia ,$rodka odurzajgcego” w rozumieniu art.
178a Kodeksu karnego oraz ustawy z dnia 29 lipca
2005 roku o przeciwdziataniu narkomanii (Dz.U. nr
179 poz.1485). Zgodnie z tg uchwatg pojecie srodka
odurzajgcego obejmuje nie tylko srodki odurzajace

wskazane w tej ustawie, lecz réwniez inne substancje
pochodzenia naturalnego lub syntetycznego dziata-
jace na osrodkowy uktad nerwowy, m.in. psychotro-
powe, ktérych uzycie powoduje obnizenie sprawno-
Sci w zakresie kierowania pojazdem. Rozporzgdzenie
Ministra Zdrowia w sprawie $rodkéw dziafajgcych
podobnie do alkoholu oraz warunkéw i sposobu prze-
prowadzania badan na ich obecnos¢ w organizmie
czfowieka naktada odpowiednie kryteria warunkujgce
wykonanie badan [4]. Konieczne jest spetnienie odpo-
wiednich wymagan analitycznych pozwalajacych na
oznaczenie Srodkow psychoaktywnych w materiale
biologicznym w zakresie odpowiednich stezen gra-
nicznych. Zgodnie z przywotanym rozporzgdzeniem
w pobranej prébce krwi oznacza sie 5 grup srodkéw
dziatajgcych podobnie do alkoholu:

e morfine — dla ktérej ustalono granice oznaczalnosci

(LOQ) na poziomie 20 ng/ml
e amfetamine i jej analogi, w tym metylenodioksy-

metamfetamine — LOQ 50 ng/ml
e kokaine i jej metabolit benzoiloekgoning — LOQ 50

ng/mi
e delta-9-tetrahydrokanabinol — LOQ 2 ng/ml
e benzodiazepiny [4].

Bardzo wazne jest ujednolicenie przepiséw doty-
czacych interpretacji analizy toksykologicznej bada-
nego materiatu biologicznego, w tym prébek krwi
pobranych od kierowcdw na obecnos¢ srodkow
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dziatajgcych podobnie do alkoholu w odniesieniu
do standw — po uzyciu i pod wptywem dziafania tych
srodkéw. Podstawg do wysunigcia propozycji ujedno-
licenia tych przepiséw byto uczestnictwo Polski w naj-
wiekszym programie naukowo-badawczym w Unii
Europejskiej w obszarze bezpieczenstwa ruchu dro-
gowego, jakim byt program DRUID - DRiving Under
the Influence of Drugs, Alcoho! and Medicines, ktory
zakonczyt sie w 2011 roku. W programie uczestniczyto
19 krajow cztonkowskich, 37 roznych instytucji i ponad
200 ekspertow. Gtownymi celami programu byty:
e diagnoza problemu prowadzenia pojazdu po spo-
zyciu alkoholu, narkotykéw i wybranych lekéw
e OCcena zagrozeh zwigzanych z pojawieniem sie

w ruchu drogowym tych substancji
e ustalenie progéw dla roéznych nielegalnych sub-

stancji psychoaktywnych, powyzej ktérych prowa-

dzenie pojazdu powinno by¢ zakazane
e ocena i wybor najlepszych metod wykrywania sub-
stancji psychoaktywnych w organizmie kierowcow
e okreslenie najlepszych strategii dziatania wobec
kierowcéw, ktorzy zostali zatrzymani za prowa-
dzenie pojazdu po zazyciu zakazanej substancji
psychoaktywnej.

Celem badan DRUID w Polsce byto okreslenie
skali rozpowszechnienia alkoholu, lekow i narkotykow
w populacji kierowcow i odniesienie do innych krajéw
uczestniczgcych w programie DRUID [5]. Biorgc pod
uwage wyniki programu DRUID, praktyke opiniodaw-
Czg oraz granice analityczne stosowanie w 11 krajach
europejskich, w listopadzie 2012 roku w Krakowie
grono analitykéw, lekarzy i prawnikow ustalito polskie
granice analityczne wartosci progéw dla stanu po uzy-
ciu i pod wptywem dziatania srodkéw dziatajgcych
podobnie do alkoholu dla potrzeb opiniowania dla
celow sgdowych. Wartosci opublikowano w materia-
tach konferencyjnych XXX Konferencji Toksykologéw
Sadowych [6] (patrz tab. 1).

Istotnym pod wzgledem opiniodawczym czynni-
kiem majacym na celu prawidiowa interpretacje uzy-

Tabela 1
Propozycje granic analitycznych i wartosci progéw
dla stanu po uzyciu i pod wptywem

skiwanych wynikow badan analitycznych jest rowniez
znajomos¢ budowy chemicznej substancji nalezacych
do poszczegodlnych grup Srodkow uzalezniajgcych,
ich przemian metabolicznych zachodzgcych w ustroju
oraz dziatania na organizm. Temu poswiecono pierw-
szg czesc¢ artykutu. W drugiej zas opisano metode
analityczng opracowang w Zaktadzie Badan Anty-
dopingowych (ZBA) Instytutu Sportu, wykorzystywang
do analizy probek krwi na obecnos¢ narkotykow i sty-
mulantow. Metoda oparta na wysokosprawnej chroma-
tografii cieczowej sprzezonej z tandemowg spektrome-
trig mas pozwala na identyfikacje prawie 30 substanciji.

Charakterystyka poszczegoélnych grup
srodkow odurzajgcych

Opiaty

Opium zawiera okoto 20 alkaloidéw nalezgcych do
dwoch grup, takich jak:

o alkaloidy fenentrenowe (morfina, kodeina, tebaina)
e alkaloidy izochinolinowe (papaweryna, narkotyna

[noskapina], narceina) [7].

Sposrod tych alkaloidow najwieksze znaczenie
majg morfina, kodeina i tebaina, ktéra nie ma dziatania
narkotycznego, ale stuzy do produkcji innych zwigz-
kow psychoaktywnych [7].

Osoby uzaleznione przyjmujg opiaty przez wdy-
chanie, palenie, iniekcje podskorne i dozylne. Objawy
dziatania widoczne na zewnatrz to m.in.:

e obojetnosé, sennos¢, spowolnione ruchy

e zaburzenia motoryczne

e zaburzenia $wiadomosci (euforia) tzw. haj (3-6
godz.)

wystgpienie napadu drgawek

czeste oblizywanie warg (suchos¢ w ustach)
ekstremalnie zwezone zrenice (szpilkowate)
obwiste powieki

zaburzenia w oddychaniu

niewyrazna mowa.

Charakterystyka morfiny

Morfina uznawana jest za najwazniejszy psycho-
aktywny sktadnik opium. Wywotuje zjawisko tolerancji
oraz uzaleznienia psychicznego i fizycznego. Nasila
dziatanie innych Srodkéw dziatajgcych depresyjnie na
osrodkowy uktad nerwowy, np. lekdéw uspokajajacych,
nasennych, psychotropowych oraz alkoholu. Dziata-
nie morfiny jako $rodka silnie przeciwbdlowego nasila
sie wraz ze wzrostem dawki. Czas przeciwbolowego
dziatania morfiny r6zni sie od drogi podania i wynosi
po podaniu doustnym 4-6 godzin, po podaniu dood-
bytniczym i podskérnym — okoto 4 godzin, a doka-
natowym od 24 do 48 godzin [8]. Morfina wystepuje
W organizmie w postaci wolnej i sprzezonej. W moczu
ludzkim jest identyfikowana w 10% w postaci wolnej
oraz w 75% w postaci 3-glukuronidu morfiny o okresie

Wartos¢ stezenia
Granice progowego [ng/ml]
Substancja | analityczne dla stanu
[ng/mi] po pod
uzyciu wpiywem
THC 1 1-2,5 >25
Amfetamina 25 25-50 >50
i pochodne
Kokaina 10 10-20 >20
Benzoilo- 100 > 100 nie ustalono
ekgonina
Morfina 10 10-25 > 25
2
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potowicznego wydalania do 4 godzin. Pozostatg czgs¢
stanowi 6-glukuronid, 3-etero-siarczan i 3,6-diglu-
kuronid morfiny. Wymienione metabolity sg rowniez
obecne we krwi i w osoczu [7]. Dawka Smiertelna
wynosi 120-250 mg — przy podaniu doustnym, a okoto
70 mg przy dozylnym [8].

Charakterystyka heroiny

Heroina jest ponad dwukrotnie silniejszym srodkiem
przeciwbélowym niz morfina. Efekt dziatania jest duzo
szybszy, ale bardziej krotkotrwaty niz w przypadku
morfiny ze wzgledu na lepszg rozpuszczalno$¢ w lipi-
dach i fatwiejsze przechodzenie przez barierg krew-
mozg. Heroina wystepuje rowniez jako mieszanina
z innymi narkotykami, np. speedball (szybka pitka),
czyli mieszanina heroiny ze stymulantami — kokaing
albo amfetaming.

Heroina w organizmie ulega bardzo szybkiemu
metabolizmowi, a jej okres pottrwania wynosi zaledwie
2-3 minuty. Metabolizm heroiny obejmuje:

e dwustopniowg deacetylacje do 6-acetylomorfiny,

a nastepnie do morfiny
e N-demetylacje do normorfiny (aktywno$¢ podobna

do morfiny, ale stabsza)

e sprzeganie z kwasem glukuronowym i siarkowym.

Gfownymi metabolitami heroiny wystepujgcymi
w moczu przez 20-40 godzin po podaniu dozylnym
sg: 3-O-glukuronid morfiny (38,2% dawki), 6-O-mono-
acetylomorfina (1,3%), wolna morfina (4,2%) oraz
niezmieniona heroina (0,1%). Inne glukuronidy mor-
finy oraz normorfina powstajg z heroiny w znikomych
ilodciach [7]. W moczu po spozyciu heroiny czesto
wystepuje rowniez kodeina. Nie jest ona metabo-
litem heroiny, ale powstaje w wyniku deacetylacji
acetylokodeiny stanowigcej zanieczyszczenie niele-
galnie produkowanej heroiny. O stosowaniu heroiny
moze $wiadczy¢ takze obecno$¢ w moczu 6-O-mo-
noacetylomorfiny (MAM), jednak metabolit ten udaje
sie wykry¢ jedynie w ciggu 2-8 godzin po przyjeciu
heroiny, gdyz szybko przeksztatca sie w wolng mor-
fing. W przypadku zazywania heroiny dawka dozylna
dla poczatkujgcego biorcy wynosi 5-10 mg, zas przy
silnym uzaleznieniu wzrasta o 20-60 mg, natomiast
dawka Smiertelna wynosi 70 mg przy podaniu dozyl-
nym i 200-500 mg przy zazyciu doustnym [8].

Charakterystyka kodeiny

Kodeina (metylomorfina) to naturalny alkaloid
wystepujagcy w opium. Jest stosowana jako lek
przeciwkaszlowy oraz w mieszankach przeciwbolo-
wych (wykazuje 20% przeciwbdlowg aktywnos¢ mor-
finy). Jako lek kodeina jest podawana doustnie oraz
jako sktadnik ,polskiej heroiny” — dozylnie. Dobrze
wchtania sie z przewodu pokarmowego. Po podaniu
domiesniowym osigga maksymalne stezenie we krwi
po 15-60 minutach, a po doustnym po okoto 1-2
godziny. Kodeina ulega biotransformacji do morfiny
(O-demetylacja) oraz norkodeiny (N-demetylacja).

Kodeina i jej metabolity ulegajg sprzeganiu z kwasem
glukuronowym.

Amfetamina, metamfetamina i ich analogi:
MDMA, MDEA, MDA

Charakterystyka amfetaminy

Amfetamina jest mieszaning racemiczng dwéch
steroizomeréw: prawoskretngo, zwanego D-amfeta-
ming i lewoskretnego — L-amfetaming, r6znigcych sie
miedzy sobg dziataniem fizjologicznym. Wystepuje
w postaci tabletek, kapsutek, pigutek oraz proszku
o barwie biatej, z6ttej, r6zowej czy brgzowej w zalez-
nosci od rodzaju zanieczyszczen i substanciji fatszujg-
cych. Jest przyjmowana doustnie, donosowo, dozyl-
nie i podskornie.

Objawy dziatania przyjmowania amfetaminy to
m.in.:

e niepokdj ruchowy i silne pobudzenie

gadatliwosc¢, nerwowos$¢, drazliwosc

euforia, ale tez wahania nastroju

nadmierne poczucie pewnosci siebie lub nieuza-

sadniony strach

e obiektywna niezdolnos¢ do koncentracji (gonitwa
mysli)

e niezdolnosc¢ do logicznego myslenia

rozszerzone zrenice wykazujgce brak reakcji na

Swiatfo

przy$pieszony oddech

czasami zgrzytanie zebami, szczekoscisk

zaczerwienienie skory twarzy

drzenie mieSniowe, zmeczenie spowodowane bez-

sennoscig

e znaczny spadek wagi (przy diuzszym uzywaniu).

Amfetamina dobrze i szybko wchtania sie z prze-
wodu pokarmowego i tatwo przenika przez bariere
tozyskowsa. Jej okres biologicznego péttrwania wynosi
od 4 do 6 godzin [9]. Jest zazywana w dawkach 5-15
mg/dobe przez poczatkujacych biorcow, a 100-2000
mg/dobe przez osoby przewlekle jg stosujgce. Amfe-
tamina zaczyna dziata¢ po okofo 20 minutach po przy-
jeciu doustnym i jej dziatanie utrzymuje sie przez 2-3
godziny. Maksymalne stezenie w osoczu jest zazwy-
czaj osiggane w ciggu 4 godzin po spozyciu [10]. Nie
wiecej niz 20% amfetaminy wigze sie z biatkami suro-
wicy krwi [10], aw moczu jest obecna w ciggu 20 minut
po zazyciu. 20-30% dawki amfetaminy wydala sie
w postaci niezmienionej, pozostata cze$¢ jako fenylo-
aceton, kwas hipurowy, kwas benzoesowy — produkty
dezaminacji, hydroksylowane metabolity — 4-hydrok-
syamfetamina oraz w formie sprzezonej (25% dawki).
4-hydroksyamfetamina ulega dalszym przemianom
w 4-hydroksynorefedryne [11].

Szybkos¢ wydalania amfetaminy oraz wielko$¢ frak-
cji niezmetabolizowanej rozni sie w zaleznosci od pH
moczu. Przy prawidtowej kwasowosci moczu (pH 5-7)
w ciggu doby wydala sie okoto 30% dawki, jesli mocz ma
odczyn kwasny wydalanie wzrasta do okoto 78%, a gdy
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zasadowy — maleje do okoto 45%. Doustna dawka amfe-
taminy w ilosci 10 mg odpowiada stezeniu we krwi 35 ng/
ml, 25 mg — 41 ng/ml, a 30 mg odpowiada 111 ng/ml [8].

Nalezy réwniez zwréci¢ uwage na to, ze amfetamina
moze powsta¢ w organizmie w procesie metabolizmu
niektérych zwigzkow wchodzacych w sktad lekow
dostepnych na recepte, np. selegiliny, a takze niedo-
stepnych w Polsce, np. mefenoreksu czy fenpropo-
reksu.

Charakterystyka metamfetaminy

Metamfetamina wystepuje w postaci chlorowo-
dorku, ktory jest biatym proszkiem o gorzkim smaku
dobrze rozpuszczalnym w wodzie. Dostgpna jest
takze w formie tabletek. Narkotyk ten przyjmuje sig
doustnie, dozylnie, wdycha przez nos albo pali. Czy-
sty chlorowodorek metamfetaminy nadajgcy sie do
palenia wystepuje w postaci przezroczystych, btysz-
czacych krysztatow, przypominajgcych l6d (odmiana
ice). Efektywnosé metamfetaminy zalezy od drogi
przyjecia. Natychmiast po przyjeciu dozylnym lub
paleniu wystepuje intensywne pobudzenie, tzw. rush
lub flash. Natomiast wciggniecie przez nos lub potknie-
cie wywoluje stabszg euforig, tzw. high, ktdra pojawia
sie po 3-5 minutach od przyjecia doustnego oraz po
15-20 minutach po zazyciu donosowym. Poczatkowe
objawy zazywania narkotyku wywotujg takie reakcje
jak: pobudzenie, przyspieszenie oddechu, obnizenie
taknienia, podwyzszenie temperatury ciata. Z czasem
ujawniajg sie bole w klatce piersiowej, nadcisnienie
tetnicze, napady drgawkowe, uszkodzenie drobnych
naczyn moézgowych prowadzace do udaru moézgu.
Osoby naduzywajgce metamfetaminy zachowujg sie
agresywnie, cierpig na bezsennosc¢, odczuwajg staty
niepokoj. Zazywanie tej substancji wywotuje silne uza-
leznienie.

Okres biologicznego poéttrwania metamfetaminy
wynosi 10 godzin dla wszystkich drég podania. Okoto
44% dawki wydala sie w postaci niezmetabolizowane;.
Od 6 do 20% dawki ulega N-demetylacji do amfeta-
miny, a okoto 10% hydroksylacji do 4-hydroksy-
amfetaminy. Réwniez w przypadku tej substancji pH
moczu ma wptyw na szybkos¢ i procentowsg ilos¢
wydalanej substancji z organizmu [11].

Psychoaktywne analogi strukturalne amfetaminy
i metamfetaminy powstaly przez wprowadzenie
cyklicznego ukfadu dioksymetylenowego ztozonego
z dwoch atomow tlenu i grupy metylenowej. W wyniku
tego otrzymuje sie pochodne takie jak 3,4-metyleno-
dioksymetamfetamina (MDMA), 3,4-metylenodioksy-
-N-etyloamfetamina (MDEA) oraz 3,4-metylenodioksy-
amfetamina (MDA). W 1986 roku Nichols wprowadzit
specjalny termin ,entaktogeny” majacy na celu okre-
Slenie tych zwigzkow. Termin ten wywodzi sie od grec-
kiego stowa endon (wewnatrz) oraz tacinskich genero
(rodzi¢) i tactus (dziatanie), co oznacza ,dziatanie od
srodka” [12, 13].

Charakterystyka MDMA

MDMA to syntetyczny analog metamfetaminy
i meskaliny majacy wtasciwosci pobudzajace i halu-
cynogenne jak meskalina. Najczesciej wystepuje
w postaci chlorowodorku. Jest przyjmowana gtéwnie
doustnie w postaci biatego proszku, a takze réznoko-
lorowych tabletek, kapsutek z wyttoczonymi znakami,
symbolami oraz napisami. Tabletki i kapsutki mogg
dodatkowo zawiera¢ amfetaming, metamfetaming,
kokaine oraz acetaminofen. Gtéwnymi objawami zazy-
cia MDMA sg: euforia, silne pobudzenie, brak ape-
tytu, szczekoscisk, rozszerzenie zrenic, nagte wzro-
sty cisnienia, halucynacje wzrokowe, napady paniki
i wybuchy agresji. MDMA dobrze wchtania sie z prze-
wodu pokarmowego i tatwo pokonuje bariere krew-
mozg. Znaczna czegs¢ narkotyku wydala sie w moczu
w postaci niezmienionej. Gtéwne drogi metabolizmu
tego srodka to:

N-demetylacja, O-demetylacja, dezaminacja, O-ali-
lacja [14].

Gtéwnym metabolitem MDMA jest 4-hydroksy-
3-metoksymetamfetamina  (HMMA). W  wyniku
N-demetylacji powstaje MDA, a znaczacym metabo-
litem jest 4-hydroksy-3-metoksyamfetamina (HMA).
Inne metabolity wystepujg w mniejszych ilosciach.

Dihydroksymetamfetaminy (HHMA) i dihydroksy-
amfetaminy (HHA) nie mozna wykry¢ w osoczu, ponie-
waz sg substancjami nietrwatymi oraz ulegajg szyb-
kiej przemianie do HMA i HMMA. Wartos¢ pH moczu
wptywa na szybkos$¢ wydalania MDMA z organizmu.
70% dawki wydala sie w postaci niezmienionej, gdy
pH moczu jest mniejsze niz 5 [8]. Skuteczna dawka
narkotyku wynosi od 75 do 200 mg (1-2 tabletki),
a efekty dziatania pojawiajg sie zwykle po 30 minu-
tach od przyjecia i nasilajg sie w ciagu jednej godziny.
Dziatanie narkotyku ustepuje po okoto 4-6 godzinach.
Doustna dawka MDMA w ilosci 50 mg odpowiada ste-
zeniu we krwi 106 ng/ml, 70 mg - 41 ng/ml, natomiast
100 mg odpowiada 180 ng/ml [8].

Charakterystyka MDA

MDA to narkotyk syntetyczny, ktory w latach szes¢-
dziesigtych XX wieku cieszyt sie duzg popularnoscia
wsrdd hipiséw jako tzw. mellow drug of America lub
love drug.

Wystepuje jako chlorowodorek w postaci proszku,
tabletek lub kapsutek. Efektywna dawka narkotyku
wynosi miedzy 80 a 160 mg, a jego dziatanie utrzymuje
sie przez 6 do 10 godzin. MDA wywotuje silniejsze niz
MDMA efekty psychodeliczne i halucynogenne. Po
zazyciu MDA nastepuje zaburzenie orientacji, poja-
wiajg sie natretne mysli i odczuwalny jest silny niepo-
koj wewnetrzny [9, 11, 15, 16].

Charakterystyka MDEA

MDEA wystepuje w postaci chlorowodorku
w tabletkach i pigutkach i podobnie jak MDA jest
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dodawana do tabletek ecstasy. Srednia dawka MDEA
dla przecietnego biorcy wynosi okoto 150 mg i dziata
od 3 do 5 godzin. Wywotuje podobne objawy do
MDMA, ale w przeciwienstwie do MDMA nie powo-
duje wzmozonej aktywno$ci, lecz raczej wykazuje
dziatanie uspokajajgce. Po jej zazyciu pojawiajg sie
m.in. takie objawy, jak: halucynacje, paranoja, obted.
MDEA wydalana jest z organizmu gtownie w postaci
niezmienionej. Omawiajgc analogi strukturalne amfe-
taminy i metamfetaminy, nalezy zwrd6ci€¢ réwniez
szczegoblng uwage na dwa zwiazki psychoaktywne:
PMA - parametoksyamfetaming i PMMA - parame-
toksymetamfetaminge. PMMA charakteryzuje sie
toksycznoscig i efektami dziatania podobnymi do
MDMA, ale ma stabsze dziatanie stymulujace. PMA
wystepuje najczesciej w postaci tabletek, ktore
wygladem przypominajg ecstasy, ktére w swym skta-
dzie zawierajg MDMA. PMA wykazuje dziatanie duzo
bardziej toksyczne niz amfetamina oraz charaktery-
zuje sie niewielkg roznicg pomiedzy dawkag wywotu-
jaca oczekiwane przez biorce efekty, a dawka letalna.
To wszystko sprawia, ze obecnos¢ w tabletkach PMA
zamiast MDMA moze prowadzi¢ do przypadkowych
zatru¢. PMA powoduje silne pobudzenie psychomo-
toryczne, bardzo duze przyspieszenie tetna, szcze-
koscisk, drgawki, skurcze miesni, poty, zatrzymanie
akcji serca. Narkotyk ten wykazuje rowniez dziatanie
halucynogenne, ponad pieciokrotnie silniejsze od
meskaliny [9].

Kokaina i jej metabolity

Kokaina jest estrem ekgoniny oraz alkoholu mety-
lowego i kwasu benzoesowego i nalezy do alkaloidow
tropanowych wywodzacych sie z tropanu jako pro-
duktu kondensaciji pierscieni piperydyny i pirolidyny.
Na rynku narkotykowym dostepna jest w postaci chlo-
rowodorku kokainy (,koka”, ,charlie”) oraz w formie
krystalicznej, wolnej zasady kokainy jako tzw. krak
(crack) [17]. Chlorowodorek kokainy jest biatg kry-
staliczng substancjg o charakterystycznym gorzkim
smaku, ktéra w temperaturze topnienia (okoto 197°C)
ulega rozktadowi. Kokaina zasadowa, podobnie jak
chlorowodorek, ma rowniez postac biatego krystalicz-
nego proszku o temperaturze topnienia nieco nizszej
(96-98°C). Poniewaz w wyzszych temperaturach ulat-
nia sie bez rozktadu, pozwala to na palenie jej w fajce
lub w postaci papierosa. Preparaty kokainy sprzeda-
wane na wolnym rynku sg zafatszowywane réznymi
substancjami, takimi jak np.: fenacetyna (phenacetin),
lignokaina (lignocaine), benzokaina (benzocaine),
prokaina (procaine), kofeina (caffeine), paracetamol
(paracetamol), cukry (sugars), atropina [18].

Kokaina moze by¢ przyjmowana r6znymi drogami:
przez nos (sniffing, snorting) lub w postaci iniek-
cji dozylnych oraz domigsniowych. Uzywana bywa
doustnie, podjezykowo, dopochwowo, doodbytniczo.
Widoczne objawy zazywania kokainy to m.in.:

e czerwony nos, czesto z krostami lub objawami
egzemy

rozszerzone zrenice

blados¢ twarzy

mafa masa ciata, ogélne ostabienie

gadatliwos¢, gonitwa mysli

czeste zawroty gtowy i wymioty.

Kokaina powoduje bardzo silne uzaleznienie psy-
chiczne [19]. W duzych dawkach dziata depresyjnie
na osrodkowy uktad nerwowy, co moze prowadzi¢ do
porazenia oddechu i krazenia [20]. Kokaina w organi-
zmie podlega wielu przemianom, ktére prowadzg do
powstania produktow pochodnych. Przecietny czas
poftrwania w organizmie zalezy od dawki i wynosi
20-90 minut, a przy cigglym zazywaniu moze wzro-
sng¢ nawet do 110 godzin [21].

Kokaina ulega intensywnemu metabolizmowi, tylko
1-5% dawki narkotyku wydala sie¢ w moczu w postaci
niezmienionej. Wielko$S¢ tej frakcji wzrasta wraz ze
wzrostem kwasowosci moczu. 25-45% podanej
dawki kokainy ulega hydrolizie do benzoiloekgoniny,
a 18-22% do estru metylowego ekgoniny. W ciggu 3 dni
okoto 70% przyjetej dawki wydala sie w moczu, a tylko
4-6% w kale [9]. Pierwszym etapem przemiany meta-
bolicznej kokainy jest hydroliza jednej lub obu grup
estrowych do nieaktywnych farmakologicznie metabo-
litow: benzoiloekgoniny i estru metylowego ekgoniny,
a nastepnie ekgoniny [22]. W wyniku N-demetylaciji
kokainy tworzy sie norkokaina wykazujgca aktywnosc
farmakologiczng zblizong do kokainy. U narkomandéw
kokainowych, ktorzy pijg alkohol, dochodzi do enzyma-
tycznej transestryfikacji kokainy w obecnosci alkoholu
etylowego, ktéra zachodzi w watrobie pod wptywem
niespecyficznych karboksyloesteraz, czego wyni-
kiem jest wytworzenie estru etylowego benzoiloekgo-
niny, czyli kokaetylenu zwanego inaczej etylokokaing.
W poréwnaniu z kokaing ma on diuzszy okres biolo-
gicznego pottrwania wynoszgcy okoto 2-2,5 godz. [9].

Efekty oddziatywania kokainy na organizm zalezg
przede wszystkim od sposobu jej przyjmowania
oraz od zazytej dawki. Maksymalne stezenie kokainy
w osoczu krwi wystepuje 50-60 minut po podaniu
doustnym, 30-40 minut — po donosowym, 5 minut po
paleniu oraz 2-3 minuty po iniekcji dozylnej. Efekty
tych oddziatywan mozna podzieli¢ na trzy fazy dzia-
tania [20]:

| faza: stymulacyjna, euforii lub ,haju”: biorca ma
dobre samopoczucie, jest gadatliwy, wesoty, eufo-
ryczny, ma obnizone uczucie gtodu, ograniczong
potrzebe snu z towarzyszgcym wzrostem cisnienia
i przyspieszeniem tetna. Po zazyciu wiekszej dawki
pojawia sie niepokdj, wystepujg zachowania agre-
sywne i gwattowne, ktorym towarzyszg bodle gtowy,
brzucha, wymioty, poty, dreszcze. Ze wzgledu na
szybki metabolizm kokainy stan | fazy jest zwykle krotki.

Il faza: przedtuzona stymulacja, tzw. rausz koka-
inowy: mogg pojawia¢ sig¢ stany lekowe oraz nega-
tywny odbidr otoczenia.
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Ill faza: depresja: pojawia sie silne uczucie zme-
czenia, obnizony nastréj i dgzenie do zazycia kolejnej
dawki.

Delta 9-tetrahydrokanabinol i jego metabolity

Kanabinole sg to zwigzki o 21 atomach wegla
o0 budowie dibenzopiranu wystepujace wytgcznie
w konopiach. Obecnie znanych jest ponad 60 kana-
binoli, w tym najwiekszg aktywnos¢ biologiczng wyka-
zuje A9-tetrahydrokannabinol (A9-THC). W duzej iloSci
kanabinole znajdujg sie w kwitngcych i owocujgcych
wierzchotkach oraz lisciach rosliny Cannabis (typ
narkotykowy). Preparaty Cannabis przyjmuje sie naj-
czesciej poprzez palenie, rzadziej doustnie. Podczas
palenia nastepuje rozktad czesci A9-THC i do pluc
dostaje sie tylko 20-70% aktywnego zwigzku zawar-
tego w marihuanie, przy czym jego zawartoS¢ w dymie
papierosowym jest uzalezniona od techniki palenia.

Objawy dziatania A9-THC to m.in.:

o stodkawa wonh oddechu

o gadatliwos¢ i wesotkowatos¢, stany euforyczne

przekrwienie spojowek, niekiedy obrzek powiek,

oczoplas, Swiattowstret

wysuszenie sluzowek jamy ustnej, ataki kaszlu

o0golne podniecenie, aktywnos$¢ psychoruchowa

ataksja, zawroty gtowy, drzenie ciata

zaburzenia pamieci (krotkotrwatej),

zdolnosci koncentracji i uwagi

e zaburzenia poczucia czasu, dezorientacja, zabu-
rzenia zdolnosci krytycznego myslenia

e pocenie sig, blados¢ skory [9].

W celu wywotania uczucia euforii okazyjni palacze
marihuany potrzebujg zaledwie od 2 do 3 mg A9-THC,
a jednym recznie przygotowanym ,skretem” moze sig
wprowadzi¢ w stan odurzenia od 2 do 4 poczatku-
jacych palaczy [23]. THC ulega w organizmie inten-
sywnemu metabolizmowi [9] i do moczu przechodzi
mniej niz 1% niezmienionego zwigzku. Podczas pale-
nia marihuany procesy metaboliczne rozpoczynajg
sie w ptucach, a po jej doustnym stosowaniu gtow-
nie w watrobie. W ciggu 72 godzin po paleniu blisko
50% wdychanego THC wydala sie w postaci metabo-
litbw, a pozostate 50% ulega dystrybucji w réznych
tkankach. Jest szczegolnie silnie zatrzymywany przez
tkanke ttuszczowa, z ktdrej uwalnia sie bardzo powoli,
przez szereg dni. Wydalanie odbywa sie gtownie
w kale (65%) i przez nerki (25%). Biologiczny okres
poftrwania THC wynosi 20 godzin i $wiadczy o powol-
nym przebiegu eliminacji tego zwigzku z ustroju.

Gtownym szlakiem metabolicznym w biotransfor-
macji A9-THC jest utlenianie wegla 11 z utworzeniem
11-hydroksy-A9-tetrahydrokanabinolu (11-OH-A-
9-THC), ktéry wykazuje aktywnosé zblizong do
A9-THC. 11-OH-A9-THC nastepnie ulega przemianie
w nieaktywny metabolit, kwas 11-nor-A9-tetrahydro-
kannabinolowy (THC-COOH), ktéry z kwasem gluku-
ronowym tworzy glukuronian. Zaréwno THC-COOH,

zaburzenia

jak i jego glukuronian wystepujg w moczu w najwiek-
szych iloéciach. Produkt utlenienia A9-THC przy weglu
8, tj. 83-hydroksy-A9-THC, wykazuje ok. 4% aktywno-
Sci zwigzku macierzystego, natomiast 8a-hydroksy-A-
9-THC, rdéznigcy sig jedynie konfiguracjg grupy hydrok-
sylowej, jest praktycznie pozbawiony aktywnosci [9].

Palenie marihuany wywotuje w osoczu szybki
wzrost stezenia A9-THC, ktory nastepnie ulega obni-
Zeniu i po 2-3 godzinach staje sie niewykrywalny,
a jednoczesnie wzrasta stezenie THC-COOH, ktory
mozna wykrywac przez okoto 6 godzin. Rozny jest tez
profil metaboliczny A9-THC we krwi. Zalezy on w gtow-
nej mierze od drogi przyjecia zwigzku. Na przyktad
po paleniu papieroséw z marihuany i po dozylnym
przyjeciu A9-THC stezenie nieaktywnego metabolitu
11-OH-A9-THC stanowi 10-15% stezenia A9-THC,
natomiast po doustnym przyjeciu — okoto 50%. Spo-
wodowane jest to wynikiem tzw. efektu pierwszego
przejécia, jakiemu ulega A9-tetrahydrokannabinol
w watrobie przed dotarciem do krgzenia ogdlnego.
Dlatego tez aktywne metabolity A9-THC: 11-hydrok-
sy-A9- tetrahydrokanabinol oraz 8B-hydroksy-A9-THC
sg w matym stopniu odpowiedzialne za efekty obser-
wowane po dozylnym i doptucnym przyjmowaniu
A9-THC, a moga znaczaco wplywac na te efekty po
przyjeciu doustnym.

Opisujgc substancje z grupy cannabis, nalezy row-
niez wzigé pod uwage kanabinomimetyki — aktywne
substancje, ktére wchodzg w sktad tzw. dopalaczy,
ktérych zazywanie jest zwigzane z zagrozeniem dla
zdrowia i zycia. Analiza dotychczas zidentyfikowanych
zwigzkow pozwala podzieli¢ je na grupy w zaleznosci
od budowy chemicznej, tj. pochodne:

e naftyloindolu (np. JWH-015, JWH-018, JWH-073)

e naftylometyloindolu

naftoilopirolu

naftlometylidenoindenu

fenyloacetyloindolu (np. JWH-250)
cykloheksylofenolu (np. CP47,497)

dibenzopiranu (strukturalne analogi A9-THC -
HU-210) [6].

Struktury chemiczne niektorych syntetycznych
kanabinoidow przedstawiono w literaturze [24].

W wyniku zazycia syntetycznych kanabinoidow
wystepujg efekty bardzo podobne do tych, ktore
wywotujg wprowadzone do organizmu produkty
konopi innych niz widkniste, takich jak ziele lub zywica,
popularnie znanych jako marihuana i haszysz. Sg to
m.in. zmiana nastroju i samopoczucia, btogostan,
euforia, halucynacje, czasami depresja, apatia i uro-
jenia. Zazycie tych substancji powoduje wzrost cisnie-
nia krwi, tachykardie, przekrwienie gatek ocznych,
zaburzenia koordynacji ruchowej, uwagi, zawroty
gtowy, wysuszania $luzowek. Zblizone efekty dziata-
nia sg skutkiem oddziatywan syntetycznych kanabino-
mimetykow na te same receptory, na ktore oddziatuje
aktywny skfadnik roslin konopi delta-9-tetrahydroka-
nabinol.
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Benzodiazepiny

Benzodiazepiny sg klasg zwigzkéw liczacg blisko
3000 substanciji, z czego okoto 50 znalazio zastosowa-
nie w lecznictwie. Duze spektrum zastosowan klinicz-
nych benzodiazepin jest Scisle powigzane z ich szero-
kim profilem terapeutycznym, zwigzanym z dziataniem:
e nasennym (utatwiajgcym zasypianie i pogtebienie

snu) (flunitrazepam, estazolam, midazolam, triazo-

lam, temazepam)

e przeciwlekowym, czyli anksjolitycznym (diazepam,
medazepam, oksazepam, chlordiazepoksyd, hala-
zepam, lorazepam)

e uspokajajgcym (nordiazepam)

e miorelaksacyjnym, czyli obnizajgcym napigcie mig-
$ni szkieletowych (tetrazepam)

e przeciwdrgawkowym (klonazepam).
Benzodiazepiny charakteryzujg sie r6zng wielko-

Scig dawki terapeutycznej, ktora wynosi np. dla fluni-

trazepamu 1-2 mg, alprazolamu 1-3 mg, estazolamu

2-6 mg, diazepamu 5-30 mg, temazepamu 7-30 mg,

medazepamu 5-25 mg, oksazepamu 10-60 mg.

Stopien wigzania benzodiazepin z biatkami krwi jest
bardzo wysoki i wynosi srednio 70-99%. W zwigzku
z tym tylko nieznaczna cze$¢ wprowadzonego do
organizmu leku decyduje o efekcie farmakodyna-
micznym. Benzodiazepiny charakteryzujg sie rowniez
bardzo réznymi wartosciami okreséw biologicznego
pottrwania. Ponizsza tabela charakteryzuje wartosci
okresow pottrwania wybranych benzodiazepin oraz
ich metabolitéw — tabela 2.

Benzodiazepiny sa zwigzkami lipofilnymi, fatwo
przechodzg przez bariere krew—-moézg. Ich naduzy-
wanie moze doprowadzi¢ do wystepowania réznych
objawow niepozgdanych, na ktore skfadajg sie m.in.:
e sennos¢, spowolnienie ruchu, zaburzenie widzenia
e zatrzymanie moczu, zaparcia
e podniecenie i agresywne zachowanie, tachykardia.

Pod wzgledem budowy chemicznej w klasycznych
benzodiazepinach podstawowg strukturg jest uktad
1,4-benzodiazepiny, w ktérym do 1,4-diazepiny (pier-
Scien A) jest dotgczony pierscien benzenowy (pier-
Scien B). Wyjatek stanowi klobazam jako pochodna
1,5-benzoodiazepiny i tofizopam — pochodna 2,3-ben-
zodiazepiny [26].

Benzodiazepiny metabolizowane sg gféwnie
w watrobie i tylko w niewielkim stopniu sg wydalane
w postaci niezmienionej. W organizmie ulegaja naste-
pujgcym procesom metabolicznym:

e hydroksylacji fancuchow alifatycznych i pierscieni
aromatycznych

o dezalkilacji (najczesciej odtgczenie grupy metylo-
wej)

e redukcji grupy nitrowej

e acetylacji

e sprzeganiu z kwasem glukuronowym.

Schemat przemiany metabolicznej benzodiazepin
w diazepam i nordiazepam przedstawiono na rycinie 1

[9].

Tabela 2
Wartosci okresow pottrwania wybranych benzodiaze-
pin oraz ich metabolitéw wg [25]
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Benzodiazepina ZW|q.zek macl?rzysty T %2 [h]
i metabolity
Alorazolam -alprazolam 9-30
P -a-hydroksyalprazolam 1-2
Bromazepam -bromazepam 9-19
P -3-hydroksybromazepam
-chlordiazepoksyd 5-30
Chlordiazepoksyd | -nordazepam 50-99
-oksazepam 5-15
-diazepam 20-50
Diazepam -nordazepam 50-99
-oksazepam 5-15
Estazolam -estazolam 12-18
-4-hydroksyestazolam
. -flunitrazepam 11-25
Flunitrazepam . .
-7aminoflunitrazepam
Flurazepam -flurazepam 2-3
P -desalkylflurazepam 50-100
-ketazolam 1,5
-diazepam 20-90
Ketazolam -nordazepam 50-99
-oksazepam 5-15
-klobazam 10-50
Klobazam -norklobazam 40
Klonazepam -klonazepam 10-50
Lorazepam -lorazepam 8-25
Lormetazepam -lormetazepam 10
P -lorazepam 8-25
-midazolam 1-5
Midazolam -a-hydroksymidazolam 1
-4-hydroksymidazolam 1
-medazepam 1-2
-diazepam 22-50
-nordazepam 50-99
D -oksazepam 5-15
-temazepam 3-38
-normedazepam
Nitrazepam -nitrazepam 18-38
-nordazepam 50-99
frdasspan -oksazepam 5-15
Oksazepam -oksazepam 5-15
-oksazolam 50-99
Oksazolam
-nordazepam
-prazepam 3
Prazepam -nordazepam 50-99
P -3-hydroksyprazepam 5-15
-oksazepam
Temazepam -temazepam 3-38
P -oksazepam 5-15
Tetrazepam -tetrazepam 13-44
P -3-hydroksytetrazepam
-triazolam 1-4
Triazolam -a-hydroksytriazolam 4
-4-hydroksytriazolam 4
7
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sprzgganie
z kwasem
glukuronowym

3-hydroksylacja
PRAZEPAM | —m8M8M8M8

dealkilacja

30H-PRAZEPAM

3-hydroksylacja

PINAZEPAM

sprzgganic

OKSAZOLAM dealkilacja o ()
HALAZEPAM | — (3-OH-HALAZEPAM> glukuronowym G
dealkilacja L
l dealkilacja U
dezaminacja sprzgganie K
) z kwasem
redukcja 3-hydroksylacja glukuronowym U
DESMETYLO- —>( DEMOKSEPAM ) —>( NORDIAZEPAM ) > ( OKSAZEPAM )~ *|R
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( NORMEDAZEPAM ) (DESMETYLOKETAZOLAM)
Ryc. 1. Przemiany metaboliczne benzodiazepin-opracowano na podstawie [9]
W centrum przemiany metabolicznej znajduje sie e chlordiazepoksyd (chlordiazepoxide, 7-chloro-

nordiazepam, w ktory przeksztatcajg sie inne leki ben-
zodiazepinowe, takie jak diazepam, klorazepat, chlor-
diazepoksyd, oksalzolam, pinazepam, halazepam,
prazepam. Nordiazepam natomiast ulega hydroksy-
lacji do oksazepamu. Poniewaz okres potowicznego
wydalania nordiazepamu jest dtugi, benzodiazepiny,
ktére sie w niego przeksztaicajg, uwazane sg za leki
o dtugim okresie dziatania.

Opis metody analitycznej wykorzystywanej
do analiz prébek krwi na obecnosé sub-
stancji psychotropowych

Materiaty i metody

Materiaf biologiczny

Materiat biologiczny do badan stanowity probki krwi
kontrolnej potrzebnej do opracowania metody oraz
krwi przyzyciowej pobranej przez odpowiednie organy
wymiaru sprawiedliwosci w celu stwierdzenia obecno-
$ci srodkow odurzajgcych.

Substancje wzorcowe

Uzyto nastepujacych substancji wzorcowych [27]:
e alprazolam (8-chloro-1-methyl-6-phenyl-4H-[1,2,4]
triazolo[4,3-a][1,4]benzodiazepine)
e bromazepam (7-bromo-5-pyridin-2-yl-1,3-dihydro-
-1,4-benzodiazepin-2-one)

-4-hydroxy-N-methyl-5-phenyl-3H-1,4-benzodiaze-

pin-2-imine)

klonazepam (clonazepam, 5-(2-chlorophenyl)-7-ni-

tro-1,3-dihydro-1,4-benzodiazepin-2-one)

klobazam ( clobazam, 7-chloro-1-methyl-5-phenyl-

-1,5-benzodiazepine-2,4-dione)

diazepam (7-chloro-1-methyl-5-phenyl-3H-1,4-ben-

zodiazepin-2-one)

estazolam (8-chloro-6-phenyl-4H-[1,2,4]triazo-

lo[4,3-a][1,4]benzodiazepine)

lorazepam (7-chloro-5-(2-chlorophenyl)-3-hydroxy-

-1,3-dihydro-1,4-benzodiazepin-2-one)

lormetazepam  (7-chloro-5-(2-chlorophenyl)-3-hy-

droxy-1-methyl-3H-1,4-benzodiazepin-2-one)

midazolam (8-chloro-6-(2-fluorophenyl)-1-methyl-

-4H-imidazo[1,5-a][1,4]benzodiazepine)
nitrazepam (7-nitro-5-phenyl-1,3-dihydro-1,4-ben-

zodiazepin-2-one)

nordiazepam (7-chloro-5-phenyl-1,3-dihydro-1,-

4-benzodiazepin-2-one)

oksazepam (oxazepam, 7-chloro-3-hydroxy-5-phe-

nyl-1,3-dihydro-1,4-benzodiazepin-2-one)

temazepam (7-chloro-3-hydroxy-1-methyl-5-pheny-

I-8H-1,4-benzodiazepin-2-one)

zaleplon  (N-[3-(3-cyanopyrazolo[1,5-a]pyrimidin-

-7-yl)phenyl]-N-ethylacetamide)

zopiklon (zopiclone, [6-(5-chloropyridin-2-yl)-5-oxo-

-7H-pyrrolo[3,4-b]pyrazin-7-yl]4-methylpiperazine-

-1-carboxylate)

amfetamina (amphetamine, 1-phenylpropan-2-amine)
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e metamfetamina (metamphetamine, (2S)-N-methyl-
-1-phenylpropan-2-amine)

e hydroksyamfetamina

(hydroxyamphetamine,

4-(2-aminopropyl)phenol)
e MDMA (1-(1,3-benzodioxol-5-yl)-N-methylpropan-

-2-amine)

o MDA (4-[(4-aminophenyl)methyl]aniline)

e kokaina (cocaine, methyl (3S,4R)-3-benzoyloxy-
-8-methyl-8-azabicyclo[3.2.1]octane-4-carboxylate)
e morfina(morphine, (4R,4aR,7S,7aR,12bS)-3-methyl-
-2,4,4a,7,7a,13-hexahydro-1H-4,12-methanoben-
zofuro[3,2-e]isoquinoline-7,9-diol)

e LSD ((6aR,9R)-N,N-diethyl-7-methyl-6,6a,8,9-tetra-
hydro-4H-indolo[4,3-fg]quinoline-9-carboxamide).
Wyzej wymienione wzorce pochodzity z firm Ceril-

liant, EDQOM, SIGMA oraz NARL.

Benzoiloekgonina (benzoylecgonine, (1R,2R,3S,5S)-
-3-benzoyloxy-8-methyl-8-azabicyclo  [3.2.1]octane-
-2-carboxylic acid ) pochodzita z ,Polfy” SA.

Kodeina — lek Thiocodin

Klorazepam - lek Clorannxen

Medazepam - lek Rudotel
Zolpidem - lek Zolpic.

Wybrane parametry analityczne zwigzkéw w uktadzie LC-MS/MS

Tabela 3

Badany zwigzek RT (min) [M+H]+ MRM m/z | Napiecie stozka (V) | Energia zderzen (V)
Alprazolam 5 309,01 205,06 45 40
315,9 182,1 30
Bromazepam 2,63 315.9 209,07 45 o5
Chlordiazepoksyd 2,20 300,01 227,05 25 25
Klobazam 5,52 301,01 259 35 20
Klonazepam 4,36 315,98 269,99 45 25
Diazepam 6,44 285,07 154,02 45 25
Estazolam 4,41 295 267,03 45 25
Lorazepam 3,49 320,97 274,07 35 20
Lormetazepam 5,42 335,02 288,95 35 20
Nitrazepam 3,81 281,97 236,01 45 25
Temazepam 5,16 301,01 254,98 30 20
Oksazepam 3,30 287,01 240,97 30 20
Midazolam 3,18 326,04 290,99 45 25
Medzepam 3,90 271,07 90,95 35 30

112,78

Klorazepam - 308,94 136,82 40 15
Zolpidem 2,44 308,98 236,12 40 35
Zaleplon 3,92 306,14 236,07 45 25
Zopiklon - 389 245 30 25
Nordiazepam 4,48 271,07 140 45 30
MDMA 1,48 194,09 163,01 25 15
MDEA 1,63 208,15 163,04 25 15
MDA 1,38 180,1 163,01 25 15
. 90,91 20
Amfetamina 1,35 135,95 118,93 20 10
Metamfetamina 1,45 150,07 119,01 20 10
OH-Amfetamina 1,12 151,89 106,74 15 20
Kokaina 2,22 303,93 104,84 30 35
Benzoiloekgonina 1,33 290,2 167,97 30 20
Morfina 1,10 286,07 153,01 40 45
Kodeina 1,24 300,13 165,12 40 40
208,2 35
LSD 2,26 324,20 203,22 40 o5
Metylotestosteron IS 6,77 303,3 97 45 27
Mefrusid IS 2,26 382,97 129,05 25 20
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Method: C:\MassLynx\MassLynxProjects\Benzodiazepiny.PRO\MethDB\Benzodiazepins_20120209 Scr.mdb 19 Mar 2012 10:52:49

Calibration: 10 May 2012 16:16:42

Name: QC1 20120509, Date: 09-May-2012, Time: 11:06:25, ID: , Description:

Mefrusid + Nalorfine IS
F23:MRM of 1 channel ES+ F4:MRM of 1 channel ES+
382.97>120.05 312.17>201.03
Mefrusid + 6.021e+005 Nalorfine IS 1.930e+004
100 420 1

min min
350 4.00 450 1.00 2.00
Bromazepam Chlordiazepoxide
F3:MRM of 2 channels ES+ F15:MRM of 1 channel ES+
315.9-200.07 300.01-227.05
1.462e+005 10 1.435e+004
o
av'—JL—'—v—v min
250 500 75 200 3.00
Estazolam Lorazepam
F26:MRM of 1 channel, ES+ F20:MRM of 1 channel ES+
295.00-267.03 320.97>274.97
10 Estazolam 8.677e+005 3.667e+005

min

min
4.00 5.00 3.00 4.00
Cxazepam Midazolam
EISMEMcf 1 channalE3s F18:MRM of 1 channel ES+
287.01>240.97
6.0246+005 326.04>290.99
7.404e+005
100
Yo
min
3.00 4,00

Zolpidem Zaleplon
F17:MRM of 1 channel ES+ F22:MRM of 1 channel ES+
308.98>236.12 306.14>236.07
Ip»dem 3.994e+005 1 Zaleplon 3.399e+005

3.92
964?9 16 82217.75
min
3.00 4.00
MDEA MDA

F13:MRM of 1 channel ES+ F10:MRM of 1 channel ES+
08.15>163.04 180.1>163.01
1 MDEA 7.722e+004 1 MDA 4.987e+005

min

min
100 200 1.00 2.00
OH-Amfetamina Cocaine
F6:MRM of 1 channel ES+ F16:MRM of 1 channel ES+
151.89>106.74 303.93>104.84
3.207e+005 Cocaine 6.6286+004
100
2.22
15968.12
%
min
2,00 3.00
F14:MRM of 2 channels ES+
324.20»223.22
LSD _4.151e+005
226
61750.09

Methyltestosterone IS
F33:MRM of 1 channel ES+
303.3>97
2.272e+006

Clobazam
F30:MRM of 1 channel ES+
301.01=259.00

100 Clubazam 1.123e+006
i 139333 66 i \
5.00
Lormetazepam
F31:MRM of 1 channel, ES+
335.02>288.95
8.093e+005
Medazepam
F24:MRM of 1 channel ES+
271.07>90.95

450 2.815e+005

Zopiclone
F2:MRM of 1 channel ES+
i 389>245
3 2.508e+002

min

50

Amfetamina

F9:MRM of 2 channels,ES+
135.95>118.93

100 Amretarnlna 6.520e+005

167030 73

1.00

Benzoylecgonine
F8:MRM of 1 channel ES+

Alprazolam
F28:MRM of 1 channel ES+
309.01>205.06
6.4742+005

LA

450 5.00 550

Clonazepam
F25:MRM of 1 channel ES+
315.98>260.99
6.894e+005

Sui

4.00

Nitrazepam
F21:MRM of 1 channel ES+
281.97>236.01
1.442e+006

LA

Clorazepam
F1:MRM of 2 channels,ES+
0.97

308.94>112.78
1.623e+002

50

Nordiazepam
F27:MRM of 1 channel ES+
271.07>140.00
1.202e+006

UL

Amfetamina
F9:MRM of 2 channels,ES+
135.95-90.91
Amfelamlnu 7.119e+005

1 182476 75 H ll

Morfina
F5:MRM of 1 channel ES+

290.2>167.97 286.07>153.01
100 1.192e+005 10 M$Tga 1.252e+004
3169.98
o
0 ,m.“..min O=Frrrry ‘ T T min
2.00

Bromazepam
F3:MRM of 2 channels,ES+
315.9>182.1
100 263 2.062e+005
A 1 7. 50
Diazepam
F32:MRM of 1 channel ES+
285.07>154.02
UE 9.274e+005
Temazepam
F29:MRM of 1 channel, ES+
301 01>254.98
E 1.123e+006
Clorazepam
F1:MRM of 2 channels,ES+
308.94>136.82
100 5.89 2.285e+002

MDMA
F1Z:MRM of 1 channe! ES+
9>163.01
MDMA 1 524e+006
1.48
414027.03
Metamfetamina
F11:MRM of 1 channel, ES+
150.07>119.01
7.469¢+005
Kodeina
F7:MRM of 1 channel ES+
300.13>165.12
10 Kodeina 1.008e+005

min

1.00

2.00

Ryc. 2. Chromatogram prébki kontrolne;.
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Podstawowe odczynniki chemiczne

Acetonitryl, 1-chlorobutan, dichlorometan i octan
etylu cz.d.a (firma J.T. Baker).

Inne materialy pomocnicze

Do przygotowania préobek do analizy instrumental-
nej uzyto wytrzgsarki firmy IKA, wymrazarki HAAKE,
wirowki MLW JANETZKI oraz urzgdzenia do odparo-
wania probek pod azotem.

Przygotowanie probek krwi

Do 1 ml probki krwi, dodawano jako standard
wewnetrzny mefrusid oraz metylotestosteron o steze-
niu 100 pg/ml kazdy. Do przygotowania probek wyko-
rzystano metode podwojnej ekstrakcji ciecz—ciecz za
pomocg 1-chlorobutanu i mieszaniny dichlorometanu
i octanu etylu (70 : 30, v/v). Tak przygotowane prébki
mieszano, wytrzgsano, odwirowywano i wymrazano.
Nastepnie po wyizolowaniu warstw organicznych
obie warstwy odparowano w strumieniu azotu. Po
odparowaniu eluatow ekstrakty rozpuszczono w mie-
szaninie acetonitryl: woda (4 : 6, v/v) i tak przygo-
towang probke wprowadzono na kolumne systemu
LC-MS/MS.

Stosowane metody instrumentalne

Zastosowano uktad chromatografii  cieczo-
wej sprzezonej ze spektrometrig mas (LC-MS/MS)
z uzyciem aparatu LC Waters Alliance 2695XC/ MS
Micromass Quattro Micro APl z tandemowym ukfa-
dem kwadrupolowych analizatorow mas.

Rozdziat chromatograficzny

Rozdziat chromatograficzny przeprowadzono na
chromatografie cieczowym Alliance 2695 firmy Waters
na kolumnie Restek Allure Biphenyl (100 x 2,1 mm,
wielko$¢ czastki 3 um). Warunki analizy LC: przeptyw
przez kolumne 0,300 ml/min, temperatura kolumny
45°C, dozowana objetos$¢ 10 ul, czas analizy 15 minut.
Analize chromatograficzng przeprowadzono w syste-
mie gradientowym mieszaniny dwéch faz ruchomych:
faza A — woda z dodatkiem 0,5% kwasu octowego
oraz faza B - acetonitryl z dodatkiem 0,5% kwasu
octowego. Zwigzki rozdzielano za pomocg naste-
pujacego gradientu (w stosunku do fazy ruchomej
A): 0 min 60%, 1 min 60%, 9 min 10%, 10 min 60%,
15 min 60%.

Oznaczanie

Zastosowano spektrometr mas Micromass Quattro
Micro APl wyposazony w tandemowy uktad kwadru-
polowych analizatoréw mas. Detektor mas pracowat
w trybie jonizacji elektronowej ESI+, w warunkach
trybu monitorowania reakcji MRM oraz trybie skano-
wania. Temperatura zrodta jondw wynosita 120°C,
a temperatura desolwatacji 300°C. Czas izolacji jonéw
macierzystych wynosit 50 msec. Detektor praco-
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Ryc. 3. Pozytywne przypadki badan probek krwi kierowcow
analizowanych w ZBA w latach 2011-2012 (n = 264).

wat w opcji MS-MS. Wybrane parametry analityczne
metody przedstawiono w tabeli 3.

Omoéwienie wynikbéw badan

Przedstawiona metoda z wykorzystaniem ukfadu
LC-MS/MS zostata opracowana i jest wykorzystywana
do analizy przesiewowej zwigzkéw przedstawionych
w tabeli 3. Granica wykrywalnosci wynosi 100 pg/ml
dla zwigzkow z grupy benzodiazepin, 500 pg/ml dla
amfetamin, kokainy i kodeiny, 2 ng/ml dla morfiny oraz
5 ng/ml dla benzoiloekgoniny. Na rycinie 2 przedsta-
wiono przyktadowy chromatogram prébki kontrolnej
dla badanych zwigzkéw w tej metodzie.

W latach 2011-2012 w Zaktadzie Badar Antydopin-
gowych Instytutu Sportu przebadano 264 probki krwi
pobrane od kierowcow. W badanych probkach dzigki
zastosowaniu metody omowionej powyzej wykazano
obecnos¢ zwigzkow z grupy amfetamin (amfetamine,
metamfetamine, MDA, MDMA, hydroksyamfetamine),
opiatow (morfing, kodeine) oraz kokaine i benzoiloek-
goning —rycina 3.

Stezenie amfetaminy w badanych prébkach mie-
Scito sie w zakresie 2,7-4300 ng/ml (ryc. 4).

Najwieksza liczba przypadkoéw wykrycia amfe-
taminy dotyczyta probek, w ktorych stezenie tego
zwigzku przekraczato warto$¢ 100 ng/ml.

Odwrotna sytuacja miata miejsce w przypadku pro-
bek z kokaing — w dwoch przypadkach wykryto ten
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Ryc. 4. Przypadki probek krwi z amfetaming analizowanych
w ZBA w latach 2011-2012.
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Ryc. 5. Przypadki probek krwi analizowanych w ZBA w latach
2011-2012, w ktorych wykryto kokaine.

narkotyk w stezeniu powyzej 100 ng/ml (158 ng/mi
oraz 2,8 ug/ml) (ryc. 5).

W badanych probkach stwierdzono takze obec-
nos¢ lekdw z grupy pochodnych benzodiazepiny co
przedstawiono na rycinie 6.

Najczesciej wykrywang substancjg z grupy benzo-
diazepin byt nordazepam. W omawianym okresie odno-
towano 23 przypadki, w ktérych wykazano obecno$c tej
substanciji. W wiekszosci przypadkéw stezenie norda-
zepamu miescito sie w zakresie stezen od 2-60 ng/ml.
W dwodch przypadkach oznaczone stezenie byfo wyz-
sze od 100 ng/ml i wyniosto 137 ng/ml oraz 438 ng/ml.

Do wykrywania obecnosci A9-THC jest stosowana
osobna metoda analityczna z wykorzystaniem uktadu
GC-MS/MS. W omawianym okresie odnotowano 42
przypadki obecnosci A9-THC i 110 przypadkéw obec-
nosci THC-COOH.

Na rycinie 7 przedstawiono przypadek z praktyki,
w ktorym w badanej prébce krwi stwierdzono obec-
nos$¢ zwigzkow:

e kokainy w stezeniu 2 ng/ml

e benzoiloekgoniny w stezeniu 27 ng/ml
e zolpidemu w stezeniu 63 ng/ml

e midazolamu w stezeniu 111 ng/ml

e lorazepamu w stezeniu 402 ng/ml.

Dla porownania przedstawiono takze chromato-
gram probki kontrolnej, w ktorej stezenia substanciji
wzorcowych byty na poziomie 100 ng/ml (ryc. 8).
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Ryc. 6. Prébki pozytywne zawierajgce substancje z grupy
benzodiazepiny analizowane w ZBA w latach 2011-2012.

Name: 12-3616conf, Date: 15-Oct-2012, Time: 22:55:22, ID: , Description:

Midazolam Loraze
12:3616c0nf Smooth(Mn, 2x4) Midazolam  FB:MRM of 2 channels ES+ 12-3616conf Smooth(Mn,2x4) FIMRM of 2 channels,ES+
32 326.04>290.9 32097527497
o 766137.06 3737e4006 o La:zepam 7.946e+006
% %

346
124143938

T T T T T T T min T T T T T T T min

12-3616conf Smooth(Mn, 2x4) Mdmhm F8:MRM of 2 channels ES+  12-3616conf Smooth(Mn 2x4)
326.04>249.01 320.97>229.06

FO:MRM of 2 channels ES+

100+ zm1521 1.121e+006 100+ Loﬂlz:zan 2214e+006
34637494
%
o T T T T T T T min
300 350 400

Ryc. 7. Chromatogram prébki krwi zawierajgcej substancje
psychoaktywne.

Name: 20121015 QC_100ng_b, Date: 16-Oct-2012, Time: 02:09:35, ID: , Description:

Midazolam Lorazepam
20121015QC_100ng_b Smooth(Mn2x4)  F&:MRMof 2 channelsES+ 20121015 QC_100ng_b Smooth(Mn.2x4)  FI:MRM of 2 channels ES+
326.04>290.99 320.97>274.97
Mldamlzm 345824006 Lorazepam 234504006

100+ 1004 347
757567 13 338561.91
% %

=

e min

20121015 QC_100ng_b Smooth(Mn,2xd) ~ F8:MRM of 2 channels,ES+ 20121015 QC_100ng_b Smooth(Mn,2x4) F9:MRM of 2 channels ES+

326.04>249.01 320.97>229.06
1004 M!dazc]am 1.053e+006 1004 Lorgz;pam 6.625e+005
231249 55 95569.77
%~ %
o o

300 3k T4k i

Ryc. 8. Chromatogramy probki kontrolne;.

Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych badan zwalido-
wano opracowang metode identyfikacji substanc;ji
psychoaktywnych w probkach krwi i stwierdzono jej
przydatnos¢ w rutynowych analizach probek pobra-
nych od kierowcéw. W latach 2011-2012 najczesciej
wykrywang grupa zwigzkow w badaniach kierowcow
byty substancje nalezace do grupy amfetamin i jej
pochodnych oraz do grupy pochodnych benzodia-
zepin. Warto zaznaczy¢, iz w przypadku interpretaciji
otrzymywanych wynikéw badanh analitycznych przy
opiniowaniu dla celéw sgdowych najczestszym pro-
blemem jest ustalenie, czy wykryta we krwi substancja
mogta oddziatywa¢ na kierowce, w jakim stopniu i czy
mozliwe jest ustalenie czasu jej zazycia oraz odniesie-
nie tego wyniku do stanu po uzyciu i pod wptywem
substancji psychotropowej. Dlatego przy opiniowaniu
niezbedna jest znajomos¢ metabolizmu badanych
substancji w organizmie, dawki, stezenia w zaleznosci
od drogi podania oraz znajomosci lekéw dostepnych
na rynku, ktére moga ulega¢ metabolizmowi do sub-
stancji objetych kontrolg. Wazng réwniez rzeczg jest
posiadanie wiedzy co do czasu, jaki uptynat od zda-
rzenia do pobrania probki oraz jak dtugo i w jakich
warunkach byt przechowywany materiat do badan.
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Zrédta rycin i tabel

Ryciny 1-8: autorzy
Tabele 1-3: opracowanie wtasne
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