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Wprowadzenie

Metoda immunofluorescencji w swietle spolaryzowanym (Fluorescence Polarization
Immunoassay - FPLA) jest obecnie najczesciej stosowanaskriningowa metods badania
moczu na obecno$é narkotykdw, Jest to nowoczesna technika, ktérej rozpowszechnie-
nie wiaze sie z wprowadzeniem wroku 1981 aparatu pomiarowego TDX firmiy Abbott,
Stosujac gotowe zestawy odezynnikow dla poszezegdlnych substancii uzalezniajacych
{lub grup substancji o zblizonej strukturze chemicznej) mozna ta metoda bardzo szybko,
tj. wciggu kilkunastu minut, stwierdzi¢ obecnoéé albo brak w moczu opiatow, amfeta-
min, benzodiazepin, barbiturandw i metadonu, a takze rzadziej w Polsce uzywanych -
kokainy, fencyklidyny i kanabinoli. Poza stwierdzeniem obecnosci narkotyku metoda
pozwala ocenic jego przyblizone stezenie w badanym materiale biologicznym. Jednak-
ze jej specyficznosé nie jest zbyt wysoka, tzn, stosowane wniej odezynniki nie sa swo-
iste dla jednej substancji, lecz moga reagowac z mniejszq lub wigksza wydajnoscia z
cala grupg substancji o zblizonej strukturze. Np. w przypadku opiatow, najczescie) wzy-
wanych przez polskich narkomanéw, odezynniki FPLA reaguja nie tylko zmorfing, ale
réwniezz heroing, kodeing, MAM (monoacetylomorfing), 3-glukuronianem morfiny itp.
Taniska specyficznosé metody moze by¢ przyczyng wynikdw Talszywie dodatnich, tj.
wskazujacych na obecnosé narkotyku 1 osdb, ktdre go nie przyjmowaty. Aby zmmniej-
szy¢ liczbe takich wynikow wprowadzono pojecie ,,progu czutosei” (ang. cutoff level
lub Minimal Allowable Threshold - MAT) to jest stezenia narkotyku wmoczu, ktore
muisi by¢ przekroczone, aby mozna bylo uzna¢ wynik za dodatni, Polscy narkomani nie
uzywaja czystych opiatdw, lecz produkowane domowymi sposobami preparaty ze sto-
my makowe] (imakiwara, kompot, mleczko makowe), odznaczajace si¢ bardzo roznym
sktademn, ich mocz moze wige zawierac, oprocz wymienionych wyzej opiatow i ich
metabolitéw, szereg substancii o podobnej budowie lecz 0 innym niz heroina i morfina



Bogdan Szukatski, Ewa Mirkiewicz, Ewa Taracha

dzialaniu uzalezniajacym [ 1,2]. Zwiazki te reaguja w réznym stopniu z odczynnikami
wplywajac na wynik badania. Tak wige dodatnie wyniki otrzymane metoda FPIA $wiad-
cza jedynie o obecnosci w badanym materiale zwiazkdw o strukturze opiatéw, nie do-
starczajq natomiast informacii o tym jakie to sa opiaty, co dla lekarza prowadzacego
proces odtruwania moze byé sprawg istotna,

Dlatego wskazane jest potwierdzenie dodatnich wynikéw otrzymanych me-
toda FPIA za pomocg postepowania analitycznego opartego na innych zasa-’
dach fizykochemicznych, zgodnie zreszta z dosc kategorycznym zaleceniem
Division of Narcotic Drug ONZ. Warunek ten spetnia chromatografia plytko-
wa (TLC), a zwlaszcza jej udoskonalona i zminiaturyzowana modyfikacja -
wysokosprawna chromatografia cienkowarstwowa (HPTLC-high performan-
ce thin layer chromatography). Wykorzystuje ona rézng szybko$é przecho-
dzenia skladnikéw mieszaniny z bardzo cienkiej warstwy adsorbenta natozo-
nego na plytke do przesuwajacego si¢ wzdtuz ptytki rozpuszczalnika. Roz-
dzielone sktadniki mieszaniny przeprowadza si¢ w barwne polaczenia przy
pomocy swoistych odczynnikow.

Metoda nie wymaga kosztowne] aparatury, mozna wiec bylo zaadaptowac ja
w skromnych warunkach naszego laboratorium.

Podjete badania mialy na celu: _

a) opracowanie warunkdw analizy metoda HPTLC naturalnych opiatéw: morfi-
ny i kodeiny oraz syntetycznego opicidu - metadonu i jego gléwnego metabolitu:
2-etylideno-1,5-dimetylo-3,3-difenylopirolidyny (EDDP)

b) zbadanie relacji miedzy sumarycznymi wynikami uzyskanymi metoda im-
munofluorescencyjng a zawartoseia naturalnych opiatéw: morfiny i kodeiny
oraz metadonui EDDP

c) ustalenie przy jakich najnizszych stgzeniach opiatéw w moczu 0sob stosu-
jacych domowej produkceji preparaty ze stomy makowej mozna na plytee chro-
matograficznej wykryé morfing, kodeing i metadon.

Material i metody

Badaniami objeto 25 pacjentéw wybranych ze wzgledu na obecnos¢ opiatow
w moczu z duzej grupy leczonych metadonem. Materialem do badan byl mocz
pobierany pod kontrola, aby uniknaé zafalszowania. Jego hydrolize prowadzono
ogrzewajac 10 mL moczu i 2,5 mL stezonego HCl przez 20 min. w temp. 120°C.

Do analizy opiatow i metadonu zastosowano metode immunofluorescencji
w $wietle spolaryzowanym (FPIA), [9,12] oraz metodg wysokosprawnej chro-
matografii ptytkowej (HPTLC) [7,8].
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Do analizy opiatéw i metadonu zastosowano metode immunofluorescencji
w swietle spolaryzowanym (FPIA), [9,12] oraz metode wysokosprawnej chro-
matografii ptytkowej (HPTLC) [7,8].

Izolacje substancji z materiatu biologicznego prowadzono metoda ekstrakeji
w fazie stalej (Solid-Phase Extraction, SPE) [3,6,11]. Stosowano kolumny (Bond
Elut Certify Extraction Columns-Varian) wypelnione krzemionkowym sorben-
tem, umieszczone w spegjalnym urzadzeniu prozniowym (Analytichem Vac Elut
SPS 24™.Varian). Po przepuszczeniu moczu (10 mL), kolumne ptukano woda
destylowang {5 mL), buforem octanowym o pH 4 (2,5 mL) 1 metanolem (5 mL)
a nastepnie eluowano zatrzymane zwiazki mieszaning chlorku metylenu i alko-
holu izopropylowego (80:20 v/v) z dodatkiem 2% stezonego roztworu amonia-
ku (2 mL). Eluat odparowywano do sticha i rozpuszezano w 100/LL metanolu.
Na plytke nanoszeno 1-8pL ekstraktu, co odpowiada 0,1-0,8 pl moczu. Uzy-
wano ptytki HPTLC, 10 x 10 cm, Cilica gel G 60 F,, (Merck). Chromatogramy
rozwijano w komorach szklanych (Camag, Miittenz, Switzerland) na drodze
dlugodci 7 cm, stosujac jako faze ruchoma mieszaning octanu etylu, metanolu i
stezonego roztworu amoniakn w stosunku 85:10:5, Czas rozwijania wynosit 8-
10 minut. ‘

Lokalizacje zwigzkéw na chromatogramach ustalano za pomocg lampy UV
(254 nm) oraz odezynnikow: Dragendorffa [5] i zakwaszonego jodoplatynia-
nu [10]. Wzorce morfiny, kodeiny 1 metadonu otrzymano jako dar z Laborato-
ry Section of the United Nations Division of Narcotic Drugs (Vienna, Au-
stria). Wzorzec EDDP pochodzi z firmy Sigma.

Wartosci hRf charakteryzujace szybkos¢ migracji badanych substancji na
chromatogramach obliczano wg wzoru:

]
hRf = I_N %100
i
gdzie: [ - droga przebyta przez czasteczki narkotyku,

1, - droga przebyta przez czolo fazy ruchome;.

Omowienie wynikow

W tabeli 1 zebrano wyniki oznaczania opiatéw i metadonu w moczu 25
pacjentdw leczonych metadonem. Kazdy mocz badano metoda FPIA a na-
stepnie weryfikowano otrzymany wynik metoda HPTLC. W przeciwienistwie
do FPIA, za pomoca ktorej oznacza si¢ sumarycznie mieszaning opiatéw i
zwiazkdw pokrewnych, wysokosprawna chromatografia cienkowarstwowa

pozwala rozdzieli¢ poszczegdline zwiazki, w tym morfing i kodeing - gidwne
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skiadniki preparatéw otrzymywanych ze slomy makowej. W jednym postepo-
waniu analitycznym (na jednej plytee) pozwala ponadto wykrywaé metadon i
jego gtéwny metabolit - EDDP. W zastosowanych warunkach wartosci hRf dla
tych zwiazkdw wynosza: morfina - 16, kodeina - 22, metadon- 62, EDDP - 65.
Tabela 1
Wyniki badania opiatéw i metadonu w moczu pacjentow metodg FPIA i HFTLC

Pacjent  Opiaty Metadon Morfina* Kodeina*  Metadon* EDDP*
wng/mL wngfmlL {met. (met. (met. (met.
{met. {met. HPTLC) HPTLC) HPTLC) HPTLC)
FPIA} FPIA) .

1 106 >1000 - - A -

2 >1000 nie ozn. +++ ++ ++ -

3 610 910 - - ++ +

4 455 439 + - 4 -

5 >1000 >1000 ++ - A A+

o >1000 >2000 At -t o+ -t

7 >1000 527 + ++ + +

8 >1000 >2000 +++ + ++ ++

9 >1000 s - ++ - -

10 >1000 nie ozn. -+ ++ ++ +

11 >1000 >2000 ++ ++ ++ 4

12 >1000 >1000 ++ - ++ +

13 >1000 521 + - + .

14 >1000 >1000 ++ + ++

15 829 196 + - + -

16 728 >1000 + + +++ ++

17 >1000 46 +++ - + -

18 >1000 >1000 et - ++ +

19 >1000 >1000 ++ - ++ +

20 >1000 =2000 + - + +

21 >1000 130 ++ - + -

22 >1000 588 ++ + ++ +

23 >1000 >1000 ++ + 4 +

24 >1000 =2000 ++ + + +

25 128 nic oz, - - -+ bt

*Semikwantytatywna ocena plam na chromatogramach:
+++ duza plama intensywnie zabarwiona

++  plama o $redniej intensywnosci zabarwienia

+ mata plama o niewielkiej intensywnosci zabarwienia
- brak plamy.
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Z tabeli wynika, ze wszyscy badani, z wyjatkiem dwoch (Nr 1125), ztamali
abstynencje, przy czym u 19 0séb stgzenie opiatéw bylo bardzo wysokie
(>1000 ng/mL). U czterech z nich stezenie metadonu bylo nizsze od przyjete-
go dla tej metody progu czulosci, co uznaje si¢ za wynik ujemny i moze wska-
zywac iz nie wzieli oni jednej lub wigce] codziennych dawek leku.

Rye. 1. przedstawia chromatogram moczu Nr 1, w ktérym oznaczanie opiatow
metodg FPIA dalo wynik 106 ng/mL, a wigc znacznie ponizej progu czulosei,
wynoszacego dla tej metody 300 ng/mL. Taki wynik odczytuje si¢ jako brak opia-
tow w moczu. Potwierdza to badanie metoda HPTLC: na chromatogramie brak
plam morfiny 1 kodeiny nawet po podaniu na plytke 8 ul. ekstraktu.

Metadon

Wzorce kodeiny
Wzorce morfiny

Linia startu

4pl. o6plL SulL

Rye. 1.

Chromatogram moczu Nt | wywotany odczynnikiem Dragendorffa. Na-
niesiono wzorce morfiny, kodeiny i metadonu oraz 4, 6 1 8 uL eluatu z
kolumn SPE.

Wysokie stezenie metadonu (> 1000 ng/mL) znajduje potwierdzenie na chro-
matogramie w postaci duzych intensywnych plam tego zwiazku. Brak nato-
miast plamy EDDP, co moze wskazywac, ze pacjent otrzymuje metadon od
bardzo niedawna, gdyz przy diugotrwalym stosowaniu leku stosunek stezen
EDDP i zwiazku macierzystego jest na ogo! wiekszy od 1 [4].

Rye. 2. przedstawia chromatogram moczu Nr 2 o wysokie] zawartosci opia-
tow (>1000 ng/mL). Na chromatogramie plama morfiny jest bardzo intensywna

a ponadto towarzyszy jej dos¢ duza plama kedeiny. Metadonu nie oznaczano
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Metadon

Kodeina
Morfina

Linia startu

Ryc. 2. lpl 2pl 3pL 4ul SpL

Chromatogram moczu Nr 2 wywolany odczynnikiem Dragendorffa. Naniesiono
wzorce morfiny, kodeiny i metadonu oraz 1,2, 3,4 i 5 UL eluatu z kolumny SPE

metoda FPIA, gdyz ilos¢ moczu byla niewystarczajaca, wykryto go natomiast
metoda HPTLC nawet przy naniesieniu na ptytke tylko 1/uL ekstraktu.

Ryc. 3 przedstawia chromatogram moczu Nr 6. Zardwno stgzenie opiatow (>1000
ng/mL} jak i metadonu (>2000 ng/mL) wielokrotie przekracza waito$¢ progu czu-

—— EDDP
e Metadon

Kodeina
Morfina

Linia startu

lul 2pl 3pl. 4pl

~

Ryc. 3
Chromatogram moczu Nr 6 wywotany odczynnikiem Dragendortfa. Naniesio-
no wzorce morfiny, kodeiny, metadonu i EDDP oraz 1, 2, 3, 14 pL eluatu z ko-

lumn SPE.
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fodci. Na chromatogramie, nawet przy natozeniu tylko 1 puL eluatu, plamy morfiny,
kodeiny 1 metadonu sg bardzo intensywne. Wystepuje rowniez plama EDDP, ale
ilosciowa proporcja metadon/EDDP jest przesunigta wyraznie na korzysc¢ zwiazku
macierzystego.

Rye. 4. przedstawia chromatogram moczu Nr 25. Stgzenie opiatow ozna-
czane metodg FPIA wynosi w nim 128 ng/mL, co odezytuje sie jako wynik
ujemny {ponizej progu czutosci). Na chromatogramie brak plam morfiny i
kodeiny nawet gdy objetodc natozonego ekstraktu wynosi 5/uL. Metadonu nie

w— EDDP
= Metadon

Wzorce kodeiny
Wzorce morfiny

Linia startu

LWL 2pl 3pl 4ul

Rye. 4.

Chromatogram moczu Nr 25 wywolany odczynnikiem Dragendorffa. Na-
niesiono wzorce morfiny, kodeiny i metadonu oraz 1, 2, 3 14 uL eluatu z
kolumny SPE.

oznaczano metodg FPIA (brak moczu na powtérne badanie), natomiast anali-
za metoda HPTLC wskazuje na wystgpowanie duzych jego ilosci. Obecny jest
rowniez EDDP, przy czym plama metabolitu jest wieksza i intensywniejsza
niz. zwiazku macierzystego, co moze wskazywac, ze terapia metadonem trwa
od dawna. ‘

Drzigki wysokiej czulodei reakeji metadonu z odczynnikiem Dragendor{fa mozna
wykry€ ten zwigzek na chromatogramach nawet przy bardzo malej jego zawartoscei
W mMoczU.

1 tak w moczu Nr 15 metoda FPIA stwierdzono bardzo niskie (196 ng/ml)
stezenie metadonu, a na chromatogramie obecna byta plama tego zwiazku. To
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samo dotyczy moczy Nr 17 i 21, Chociaz stezenie metadonu byto w nich bardzo
niskie (odpowiednio - 46 ng/mL i 130 ng/mL) na chromatogramach odnotowa-
no obecnosé zwiazku. Daje to podstawe do rozwazenia mozliwoscei stosowania
do analizy metadonu metody HPTLC zamiast drogiej metody immunofluore-
scencyjnej (1 oznaczenie kosztuje ponad 150.000 zt). Wymaga to jednak po-
twierdzenia tych wynikdw na wigkszej liczbie przypadkow. W przypadku opia-
tow, wyrazne plamy morfiny i/lub kodeiny uzyskuje sie na ogét dopiero dla
stezen przekraczajacych prég czutosei (mocze Nr 4, 15, 16), prawdopodobnie
dlatego, ze wynik uzyskany metoda FPIA zalezy od mieszaniny kilku zwiaz-
kow.

Streszczenie

Zastosowano metodg ekstrakeji w fazie stalej (Solid Phase Extraction, SPE)
do izolacji z moczu opiatow i metadonu oraz metode wysokosprawnej chro-
matografii cienkowarstwowej (HPTLC) do rozdziatu 1 semikwantytatywne;
oceny steze morfiny, kodeiny, metadonu i jego metabolitu (EDDP).

W moczu 25 pacjentdw poddanych dlugotrwalej terapii metadonowej oznacza-
no opiaty 1 metadon metoda immunofluorescencji w Swietle spolaryzowanym
{FPLA) oraz dla konfirmacji i poznania skfadu opiatdéw - metodg HPTLC. Stwier-
dzono zgodnos¢ wynikdw otrzymanych obu metodami oraz wykazano, ze na ,,pule”
opiatéw oznaczanych metody immunofluorescencyjna skladajq si¢ gléwnie mor-
fina 1 kodeina, a to co oznacza sig w moczu jako metadon stanowi w rzeczywisto-
$cl mieszaning tego zwigzku 1 jego metabolitu EDDP. Na plytkach chromatogra-
ficznych wykrywano stezenia metadonu nizsze od progu czutosci, co stwarza moz-
liwos¢ analizy tego zwiazku w moczu metodg HPTLC zamiast kosztowna meto-
da immunofluorescencyna.

) B.Szukalski, E.Mirkiewicz, E.Taracha
The Applicability of FPTA and HPTC method te analysis of opiates and
methadone in poppy straw product drug user urine.

Summary

The Solid Phase Extraction (SPE) method was utilized to isolate opiates
and methadone from urine and HPTLC method was used for separation and
semi-quantitative evaluation of concentration of morphine, codeine, metha-
done and its metabolite (EDDP}.
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Opiates and methadone were identified with the use of immunofiuo-
rescence in polarized light (FPIA) method in the urine of 25 patients
undergoing long-term methadone treatment and additionally in order to
confirm and identify opiate compositions HPTLC method was applied.
The compatibility of results with the use of the two methods was ascer-
tained and it was discovered that the ,set, of opiates identified with the
use of FPIA method consists mostly of morphine and codeine, and the
substance identified in urine as methadone, is a composite of methado-
ne and EDDP. On chromatographic plates the concentration of metha-
done lower than sensitivity threshold was detected, which establishes
opportunity to analyze the composition in urine with use of HPTLC
method instead of expensive immunofluorescent method.

Key words: FPIA, HPTLC, opiates, morphine, codeine, methadone.
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