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WSTEP

Produkcja amfetaminy w nielegalnych laboratoriach dziatajacych w wielu regio-
nach kraju zwigksza dostgpnos¢ tego narkotyku wsrod polskich narkomanéw i spra-
wia, Ze coraz czesciej na oddzialy detoksykacyjne — obok pacjentow stosujacych
przetwory ze stomy makowej — trafiajg narkomani uzaleznieni od amfetaminy. W
USA i krajach zachodniej Europy powazny problem stanowia rowniez analogi struk-
turalne amfetaminy i metamfetaminy — tzw. ,,narkotyki zmodyfikowane” (designer
drugs). Sa to produkty strukturalnej modyfikacji $rodkow psychoaktywnych objg-
tych kontrola miedzynarodowa (tj. wystepujacych na listach I1 Il amerykanskiej Drug
Enforcement Agency — DEA), ktore zachowujac wysoka psychoaktywno$é moghy
by¢ legalnie syntetyzowane, choé okresy tej legalnosci {czyli braku na listach I 1 II
DEA) byly bardzo krotkie {5]. Do okreslenia tego typu zwiazkow uzywany jest row-
niez termin ,,analogi substancji pozostajacych pod kontrolg” (controlled substances
analogues) [14].

Do najbardziej znanych narkotykéw zmodyfikowanych naleza: tenamfetami-
na (MDA), 3,4—metylenodioksymetamfetamina (MDMA), 2,5-dimetoksy—4— me-
tyloamfetamina (DOM) i inne. (Ryc. 1 i 2). Wedhug klasyfikacji Drug Enforce-
ment Administration znajduja sie one na liscie I (Schedule I), grupujacej zwiaz-
ki o wysokim potencjale uzalezniajacym, bez wyraznego zastosowania lekar-
skiego [3]. Rozpowszechnienie tych narkotykéw w Stanach Zjednoczonych wzro-
sto ostatnio znacznie i ich identyfikacja w materiale biologicznym pochodzacym
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od narkomanoéw nalezy tam do podstawowych ocbowiazkéw laboratoridow toksy-
kologicznych [2, 4, 11].

RYCINA 1

Budowa chemiczna amfetaminy i metamfetaminy

Amfetamina Metamfetamina
NH CH,
(2—amino—1- fenylopropan) (2—(metyloamine)-1-fenylopropan)

Wsréd narkotykow zmodyfikowanych na szczegdlna uwage zastugujy tzw. entak-
togeny (entactogens) stosowane czesto jako srodki odurzajace w dyskotekach oraz
na tzw. ,,raving parties” — imprezach majacych na celu wspdlne przezywanie oszoto-
mienia narkotycznego. Naleza do nich zwiazki posiadajace ugrupowanie 3,4—diok-
symetylenowe:

3,4 — metylenodioksyamfetamina (MDA)

3,4 — metylenodioksymetamfetamina (MDMA, Ecstasy)

N-etylo—3,4-metylenodioksyamfetamina (MDE, MDEA, , Eve”)

Benzodioksalo-5-butylo—2—-amina (BDB) — homolog MDA o laficuchu diuzszym
o grupg metylenows.

N-Metylobenzodioksalo—5-butylo—2—amina (MBDB) — homolog MDMA o tan--
cuchu bocznym dhizszym o grupg metylenowa.

Analogiem strukturalnym amfetaminy jest réwniez réznigca si¢ od niej tylko obec-
no$cia grupy hydroksylowej w tancuchu bocznym — katyna (cathine), narkotyk po-
chodzenia roslinnego otrzymywany z lisci drzewa Catha edulis Forks (Ryc. 2).

W Polsce, cieszacej si¢ w Europie niedobra stawg czolowego producenta i ekspor-
tera nielegalnie otrzymywanej amfetaminy, prawdopodobienstwo pujawienia sig na
rynku produktow chemicznej modyfikaciji tego narkotyku jest dos¢ wysokie. Musi-
my wiec mieé §wiadomosc, Ze w moczu narkomanow, badanym na obecnos¢ amfeta-
miny, moga znajdowac sig réwniez jej analogi strukturalne.

Amfetaming mozna wykrywaé¢ w moczu za pomocg réznych testow immuno-
logicznych — testu ptytkowego Ontrak (Hoffmann-La Roche), testu paskowego
Frontline (Boehringer Mannheim), zestawu wiclozadaniowego Triage (Merck) a
takze metody immunofluorescencji w §wietle spolaryzowanym — FPIA (Abbott).
Najbardziej rozpowszechniona jest ta ostatnia metoda, gdyz pozwala nie tylko
wykrywac obecno$¢ amfetaminy, ale rowniez okre$laé jej przyblizone stgzenie
w badanej prébce.
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RYCINA 2

Budowa chemiczna niektérych analogdéw strukturalnych amfetaminy i metamfetaminy

NH; NH-CHj
CHg CHa
MDA _ MDMA
(3, 4—metylenodioksyamfetamina) (3, 4—metylenodioksymetamfetamina)
HyG NHz Ha
HO
CH
He CHy NH CH,
DOM 4-0H-MA
(2, 5-dimetoksy—4-metyloamfetamina) (4-hydroksymetamfetamina)
H
Hy
Ha
KATYNA

(2-amino-fenylopropanol-1)

Stabg strong tej metody, ktéra opiera si¢ na reakcji antygen — przeciweialo, jest
jednak niezbyt wysoka specyficznosc, gdyz z przeciweialami skierowanymi przeciw
amfetaminie reaguja réwniez zwiazki o zblizonej do amfetaminy budowie chemicz-
nej (tzw. reaktywnos¢ krzyzowa). Moze to prowadzi¢ do bednych wynikéw zarow-
no jakosciowych jak i ilosciowych.

Wyniki badania amfetaminy i metamfetaminy metoda immunofluorescencji w
$wietle spolaryzowanym zaleza rowniez od metabolizmu tych narkotykéw i obecno-
$ci w moczu ich metabolitow. Np. a2 15% przyjetej dawki metamfetaminy przekszta-
Ica si¢ w jej metabolit 4-hydroksymetamfetaming [13] (Ryc. 2).

Dlatego wydaje sig uzasadnione zbadanie zachowania wazniejszych psycho-
aktywnych analogéw amfetaminy wobec przeciwcial testu amfetaminowego FPIA
oraz opracowanie prostego postgpowania analitycznego do ich wykrywania i iden-
tyfikacji. Dodatni wynik badania moczu metoda FPIA oznacza bowiem jedynie
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obecnos$¢ w nim amfetaminy w stgZeniu przekraczajacym tzw. prog czuloéci (cut
off level), nie wskazuje natomiast jakie zwiazki skladaja si¢ na ten wynik. Ich
identyfikacja musi si¢ wigc odbywa¢é inng metoda, np. metoda chromatografii
gazowej (GC), chromatografii gazowej sprzgzonej ze spektrometria masowa (GC/
MS) lub wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej (HPTLC). Wirod
nich HPTLC wyréznia si¢ wzgledna prostota wykonania, a ponadto nie wymaga
kosztownej aparatury i moze wiec by¢ stosowana w wiekszosci naszych labora-
toriow toksykologicznych.

MATERIAL I METODY

Amfetaming (siarczan d—amfetaminy), metamfetaming (chlorowodorek d—metam-
fetaminy), MDA (chlorowodorek dl-3,4 — metylenodioksyamfetaminy), MDMA
(chlorowodorek d1-3,4-metylenodioksymetamfetaminy), DOM (chlorowodorek dl-
2,5-dimetoksy— 4 —metyloamfetaminy), 4-hydroksymetamfetamine (Pholderin)
i katyng (chlorowodorek norpseudoefedryny) przygotowywano w postaci meta-
nolowych roztworéw podstawowych o stezeniu 1 mg/ml, ktore nast¢pnie doda-
wano do czystego moczu (pH 5-8), aby stgzenia poszczegdlnych zwiazkow wy-
nosity w nim 300, 500, 1000, 1500, 2000, 3000, 5000 1 6000 ng/ml. Amfetamina,
metamfetamina, MDA, MDMA, 4-hydroksymetamfetamina i DOM pochodzily z
firmy Sigma, natomiast katyna jest darem Division of Narcotic Drugs, Vienna Internatio-
nal Centre, ONZ,

Oznaczenia wykonywano metodg immunofluorescencji w $wietle spolaryzowa-
nym (FPIA) [8,15] przy uzyciu zestawu TDx Amphetamine /Metamphetamine As-
say System (100--test Kit Nr 12610Q101).

Materiatem uzytym do identyfikacji amfetaminy i jej strukturalnych analogéw byt
mocz 10 pacjentéw Oddzialu Detoksykacyjnego Instytutu Psychiatrii 1 Neurologii,
wybranych spoéréd 106 uczestnikéw programu metadonowego. W moczu tych pa-
cjentéw badanie skriningowe wykazato obecnoéé zwiazkéw z grupy amfetamin, co
stanowi dowod nieprzestrzegania przez nich abstynencji, bgdacej warunkiem udzia-
h1 w programie metadonowym.

Do rozdziatu i identyfikacji poszczegdlnych zwiazkow skladajacych sig na ,,pule
amfetamin™ zastosowano metode wysokosprawne] chromatografii cienkowarstwo-
wej [6,7].

Izolacjg¢ amfetamin z moczu przed analiza chromatograficzng prowadzono metoda
ekstrakeji ciecz—ciato state (Solid Phase Extraction — SPE) [1,7,12] stosujac kolum-
ny (Bond Elut Certify Extraction Columns — Varian} z sorbentem krzemionkowym,
umieszezone w specjalnym urzadzeniu do prowadzenia ekstrakcji pod regulowang
proznia (Analytichem Vac Elut SPS 24™—Varian). Kolumne przygotowywano
do analizy przepuszczajac kolejno 2 ml metanolu i 2 ml 0,1 ml buforu fosforano-
wego o pH 6, a nastgpnie podawano na nig probke badanego moczu (najczgsciej
10 ml)}, ptukano kolumng 2 ml 1 M kwasu octowego i suszono pod préznia w
ciggu 5 minut. Wysuszong kolumne ptukano 10 ml metanolu i powtérnie suszo-
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no przez 2 minuty. Zaadsorbowane amfetaminy eluowano 2 ml 2% roztworu amo-
niaku w octanie etylowym. Eluat odparowywano do sucha i rozpuszczano w 50 pl
metanolu. Na plytki chromatograficzne nanoszono 1-10ul ekstraktu, co odpowiada
0,2-2 ml moczu.

Zastosowana w pracy metoda ekstrakcji ciecz—cialo stale izoluje z moczu, poza
amfetaming i jej psychoaktywnymi analogami, rowniez metadon i jego metabolit 2—
etylideno—1,5~dimetylo — 3,3—difenylopirolidyne (EDDP), ktdre po wywolaniu chro-
matogramdéw ninhydryna pojawiaja sig na nich w postaci fioletowych plam.

Do rozdzialu amfetamin zastosowano dwa warianty chromatografii: wariant kla-
syczny i tzw. chromatografi¢ z odwroconymi fazami (Reversed Phase Chromatogra-
phy), w ktorej faza ruchoma jest bardziej polarna niz nieruchoma [10].

W wariancie klasycznym uzywano plytki 10 x 10 cm pokryte Zzelem krzemionko-
wym (Silica — gel G 60 F,,— Merck), a w warlancie z odwrdconymi fazami — plytki
takiej samej wielkosci pokryte adsorbentem RP-18 .., — (Merck). Chromatogramy
rozwijano w komorach szklanych (Camag, Muttenz) na drodze o dugosci 7 cm, sto-
sujac nastepujace uklady rozwijajace:

Uktad 1. Metanol: stgzony roztwor NH, = 100: 1,5

Ukdad 2. Toluen: aceion: etanol — 25% roztwor NH, = 45:45:7.3

Uktad 3. Chloroform: metanol = 90:10

Uktad 4. Octan etylu: metanol: woda = 95: 3,5: —1,5 z dodatkiem 7 ul st¢Zonego
roztworu amoniaku na 1 ml mieszaniny

Ulkdad 5. Aceton z dodatkiem 5 pl stgZonego roztworu amoniaku na 1 ml acetonu.

Uklad 6. (do chromatografii z odwroconymi fazami). Metanol: woda: 37% roz-
twor kwasu solnego = 50: 50; 1.

Czas rozwijania chromatograméw wynosit 8—10 minut.

Rozdzielone zwiazki lokalizowano na chromatogramach za pomoca lampy UV
(254 nm) oraz odczynnikdw: ninhydrynowego i Fast Black K (FBK)

Odczynnik ninhydrynowy. 10% roztwér ninhydryny w etanolu.

Ptytki spryskane odczynnikiem ninhydrynowym ogrzewano w piecu o temperatu-
rze 120°C przez 15 minut.

Odczynnik Fast Black K [9]

Roztwor A: 1% wodny roztwér Fast Black K

Roztwor B: 1 M roztwoér wodorotlenku sodowego

Ptytki spryskiwane roztworem A, nastgpnie — roztworem B. Bardziej inten-
sywne zabarwienie uzyskiwano spryskujac wysuszony chromatogram powtornie
roztworem A.

Wartosci hR, charakteryzujace szybkos¢ migracji badanych substancji na chroma-
togramach, obliczono wg wzoru:

hR ~(I,/I,) x 100

gdzie I — droga przebyta przez czasteczkg narkotyku
I, — droga przebyta przez czolo fazy ruchome;.
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WYNIKI I ICH OMOWIENIE

W Tabeli 1. zestawiono reaktywnosé kizyzowa metamfetaminy, jej glownego
metabolitu — 4-hydroksymetamfetaminy oraz narkotykéw zmodyfikowanych:
MDA i MDMA przy réznych stezeniach tych zwiazkéw w probee moczu. Tabela
2. zawiera analogiczne dane dla DOM i katyny. Reaktywnosé krzyzowa (w %)
obliczano jako stosunek $redniej z szesciu odczytéw stezenia uzyskanych meto-
da FPIA do stezenia zwiazku w probce pomnozony przez 100.

TABELA 1

Reaktywnosé krzyzowa analogéw amfetaminy z przeciwcialami testu amfetaminowego FPIA

Ster. w Metamfetamina . MDA MDMA p-hydroksy MA
moczu Stez, Reakt. Stez, Reakt. Stez. Reakt. Stez. Reakt.
(ng/ml) odczyiane| krzyz. |odezytane| krzyz. |odczytanej krzyZz. |odcezytane| krzyz.
@gm) | ) | mgmd | (%) | mgmd | %) | @wgmbd | (%)
300 559,2 186,0 510 170,0 439 1464 584 194,5
500 790,0 158,0 680 136,0 616 1232 697 1394
1000 1032,0 103,2 1130 113,0 1084 108,4 1186 118,7
1500 1326,0 88,4 1446 96,4 1380 92,0 1702 113,5
2000 1464,0 73,2 2200 110,0 1760 88,0 2158 108,0
3000 21330 71,1 4140 138,0 2460 82,0 2947 98,2
4000 28000 700 5440 1360 3080 77,0 3820 955
5000 3320,0 66,4 6150 123,0 3500 70,0 - -

6000 3720,0 62,0 6180 103,0 3500 65,0 4826 80,4

Oznaczenia - patrz ryc. 2,

Z wyjatkiem katyny, ktdora praktycznie nie reaguje z przeciwcialami testu, re-
aktywno$é krzyzowa pozostalych zwiazkoéw zmienia si¢ wyraznie ze wzrostem
ich stgzenia.

Dla metamfetaminy ulega ona obnizeniu od 186 % dla 300 ng/ml do 62% dla 6000
ng/ml. Podobny profil zmian zanotowano dla MDMA i 4 hydroksymetamfetaminy.

Dla MDMA reaktywnoé¢ krzyzowa ulega obnizeniu od 146,4% dla 300 ng/ml do
65% dla 6000 ng/mi, a dla 4-hydroksymetamfetaminy od 194,5 % dla 300 ng/ml do
80,4% — dla 6000 ng/ml.

Réwniez dla DOM reaktywno$¢ krzyZzowa obniza si¢ ze wzrostem steZenia w spo-
sab ciagly, jednak uzyskane wartosci sg bardzo niskie: dla 300 ng/ml reaktywnos¢
krzyzowa wynosi zaledwie 7,6 % a dla 6000 ng/ml — tylko 2% (Tabela 2).

Dla MDA zmiany reaktywnosci krzyzowej zalezne od stezenia zwiazku w probee
maja charakter dwufazowy: najpierw nastgpuje obnizenie od 170% dla 300 ng/ml do
96,4% dia 1500 ng/ml, nastepnie wzrost do 138% — dla 4000 ng/m! i ponowny spa-
dek do 103% dla 6000 ng/ml.
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TABELA 2

Reaktywnosé krzyzowa DOM i katyny z przeciwcialami testu amfetaminowego FPIA

Katyna
oM (Norpseudgefedryna)
Stez. w moezu Stez. odezytane Reakt. krzyz. Stez, edczytane Reakt. krzyz.
(mg/ml) (mg/ml) (%o) (mg/ml) (o)
300 22 7,6 0,03 0,01
500 30 6,0 0,06 0,02
1060 46 4,6 2,07 0,21
1500 51 34 2,64 0,17
2000 60 3,0 2,81 0,14
3000 84 2,8 2,95 0,10
4000 06 24 3,20 0,07
3000 160 2,0 3,30 0,07
6000 120 2,0 3,60 0,06

Ryc. 3. przedstawia zalezno$¢ odpowiedzi testu amfetaminowego od stgzenia psy-
choaktywnych analogéw amfetaminy w probcee. Pokazuje on nicliniowy charakter
zmian reaktywnosci krzyZzowej dla metamfetaminy, MDMA, MDA 1 4-hydroksyme-
tamfetaminy.

Podobne zaleznoécei dla DOM przedstawia Ryc. 4.

Wyniki te wskazuja, Ze mocz zawierajacy metamfetamine, MDMA, 4-hydrok-
symetamfetaming i MDA w stezeniach ponizej 6000 ng/ml daje wyraZnie dodat-

RYCINA 3

Reaktywnos¢ krzyzowa analogéw amfetaminy jako funkcja stezenia

reaktywnose krzyzowa (%}

40 -

a 1 ) | ! 1 i [ )
308 §0C 1000 1500 2000 3000 4000 5000 @000
stezenie w moczu ng/m!
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RYCINA 4

Zaleine od stgzenia zmiany reaktywnosci krzyzowej DOM

5r g ¥ DOM

reaktywnosc krzyzowa (%)
<

0 L S L ! !
300 500 1000 1500 2000 3000 4000 5000 6000
stezenie w moczu ngfmi

ni wynik testu amfetaminowego. A zatem dodatni wynik testu amfetaminowego moze
oznacza¢ obecnoscé nie tylko amfetaminy, aie réwniez jej niektorych psychoaktyw-
nych analogéw i metabolitow, jednakze identyfikacji zwiazku odpowiedzialnego za
dodatni wynik testu nie da si¢ przeprowadzi¢ ta metoda,

Z otrzymanych wynikdw mozna rowniez wyciagnac pewne wnioski na temat za-
leznoéci migdzy budowa chemiczna poszczegdlnych analogow amfetaminy a ich zdol-
noscia do wigzania sig z przeciwciatami testu amfetaminowego. Otoz ugrupowanie
dioksymetylenowe nie wplywa w widoczny sposéb na proces wiazania z przeciwcia-
fem (MDMA, MDA). Bez wigkszego wplywu na zdolnoé¢ wiazania pozostaje row-
niez grupa hydroksylowa w pierscieniu aromatycznym (4-hydroksymetamfetamina)
oraz N—metylacja czyli zablokowanie I-rzedowej grupy aminowej przez rodnik me-
tylowy (metamfetamina). Natomiast obecnos¢ w pierécieniu benzenowym grup me-
toksylowych wyraznie obniza zdolno$¢ wiazania zwiazku z przeciwciatami testu am-
fetaminowego (DOM). Jeszcze silniejszy wplyw na wigzanie z przeciwciatami ma
obecnoié grupy hydroksylowej w fafcuchu bocznym, ktéra praktycznie pozbawia
zwiazek zdolnosci wigzania (katyna),

W tabeli 3 zestawiono warto$ci hR, amfetaminy, metamfetaminy, MDA, MDMA,
DOM, katyny i 4 — hydroksymetamfetaminy w szesciu ukiadach rozwijajacych oraz
wyniki barwienia rozwinietych chromatograméw za pomoca odczynnika Fast Black
K i ninhydryny.

Uklady 1, 2, 3, 415 stosowano w klasycznym wariancie chromatografii a ukiad 6 —w
chromatografii z fazami edwréconymi. Do dalszej pracy wybrano uklady 2 1 6.

Ukfad 2 daje dobry rozdziat amfetaminy, metamfetaminy, katyny i 4-hydroksyme-
tamfetaminy, natomiast amfetamina MDA i DOM oraz metamfetamina i MDMA
majg w nim zblizone wartosci hR .
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TABELA 3

Wartesci hR, w 6 ukladach rozwijajacych oraz barwy plam amfetaminy i jej analogéw
z FBK i ninhydryna

Uklady rozwijajace Barwa plam

Zwigzek * Wariant klasyczny RPC
HERNERERERN

FBK | Ninhydr. | UV 254 nm

d-Amfetamina 1,0 40,0 4.2 143 464 60,0 F R Si. widoczna
d-Metamfetamina 14,0 157 2,8 57,0 64 570 P R St. widoczna
dI-MDA 17,1 357 28 184 443 3593 F R St. widoczna
dI-MDMA 114 128 28 57 6,0 542 P R St widoczna
dl-DOM 128 342 28 86 357 331 F R St wideczna
4-OH-MA - 14,3 - - - 742 R-F R St widoczna
Katyna 20,0 585 0 30,0 757 690 F R St widoczna

RPC = chromatografia z odwrdoconymi fazami
FBK = Fast Black K

F = fioletowa

P =pomaraiiczowa

R =rézowa

R-F = rézowo-fioletowa

W ukitadzie 6 DOM dobrze oddziela si¢ od pozostalych zwiazkow, a takze lepiej
niz w uktadzie 2 dzieli sig metamfetamina i MDMA. Tak wigc identyfikacja psycho-
aktywnych analogéw amfetaminy i metamfetaminy wymaga wykonanta chromato-
graméw w ukladzie 21 6.

Przy wywolywaniu chromatograméw odczynnikiem FBK na fososiowo — rézo-
wym tle pojawiajg sig plamy o zabarwieniu fioletowym (aminy pierwszorzedowe —
amfetamina, MDA, DOM) lub o zabarwieniu pomaraficzowym (aminy drugorzedo-
we — metamfetamina, MDMA i 4-OH-MA).

Plamy amin drugorzedowych pojawiaja sig natychmiast po spryskaniu FBK, nato-
miast aminy pierwszorzgdowe staja si¢ widoczne dopiero, gdy chromatogram wywo-
fany FBK spryska sig I M roztworem NaOH. Powtorne spryskanie takiego chroma-
togramu roztworem FBK powoduje intensyfikacjg zabarwienia plam.

Kwasny uktad rozwijajacy, stosowany w chromatografii z odwroconymi fazami,
sprzyja wystepowaniu bardziej intensywnych plam pe wybarwieniu zaréwno odczyn-
nikiem Fast Black K jak i1 ninhydryna. W tych warunkach nawet katyna daje bardzo
wyrazna silnie wysycona plame.

Tabela 4 zawiera wyniki analizy amfetaminy, metamfetaminy i ich psychoaktywnych
analogéw strukturalnych w moczu 10 pacjentéw leczonych metadonem. Stezenia ,,puli
amfetamin” oznaczanych metoda FPIA wahaly sie od 558 ng/ml do > 6000 ng/ml.
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TABELA 4

Wyniki badania moczu narkomanéw metodg FPIA i HPTLC

FPIA HPTLC
Pacjent ‘(‘;’;‘/ﬁ? A [MA [MDA |MDMA |DOM | Katyna |4 OH MA |Metadon | EDDP
. TW. >6000 + + - - ] R ) + +
2, KW. 558 - - - ; ; ] ; +
3. JK. >6000 + - - . ; _ ) + .
4. KL. >6000 + - - . ) ] . o
5. KW. 720 glad - - . ; . ) o+
6. KW. 3220 + - - ] ) N . . +
7. RK. >6000 ++ - - _ . ] ] ] ]
8. ACh >6000 + - - ; - ; ] ] )
9. KM. 1266 + - - ) ) ] ] +
10. AB. 2426 + - - . ) . - .

+ wyraina plama

++ intensywna plama

4-OH-MA = 4-hydroksymetamfetamina

EDDP = 2-etylideno-1,5-dimetylo-3,3-difenylopiralidyna

Dwa wyniki (558 ng/ml 1 720 ng/ml) nie przekraczaly progu czulosci dla amfeta-
miny, wynoszacego 1000 ng/ml, natomiast w pigciu moczach st¢zenia amfetamin
byly bardzo wysokie — powyzej 6000 ng/ml.

Badanie moczu pacjentéw metoda HPTLC wykazato w 8 przypadkach, w ktérych
metoda FPIA uzyskano wyniki znacznie przekraczajgce prog czulosci, obecnoéé du-
zej, intensywnej plamy amfetaminy, w 1 przypadku (wynik metoda FPIA 720 ng/mi,
a wige nieco ponizej progu czulosci) — stabg plame amfetaminy a w 1 przypadku
(wynik metoda FPTIA 558 ng/ml — znacznie ponizej progu czutoici) — brak plamy
tego narkotyku.

Czutosé HPTLC jest wiec zblizona do czulosci FPIA to znaczy, Ze sigzenie
amfetaminy nizsze od progu czutosci dla FPIA jest rowniez trudne do wykrycia
za pomoca HPTLC. W jednym moczu — obok amfetaminy — wykryto metamfeta-
ming. Zaden z badanych moczy nie zawieral psychoaktywnych analogéw amfe-
taminy - MDA, MDMA, DOM i katyny, co dowodzi, Ze polscy narkomani, oprécz
preparatow ze stomy makowej, stosuja na razie gtéwnie amfetaming, prawdopo-
dobnie z powodu matlej dostepnoécei na polskim rynku jej psychoaktywnych
analogow.

U dwoch pacjentdw, ktorych mocz zawieral duze ilodci amfetaminy (>6000 ng/ml)
nie wykryto metadonu ani jego metabolitu — EDDP, co wskazuje, Ze nie przyjmowali
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oni otrzymywanej w celach leczniczych dawki metadonu. Jest to informacja istotna
dla lekarzy Oddzialu Detoksykacyjnego, gdyz daje podstawe do ostrzeZenia tych pa-
¢jentdw Iub wykluczenia ich z programu metadonowego.

WNIOSKI

1. Metoda FPIA moze stuzyé do wykrywania metamfetaminy, MDMA, MDA i 4-
hydroksymetamfetaminy, gdyz reaktywno$¢ krzyzowa tych zwigzkdw z przeciwcia-
fami testu amfetaminowego jest wysoka w szerokim zakresie stgzen.

2. Ujemny wynik badania moczu ta metoda nie oznacza braku strukturalnych ana-
logéw amfetaminy, gdyz niektére zwiazki nie reaguja z przeciwcialami testu (katy-
na), lub reaguja z nimi w stopniu niewystarczajacym do uzyskania wyniku dodatnie-
go (DOM).

3. Dodatni wynik badania moze oznaczac obecno$¢ amfetaminy, metamfetaminy,
ich niektorych psychoaktywnych analogow lub metabolitow.

4. Wynik ilosciowy proby zalezy od sumy reaktywnosci krzyzowych zwiazkow
macierzystych, ich analogdw oraz metabolitow wystepujacych w probcee.

5. Identyfikacja psychoaktywnych analogéw amfetaminy wymaga zastosowania
innej metody analitycznej (GC, GC/MS lub HPTLC).

6. Metoda HPTLC moze stuzy¢ do identyfikacji wazniejszych psychoaktywnych
analogéw amfetaminy w moczu narkomandw, jednak czuloéé jej jest dos€ niska
(800-1000 ng).

7. Wariant chromatografii cienkowarstwowe) z odwrdconymi fazami stanowi cen-
ne uzupekienie techniki HPTLC przy analizie analogow amfetaminy.

8. W badanych moczach nie wykryto psychoaktywnych analogéw amfetaminy ~
MDA, MDMA, DOM i katyny, co wskazuje, ze na razie na polskim rynku, obok
preparatow ze stomy makowej, dominuje amfetamina.

Bogdan Szukalski, Ewa Mirkiewicz, Ewa Taracha
Detection of amphetamine and its psychoactive analogues in the urine of
drug abusers by means of the FPIA and HPTLC methods.

Summary

The aim of the study was to assess the FPIA usefulness for detection of major
designer drugs (MDMA, MDA and DOM), a plant derivative characterized by a
chemical structure resembling that of amphetamine, cathine, as well as the main
metabolite of methamphetamine - 4-hydroxymethamphetamine. For that purpose cross-
reactivity of these compounds against antibodies of the amphetamine test, and the
cross-reactivity - concentration relationship were determined. Reactivity levels are
high for a quite broad spectrum of MDMA, MDA, and 4-hydroxymethamphetamine
concentrations, which allows to detect these compounds using the FPIA method.
However, this is not possible in the case of DOM, since it reacts very weakly with the
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amphetamine test antibodies, and in the case of cathine, which practically does not
react with these antibodies at all.

On the grounds of the obtained findings conclusions can be drawn as to the effect
of some molecular structure aspects and of some functional groups occurring in it on
binding of the compound with the amphetamine test antibodies.

Amphetamine, MDA, MDMA , DOM, cathine and 4-hydroxymethamphetami-
ne were isolated from drug abusers’ urine using the solid-phase extraction me-
thod, then were separated by means of the HPTLC method, and identified on
chromatograms by means of staining with the Fast Black K reagent and ninhy-
drin. For the compounds under study hRf values were determined in six develo-
ping systems, out of which 2 were selected for further analysis. This method was
used in the urinalysis of 10 drug abuse cases treated with methadone, who had
taken amphetamine besides methadone. In 8 cases amphetamine only was detec-
ted in the urine samples, while in one case - both amphetamine and methamphe-
tamine. In none of the urine samples psychoactive analogues of amphetamine (MDA,
MDMA, DOM, and cathine) were found, which indicates their so far limited availa-
bility on the Polish drug market.

Key words: amphetamine/designer drugs/entactogens/cross-reactivity/thin-layer
chromatography
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