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APPLICATION OF THE FLUORESCENCE POLARIZATION IMMUNOASSAY AND CHIROMATO-
GRAPHIC METHODS FOR DETERMINATION OF P-METHOXYAMPHETAMINE {PMA) AND P~
METHOXYMETHAMPHETAMINE (PMMA) IN URINE AND NON-BIOLOGICAL MATERIAL
ABSTRACT — Suitability of the TDx amphetamine test in detection of ampheta-
mine-related drugs of abuse was tested. [t was found that cross reactivity of the
test antibodies is very high for PMMA and MDA (over 100% at the concentra-
tion of 500 ng/ml}), which makes it possible to use the FP1A method in screening
of urine samples for the presence of these drugs, providing the urine does not
contain other cross reactive substances. This condition being fulfilled, it is also
possible to detect the hydroxylated metabolites — p-OH-A and p-OH-MA, al-
though the cross reactivity of the antibodies is in this case much lower (at 500
ng/ml 40 and 60% respectively). However, cross reactivity for PMA and MDE
is negligible, and their detection with the TDx test is practically impossible.

Following derivatization, PMA, PMMA and their hydroxylated metabolites
were separated and identified by gas chromatography — mass spectrometry (GC-
M3} in the presence of other psychoactive substances, which abound on Polish
illicit drug market, i.e.: amphetamine, methamphetamine, o-phenylethylamine,
MDMA, MDA and MDE.

Analysis of the urine of a 23 year old man, who died suddenly, presumably
due to an overdose of drugs, and of the tablet fragment found near the body,
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revealed the presence of PMA, PMMA, ephedrine and amphetamine. The com-
position of drugs in the tablet fragment was: PMA — 16%; PMMA - 13%; ephe-
drine — 4%, amphetamine — 1%. Trace amounts of p-methoxyethylamphetami-
ne, p-methoxydimethyamphetamine and p-hydroxyamphetamine were also found.
KEey worps: p-methoxyamphetamine (PMA), p-inethoxymethamphetamine
{PMMA), gas chromatography (GC), mass spectrometry (MS), cross-reac-
tivity, FPIA.

WSTEP

W latach 90. na rynku narkotykowym w USA i w Europie Zachodniej, a takze w
Polsce, pojawilo sig wiele nowych substanc)i psychoaktywnych pochodnych fenylo-
izopropyloaminy (amfetaminy) i fenyloetyloaminy (%). W tym okresie Polska zyska-
la nicdobry stawe jednego z najpowazniejszych nielegalnych producentow amfeta-
miny wytwarzanej rdZnymi metodami przez liczne zakonspirowane laboratoria. Znacz-
na czgsc tej produkeji byla 1 jest przemycana poza granice Polski, glownie do Nie-
miec i Szwecji. Oprocz amfetaminy wytwarzana jest metamfetamina, a takze dwie
ich pochodne: 3.4-metylenodioksyctyloamfetamina (MDE, Eve) oraz 3,4-metyleno-
dioksymetamfetamina (MDMA, Ecstasy).

Konsekwencia rozpowszechniania amfetaminy i jej pochodnych jest zwigkszaja-
ca sig liczba zgondw spowodowanych przedawkowaniem tych narkotykéw. Z 39 przy-
padkéw intoksykacji narkotykami ze skutkiem $miertelnym, badanych w latach 1999-
2000 (do maja wlacznie) przez Zakiad Medycyny Sadowej AM w Warszawie, blisko
potowa (18 przypadkow) byla wynikiem stosowania zwigzkow z grupy amfetamin.

Objecie kontrola pojawiajacych si¢ na rynku narkotykéw oraz prekursordw i od-
czynnikow uzywanych do ich produkeji sklania chemikow pracujacych w niclegal-
nych laboratoriach do poszukiwania nowych psychoaktywnych pochodnych feny-
loizopropyloaminy o zmodyfikowanej strukturze i podobnym lub silniejszym dziala-
niu. Wynikiem tej swoistej rywalizacji migdzy prawodawcy, obejmujacym kontrola
nowe pochodne pojawiajace si¢ na rynku narkotykowymn, a chemikami opracowuja-
cymi syntezy nowych pochodnych na potrzeby nielegalnego rynku narkotykowego,
Jjest pojawianie sig coraz to nowych analogéw amfetaminy i metamfetaminy, okresfa-
nych czgsto mianem , narkotykdw zmodyfikowanych” (ang.: designer drugs). Lista
tych narkotykdw jest dhuga (9). Struktura i wlasnosci oraz metody rozdziahu i identy-
fikacji niektorych z nich byly przedmiotem artykuléw opublikowanych w kwartalni-
ku Alkoholizm i Narkomania (2, 15). W niniejszym opracowaniu cheielibyémy zwrocié
uwage na dwa polaczenia, ktdre w ostatnim okresie pojawily sig na polskim rynku
narkotykowym w postaci tabletek zawicrajgeych réwniez amfetaming i efedryne. Sa
to p-metoksyamfetamina (PMA) i p-metoksymetamfetamina (PMMA). W Gdarisku,
w drugiej polowie 2000 r., odnotowano 9 przypadkow smiertelnych zatrué po spozy-
ciu tabletek wystgpujacych na nielegalnym rynku pod nazwa UFO, w ktorych skiad
wchodzity PMA i PMMA (10,17). W tym samym roku trzy osoby ulegly $miertelne-
mu zatruciu tabletkami z logo ,,Mitsubishi” i ,,E” zawierajgcymi p-metoksyamfeta-
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ming (11). Habrat i wsp. (7) w artykule pod sugestywnym tytulem ,,Z UFO w zaswia-
ty” opisali niebezpieczne wlasciwosei p-metoksyamfetaminy oraz zagrozenia zwig-
zane Z jej stosowaniem. Na rynku pozacuropejskim PMA nie jest nowoscig, gdyz w
latach 70. byla ona w Kanadzie przyczyng 9 $miertelnych zatrué (3), a w latach 90.
spowodowala 10 émiertelnych zatru¢ w Australii (8). W marcu 2000 r. na przedmie-
$ciach Chicago doszlo do $miertelnego zatrucia kilku osdb po uzyciu nabytych na
czarnym rynku tabletek z logo , Mitsubishi”, ktorych gléwnym skladnikiem byla PMA.
W tym samym czasie do toksykologicznych laboratoriow w stanie [llinois trafiaty
tabletki z takim samym logo, ktére sprzedawano na ulicach. Zawicraly onc PMMA
lub mieszaning PMMA 1 PMA (4). Efekty wywieranc przez te narkotyki wyraznie si¢
od sicbie rozniag. PMMA ma dziatanie podobne do MDMA i zbliZzona toksycznosé,
podczas gdy PMA przypomina raczej amfetaming, ale jest od niej znacznie bardziej
toksyczna. Z danych policji wynika, Zze narkotyki te sprzedawanc sa czgsto jako Ekstazy
(3.4-metylenodioxymetamfetamina, MDMA) lub jej substytuty (14).

Niebezpieczng cechg obu narkotykdw jest mata roznica migdzy dawka skuteczna,
tj. wywolujgca efekty oczekiwane przez biorcg, a dawka smiertelng. Np. ,efcktyw-
na” dawka PMA wynosi 0,75 mg/kg, tj. 52 mg dla osoby o wadze 70 kg, a $mier¢
moze nastapic juz po przyjeciu 140 mg.

Tak wigc osoby przyjmujace PMMA w dawkach, w jakich braly MDMA, moga
uzyskad oczekiwane efekty, natomiast biorcy PMA, pragnac uzyskac efekty zblizone
do tych, jakie wywolywala MDMA, przyjmuja zwykle kilka porcji w krotkich odste-
pach czasu, przekraczajac $miertelng dawke narkotyku (5). U osob przyjmujacych
PMA obserwowano hipertermig przekraczajaca 42°C, znaczny wzrost ciSnienia krwi
(240/130), hiperwentylacjg (130-150), przyspicszenic tgina do 140 uderzen na minu-
te, silne pobudzenie motoryczne, skurcze migsni, zlewne poty, drgawki, szczgkoscisk
i zatrzymanie akcji serca. Zwigzek ten wykazuje rowniez dziatanic halucynogenne
pigeiokrotnie silnigjsze od meskaliny (1,8).

PMMA zsyntetyzowano po raz pierwszy w 1938 roku, ale jej wlasnosci farmako-
logiczne byly przez wicle lat nieznane. Pdznicj pojawila sig na rynku narkotykowym
jako substytut MDMA, gdyz podobnie jak Ekstazy ma umiarkowane wiasciwosci
halucynogenne i jest stymulatorem osrodkowego uktadu nerwowego. PMMA wy-
woluje wyrazne zmniejszenie stgzenia serotoniny 1 kwasu 5-hydroksyindolooctowe-
go w wielu regionach mozgu oraz zmniejszenic liczby miejsc wigzacych serotoning.
Jednak jej neurotoksyczno$¢ wobec ukladu serotoninergicznego, tj. zdolnos¢ do nicod-
wracalnego uszkadzania neurondw serotoninergicznych, nie jest tak duza jak np.
chloroamfetaminy (PCA). O ile w pochodnych niepodstawionych w picrécieniu N-
metylacja bardzo wyraznie nasila neurotoksycznos¢ (np. amfetamina — stabe dziala-
nie neurotoksyczne, a metamfetamina — silne), to w para-metoksypochodnych nie
obserwuje si¢ takiego wplywu N-metylacji (brak wyraznej roznicy w neurotoksycz-
nosci PMA i PMMA) (6).

Szlak metaboliczny PMA w organizmie ludzkim obejmuje proces oksydatywnej
dezaminacji do p-mctoksyfenyloacetonu poprzez zwiazek posredni o strukturze
oksymu. W procesie B-hydroksylacji lancucha bocznego w czasteczece PMA powsta-
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je p-metoksynorefedryna, a B-hydroksylacja p-hydroksyamfetaminy prowadzi do p-
hydroksynorefedryny. Gléwnym metabolitem jest p-hydroksyamfetamina (p-OH-A),
powstajaca w wyniku O-demetylacji grupy p-metoksylowej do odpowiedniego feno-
lu. Metabolity te wydalane s3a w moczu przewaznie w postaci glukuronianéw. Na
uwage zastuguja p-OH-A i p-hydroksynorefedryna, gdyz wykazujg pewna aktyw-
nos¢ biologicznag (4) (ryc. 1).

N ‘ NH, NH
1] N-oksydacja | * O-demetylacja P2
/O CH;C—CH, ——— /0 CH;CH-CH,——— HO CH;CH-CH,
oksym p-metoksyfenyloacetonu PMA p-OH-A
p-hydroksylacja i-hydroksylacja
e PH (i, P
o—<j‘>—cw;:;ri-<:|-|3 o-@-cwcg-c”: HO CH:CH-CH,
/ /
p-metoksyfenyloaceton p-metoksynorefedryna p-hydroksynorefedryna

Ryc. 1. Przemiany p-metoksyamfetaminy (PMA) w arganizmie Iudzkim. p-OH-A = p-hydroksyam-
Sfetamina.

Metaboliczne przemiany PMMA w organizmic Zywym nie byly dotad przedmio-
tem szczegblowych badan, ale pewnc wnioski dotyczace ich przebiegu mozna wy-
ciagnaé¢ z wynikdw uzyskanych dla orto-izomeru tego zwigzku — N,a-dimetylo-o-
-metoksyfenctylaminy (metoksyfenamina, Orthoxine-Upjohn) (12, 13). Podobnie jak
w przypadku PMA waznym szlakiem metabolicznym PMMA jest O-demetylacja z
utworzeniem p-hydroksymetamfetaminy (p-OH-MA) oraz N-demetylacja przekszta-
Icajaca PMMA w PMA.

Wykrywanie amfetaminy i metamfetaminy w materiale biologicznym (najcze$ciej
w moczu) nie jest obecnie trudne, gdyz dysponujemy szeregiem prostych w wykona-
niu, gotowych testow, jak test plytkowy Ontrak (Hoffmann-La Roche), test paskowy
Frontline (Boehringer Mannheim), oraz metoda immunofluorescencji w Swictle spo-
laryzowanym FPIA (Abbott), pozwalajaca nie tylko wykrywaé obecnosé amfetami-
ny 1 jgj pochodnych, ale réwniez okredli¢ przyblizone stezenie amfetamin w badane;
prébee. Brak natomiast prostych, specyficznych metod wykrywania psychoaktyw-
nych analogow amfetaminy 1 metamfetaminy, m.in. PMA i PMMA. Poniewaz pod-
stawowym narzg¢dziem analitycznym w wicgkszosci polskich Jaboratoriow toksyko-
logicznych jest metoda FPIA, waine wydaje sic sprawdzenie jej przydatnosci do
wykrywania przynajmniej niektoérych narkotykow zmodyfikowanych, zwlaszcza po-
jawiajacych sie ostatnio na polskim rynku narkotykowym PMA i PMMA. Odpo-
wiedZ na to pytanie wymaga ustalenia, w jakim stopniu zwiazki te reaguja z przeciw-
ciatami testu skalibrowancgo przez producenta na amfetaming. Wysoka reaktywnosé
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krzyzowa metoksyanalogdéw amfetaminy 2z przeciwcialami testu amfetaminowego
dawataby podstawe do wykorzystania metody FPIA w skriningu probek moczu na
wystepowanie tych analogow. Przy malej reaktywnosci wykrycie zwiazku ta metoda
nie jest mozliwe. Wowczas konieczne jest zastosowanie innych metod, bardziej cza-
sochlonnych i wymagajacych kosztownej aparatury, jak wysokosprawna chromato-
grafia cieczowa (HPLC), chromatografia gazowa (GC) oraz chromatografia gazowa
sprzg¢zona ze spektrometrig mas (GC/MS).

MATERIAL I METODY

Wzorce amfetaminy (A), metamfetaminy (MA), a-fenyloetyloaminy, 3,4-metyle-
nodioksyamfetaminy (MDA), 3,4-metylenodioksymetamfetaminy (MDMA),
3,4-metylenodioksyetyloamfetaminy (MDE) i p-metoksyamfctaminy (PMA) pocho-
dzity z firmy Sigma (St. Louis, MO, USA). Pozostale substancje wzorcowe, tj. p-
metoksymetamfetamine (PMMA), p-hydroksyamfetaming (p-OH-A), p-hydroksyme-
tamfetaming (p-OH-MA) oraz p-hydroksyetyloamfctaming (p-OH-EA) otrzymano
na drodze syntezy metoda redukcyjnego aminowania odpowiedniego ketonu chloro-
wodorkiem alkiloaminy (lub octanem amonu) wobec cyjanoborowodorku sodowe-
go (NaCNBH,), a nastgpnie O-demetylacjg aminy za pomoca kwasu bromowodorowe-
£o. Otrzymane aminy oczyszezano metoda destylacji prozniowej 1 wytrgcano w postaci
chlorowodorkéw suchym chlorowodorem w uktadzie izopropanol : cter dictylowy (1:1).

Rozpuszczalniki, substraty do syntezy oraz inne odczynniki pochodzily z firm
Merck, Lancaster oraz Sigma i uzywane byty bez dodatkowego oczyszczenia.

Badanie struktury

Strukturg otrzymanych zwigzkéw potwierdzano metodq chromatografii gazowej
sprzgzonej z detekcjg mas (GC-MS) oraz metodg spektrometrii w podezerwieni z
transformacja Fouriera (FTIR)

Wodne roztwory substancji wzorcowych (1 mg/mi) alkalizowano 10% roztworem
weglanu sodowego (100 pl) i ekstrahowano chloroformem (1 pl). Warstwg organicz-
ng po suszeniu bezwodnym Na,SO, uzywano do analizy metodg GC-MS.

Derywatyzacja narkotykdow

Ekstrakt wzorca (100 ul), tabletki (100 pl) lub moczu (500 pl) odparowywano w
temperaturze 40°C w strumieniu azotu. Do pozostatosci dodawano 400 pl bezwodni-
ka kwasu pentafluoropropionowego (PFPA) i ogrzewano w temperaturze 120°C przez
15 minut. Nadmiar PFPA usuwano w strumieniu azotu, a pozostatosé (olej lub sucha
pozostalosc) rozpuszezano w 400 pi octanu etylu i 1 1l tak otrzymanege roztworu
pedawano na kolumng chromatograficzng.

Pomiary reaktywnosci krzyzowej PMA, PMMA, MDA, MDE, p-OH-A i p-OH-
MA wykonywano za pomoca analizatora TDx metoda immunofluorescencji w §wie-
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tle spolaryzowanym przy uzyciu zestawu TDx do oznaczania amfetaminy i metamfe-
taminy w moczu (16). Zwiazki te przygotowano w postaci roztworéw metanolowych
o stgzeniu 1 mg/ml (w postaci woine] zasady), a nastgpnie dodawano do ,,czystego™
moczu (pH 5-8), aby uzyska¢ stezcnia 50, 100, 200, 500, 1000, 1500 i 2000 ng/ml,
Sporzadzajac wykresy zaleznosci krzyZowe], stezenia dodane odkiadano na osi od-
cigtych, a stgZenia odczytane — na osi rzednych.

Do rozdziatu i identyfikacji narkotykow w moczu i materiale niebiologicznym
zastosowano technikg GC-MS uzywajac chromatograf gazowy HP 6890 sprzezony z
detektorem mas HP 5973 oraz chromatograf gazowy Agilent 6850 z detektorem plo-
mieniowo-jonizacyjnym (FID). Do analizy ilo$ciowej stosowano chromatograf ga-
zowy HP 5890 serii II z detektorem FID wyposazony w autostizykawke HP 6890
Series Injector. Typ kolumny kapilarnej oraz warunki analizy chromatograficzne;
podano przy opisie chromatograméw.

Materialem uzytym do weryfikacji opracowanej metodyki byl mocz 23-letniego
mezezyzny zmarlego nagle, prawdopodobnie w wyniku intoksykacji narkotykiem
oraz znalezione przy denacie fragmenty tabletki o barwie czerwonej. Material po-
chodzit z Zakladu Medycyny Sadowej AM w Warszawie.

Mocz: do 1 il moczu dodawano 40 pl 20% roztworu wodorotlenku sodowego i
ckstrahowano 10 ml cykloheksanu. Warstwe organiczng odparowywano w strumie-
niu azotu. Sucha pozostalo$¢ poddawano derywatyzacji za pomocg PFPA. Po usunig-
ciu nadmiaru reagenta pozostalosé rozpuszezano w 400 Ll octanu etylu i analizowa-
no metoda GC-MS (objetosc nastrzyku V = 1ul).

Fragmenty tabletki znalezione przy denacie rozcierano i 10-15 mg proszku roz-
puszczano w | ml wody zawicrajacej standard wewnetrzny — chlorowodorek p-me-
toksypropyloamfetaminy w st¢Zeniu 5 mg/ml, alkalizowano dodajac 80ml 25% amo-
niaku i otrzymany roztwor ekstrahowano 1 ml octanu etylu.

Roztwory kalibracyjne, zawierajgce siarczan amfetaminy (od 0,5 do 2 mg), chlo-
rowodorek efedryny (od 0,5 do 3 mg), chlorowodorek p-metoksyamfetaminy (od 1
do 8 mg) oraz chlorowodorck p-metoksymetyloamfetaminy (od 1 do 8 mg) otrzyma-
no rozpuszczajgc odwazone substancje wzorcowe w 1 ml wody zawierajacej stan-
dard wewngtrzny — chlorowodorek p-metoksypropyloamfetaminy w stgZeniu 5 mg/
ml. Roztwory po zalkalizowaniu (80 pl 25% amoniaku) ekstrahowano octanem etylu
(1 ml). Przed analiza chromatograficzng ckstrakty suszono bezwodnym Na,S0O,. Uzyto
krétka kolumne kapilarna z faza niepolarng SE-30, 10m x 0,32mm x 0,25pm. Ozna-
czenie prowadzono w warunkach izotermicznyeh t=140°C. Gazem no$nym byt hel,
ci$nienie na czole kolumny wynosito 25 kPa. Dozowanie prowadzono w opcji dzie-
lenia (ang.: splif) 100:1, objgtosé nastrzyku 1 ul. Catkowity czas pojedynczej analizy
nie przekraczat 2,5 minuty.

Do wyznaczenia prostych kalibracyjnych a nast¢pnie obliczenia zawartosci anali-
tow w probce badanej i probee kontrolnej wykorzystano pakiet HP GC ChemStation
Rev.A.06.03 Software.

W celu scharakteryzowania metody wykonano test powtarzalnosci oznaczenia (w
obrebie serii pomiarow wykonanych jednego dnia). Materialem badanym byta prob-
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ka kontrolna o zawartosci amfetaminy, efedryny, PMA 1 PMMA zbliZzonej do tej,
jaka obserwowano w przypadku badanego fragmentu tabletki. Probke kontrolna otrzy-
mano poprzez zmieszanie odpowiednich ilosci chlorowodorkéw PMA, PMMA i cfe-
dryny oraz siarczanu amfetaminy z laktoza. Zawarto§¢ pochodnych amfetaminy w
tak otrzymanej probce wyniosia: amfetamina 1,2 %; efedryna 4,7 %; PMA 18,8 %;
PMMA 12,6 % (w przeliczeniu na wolne zasady).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Naryc. 2 przedstawiono wykresy obrazujace reaktywnosc krzyzowa PMA, PMMA,
MDA 1 MDE - psychoaktywnych analogéw amfetaminy i metamfetaminy oraz p-
OH-A i p-OH-MA — glownych metabolitéw amfetaminy, metamfetaminy, PMA i
PMMA — z przeciwciatami amfctaminowego testu TDx.

Najwicksze wartosci reaktywnosci krzyzowej otrzymano dla PMMA i MDA
{odpowiednio 150% i 100% dla stezenia 500 ng/ml). Test amfetaminowy TDx mé-
glby wiec byt uzyty do wykrywania tych zwiazlkdw w moczu, w ktérym nic ma in-
nych zwiazkow reagujacych z przeciwcialami testu. W obecnos$ci takich potaczen
otrzymany wynik bgdzie wypadkowa reaktywnosci krzyzowej kazdej z pochodnych.
Wyrazna, chociaz znacznie nizsza reaktywnosc krzyzowa wykazujg hydroksylowe
metabolity p-OH-A i p-OH-MA (odpowiednio 40% i 60% dla stgzenia 500 ng/ml).
Oznacza to, Ze w przypadku braku w badanym moczu zwiazkéw macierzystych
metabolity te moga by¢ wykryte za pomoca testu TDx. Natomiast reaktywnoéé krzy-
zowa PMA 1 MDE wobec przeciwcial testu amfetaminowego jest bardzo niska
{zaledwie 20% dla stgzenia 500 ng/ml), a wige praktycznie nie mozna ich wy-
kry¢ metodg FPIA.

Ryc. 3A przedstawia chromatogram uzyskany metoda GC mieszaniny 11 psy-
choaktywnych pochodnych amfctaminy i metamfetaminy. Zawicra on oprocz PMA,
PMMA 1ich metabolitow — p-OH-A i p-OH-MA, takZe amfetaming, metamfetaming,
MDA, MDE, MDMA, p-OH-EA i a-fenyloetyloamine — zwiazki obecne na polskim
rynku narkotykowym i mogace si¢ znalezé, obok PMA 1 PMMA, w badanym mate-
riale biologicznym.

Z 11 skladnikéw mieszaniny, dobrze oddzielone piki uzyskano dla o-fenyloetylo-
aminy, amfetaminy, metamfctaminy, PMA i MDE, natomiast pary zwiazkow: PMMA
i p-OH-A, MDA i p-OH-MA oraz MDMA i p-OH-E nie rozdziclaly sig w sposob
zadowalajgcy. Zastosowano wige derywatyzacjg mieszaniny analitow PFPA i otrzy-
mane pochodne analizowano metoda GC. Uzyskano 11 dobrze rozdzielonych pikow,
pozwalajacych zidentyfikowac poszczegolne narkotyki (ryc. 3B).

Opracowang metodyke rozdziatu 1 identyfikacji psychoaktywnych pochodnych
amfetaminy i metamfetaminy zastosowano do badania moczu osoby zmarlej w wyni-
ku przedawkowania narkotykdw oraz znalezionych przy denacie fragmentow tablet-
ki. Wstegpna analiza moczu i tabletek wykonana za pomoca testdéw barwnych, metoda
FPIA i chromatografii cienkowarstwowej wykazata w obu przypadkach obecnosé
zwigzkow z grupy amfetaminy. Wyniki badania moczu za pomoca metody GC-MS z
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Rye. 2, Reaktywroscei krzyzowe psychoaktywnych analogdw amfetaminy oraz ich metabolitow z prze-
ciweialami testu amfetaniinowego TDx. Of x — stgZenie dodane; os y — stgZenie znalezione,

rejestracja wybranych jonow (SIM) po derywatyzacji ekstraktu bezwodnikiem kwa-
su pentafluoropionowege, przedstawia ryc. 4. Zidentyfikowano PMA, PMMA, am-
fetamine i efedryne, ktére na chromatogramie tworza rozdzielone piki. Metoda dery-
watyzacji umozliwila dobrg separacjg efedryny i PMA, ktore bez przeksztalcenia w
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Ryc. 3. Rozd=tal chromatograficzny jedenastu analogéw amfetaminy, A — mieszanina wolnych zasad;
B — mieszanina pochodnych pentafluoropropionewyeh, 1 = a-fenyloetvloaming; 2 = amfetamina;
3 = metvloamfetaming; 4 = PMA; 5 = PMMA; 6 = p-OH-A; 7= MDA; 8 = p-OH-MA; 9 = MDMA;
10=p-OH-EA; 11 = MDE. Warunki analizy: chromatograf gazowy Agilent 6850, detektor FID =250°C,
temperatura komory nasirzykowej 1=250°C, opcja nastrzvku z dzieleniem (split) 30:1, gaz nosny hel o
przephnwie stalym F=1.5 ml/min, kolumna kapilarna HP-3 30 m x 0,25 mm x 0,25 v, program tempe-
ratwrowy 100°C (1,0 min), przvrost 10°C/nin do 280G°C (3.0 min}.
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Ryc. 4. Chromatogram ekstraktn moczu po derywatyzacii bezwadnikiem fwasu pentafluoropropionowego
uzpskany metoda GC-MS-SIM. | = PFP-amfetamina; 2 = PFP-efedryna; 3 = PFP-p-metoksyanifetamina
(PMA); 4 = PFP-p-metoksymetyloamfetamina (PMMA). Warunki analizy: spstem GC-MS HP 6890/HP
3973, jonizacja elektronowa EI = 70 ¥, temperatura komory nastrzykowej 1=250°C, opcja nastizyku
bez dzielenia (splitless), gaz nosny hel o przeplywie stalym F = 0,6 md, kolumna kapilarng BP-5 20 m x
0,22 nun x 0,25 mm, program temperaturowy 90°C (2,00 min), przyrost 8°C/min do 285°C (2.0 min).
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Rye. 5. Chromatogram GC-MS ekstraktu tablethi. A — analiza wykonana bez derywatyzacji; B — analiza
pochodnyeh PFP. Warunki analizy: systemt GC-MS (Ryc.4), zmodyfikowano program temperaturowy:
85°C (2,0 minj, przvrost 7°Cimin do 275°C (2,0 min).
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Rye. 6. Chromatogram roztworu kalibracyjnego. 1 = amfetamina (2,0 mgimi); 2 = efedryna (0,5 mg/mi};
3= PMA (2,1 mgiml); 4 = PMMA (3.2 mg/ml}; 5 = p-metoksypropyloamfetamina (5 mgimli} (standard
wewnerrziy).
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pochodne nie ulegaty rozdzieleniu. Rejestrowano nastgpujace grupy jonoéw: PFP -
amfetamina (m/z 190, 118, 91), PFP-efedryna (m/z 204, 160, 119), PFP-PMA (m/z
311, 148, 121) i PFP-PMMA (m/z 325, 204, 148).

Ryc. 5A przedstawia chromatogram ekstraktu fragmentu tabletki bez derywatyza-
cji. W tym przypadku rozdzial PMA i efedryny jest niezadowalajacy. Natomiast po
derywatyzacji ekstraktu otrzymano na chromatogramie cztery bardzo dobrze oddzie-
lone piki pentafluoropochodnych amfetaminy, efedryny PMA i PMMA. (ryc. 5B).

Do analizy ilosciowej opracowano warunki rozdziaiu na kolumnie kapilarnej za-
wierajacej faze niepolarng (SE-30). Otrzymano rozdziat zwigzkow na tyle zadowala-
jacy, aby mozna bylo oznaczy¢ wszystkic cztery skladniki. Ich zawarto$¢ (w przeli-
czeniu na wolng zasade) w badanych fragmentach tabletek wynosi: PMA — 16%,
PMMA — 13 %, efedryny — 4%, amfetaminy — 1 %. Vehiculum tabletek stanowila
mieszanina skrobi 1 laktozy.

Poprawnoséé opracowanej metody analizy ilo§ciowej pochodnych amfctaminy w
materiale niebiologicznym zbadano wykonujac analize probki kontrolnej zawieraja-
cej pochodne amfetaminy w iloéci zblizonej, jakie oznaczano we fragmencie tablet-
ki. Wyniki testu zestawiono w tabeli 1.

TABELA 1
Wyniki testu powtarzalnosei analizy ilosciowej efedryny, PMA i PMMA oraz amfetaminy
w probee kontrolnej.

Zawartosé Zawarto$é Odchylenie Wspdlczynnik Przedziat
Substancja® nominalna % | zmicrzona® % | standardowe | zmienmoici CV |ufhosei wartosci
[wag] [wag] SD % $rednicej ©
amfetamina 1,2 1,3 0,17 12,1 1,12-1,48
efedryna 4,7 4.4 4,21 49 4,18-4,62
PMA 18,8 19,4 0,92 4,7 18,44-20,36
PMMA 12,6 11,7 0,98 8.4 10,67-12,73

a — substancje oznaczano w przeliezenin na wolng zasade.
b — warto$é Srednia, iloéé oznaczen n=6,
¢ — wspolczynnik Studenta 2,571 dla poziomu ufnosci p=95 %.

Wspdiczynniki korelacji liniowej prostych kalibracyjnych wynosity odpowiednio:
dla amfetaminy ?=0,995, dla efedryny r’=0,996, dla PMA i PMMA r’=0,998.

Dalsza analiza skladnikow tabletki wystgpujgcych w ilodciach $ladowych ujawni-
la obecnos$¢ nastepujacych substancji chemicznych: p-metoksyetyloamfetamina, p-
hydroksymetamfetamina i p-metoksydimetyloamfetamina. Substancje te sa produk-
tami ubocznymi powstajagcymi w trakcie procesu syntezy PMA lub PMMA. Obec-
nos¢ N-etylo- i N,N-dimetylopochodnych PMA w tabletce jest wynikiem zastosowa-
nia w procesie syntezy reagentow zanieczyszezonych etyloaming i dimetyloaming
(dla metody katalitycznego redukcyjnego aminowania) b N-etyloformamidem i
dimetyloformamidem (dla metody Leuckarta). Hydroksypochodna powstaje praw-
dopodobnic w trakeie syntezy PMMA i jest wynikiemn O-demetylacji zachodzacej w
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trakcie etapu produkcji narkotyku przebiegajacego przy zbyt niskim pH srodo-
wiska, Widma masowe N-etylo i N,N-dimetylo- pochodnych PMA przedstawio-
no naryc.7.
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Rye. 7 Widina masowe (EI = 70 eV): (4) p-metoksyetyloam{fetaminy; (B) p-metoksydimetyloamfetaminy.

Podobienstwo widm, mogace prowadzi¢ do mylnej identyfikacji okreslonej
pochodnej wynika z faktu, ze oba zwigzki sq strukturami o bardzo zblizonej bu-
dowic chemicznej. Pochodne amfetaminy, roZnigce sie lokalizacja niewielkich
podstawnikdéw w obrebie pierscienia aromatycznego, w laficuchu bocznym lub
przy atomie azotu okresla sig nickiedy jako regioizomery. Widina masowe regio-
izomerow charakteryzuja sig niewielkimi roznicami i z tego powodu ich jedno-
znaczne odroznienic bez pomocy innych metod instrumentalnych (FTIR, 'H
i "*C NMR), lub dodatkowych zabicgéw na etapie przygotowania analizy (np. dery-
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watyzacja) moze by¢ utrudnione. Praca przedstawiajaca szerzej powyzsze za-
gadnienia oraz omawiajgca problemy zwigzane z identyfikacjg powstajacych
zanieczyszczen bedzie tematem odrgbnej publikacii.

WNIOSKI

1. Test amfetaminowy TDx moze stuzy¢ do skriningowcego badania probek moczu
na obecno$¢ PMMA 1 MDA, jesli w probkach nie wystgpuja inne zwiazki reagujace
z przeciwciatami testu. PMMA i MDA wystepujace w probkach wraz z amfetaming
1 metamfetaming powoduja zawyzone wyniki iloSciowe.

2. Metabolity PMA i PMMA —p-OH-A i p-OH-MA — moga by¢ wykryte za pomo-
cg testu TDx, ale w stezeniach od 500 ng/ml.

3. PMA i MDE reaguja z przeciwciatami testu amfetaminowego w stopniu zniko-
mym I nie moga by¢ wykryte za pomoca testu TDx.

4. Zastosowane warunki analizy GC-MS po derywatyzacji badanego materiatu
pozwalajg wykry¢ i zidentyfikowaé PMA i PMMA w obecnosci amfetaminy, me-
tamfetaminy, MDA, MDMA i MDE oraz hydroksylowych metabolitéw p-OH-A
1 p-OH-MA

5. Glownymi psychoaktywnymi skfadnikami fragmentu tabletki znalezionego przy
denacie byly PMA 1 PMMA, co wraz z wynikami analiz wykonanych w Gdansku
(10, 17) 1 Krakowie {11) moze wskazywag, Ze te nicbezpieczne narkotyki zmodyfi-
kowane sa juz obecne na polskim rynku narkotykowym. Identyfikacja sladowych
ilosci N-etylo PMA, N,N-dimetylo PMA i p-hydroksymetamfetaminy moze by¢ po-
mocna w okresleniu metody syntezy narkotyku.

STRESZCZENIE

Badano przydatno$é testu amfetaminowego TDx do wykrywania narkotykéw, tj.
zmodyfikowanych pochodnych amfetaminy. Reaktywnosé krzyZzowa przeciwciat te-
stu wobec PMMA i MDA jest duza (ponad 100% dla stezenia 500 ng/inl), co stwarza
mozliwo$¢ uzycia metody FPIA do skriningowego badania moczu na obecno$¢ tych
narkotykow, jesti mocz nie zawiera innych zwiazkow reagujacych z przeciwciatami.
Przy spelnieniu tego warunku mozliwe jest réwniez wykrycie hydroksylowych meta-
bolitéw — p-OH-A i p-OH-MA, chociaz reaktywno$¢ przeciwcial jest w tym przy-
padku znacznie nizsza (dla stezenia 500 ng/ml odpowiednio 40% i 60%). Natomiast
reaktywno$¢ krzyzowa PMA | MDE jest znikoma i ich wykrycie przy uzyciu testu
TDx jest praktycznie nicmozliwe.

Metoda chromatografii gazowej z detekcjg mas (GC-MS) i zastosowaniem dery-
watyzacji rozdziclono i zidentyfikowano PMA, PMMA i ich hydroksylowe metabo-
lity w obeenoci innych psychoaktywnych zwiazkdw wystepujacych na polskim rynku
narkotykowynt: amfetaminy, metamfetaminy, o-fenyloctyloaminy, MDMA, MDA i MDE,

W moczu 23-letniego megzczyzny, zmarlego nagle prawdopodobnie w wyniku
przedawkowania narkotykdw, oraz we fragmencie tabletki znalezionej przy denacic
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wykryto PMA, PMMA, efedryng i amfetaming. Oznaczona zawarto$é tych narkotykow
we frapmencie tabletki wynosita: PMA - 16%, PMMA — 13 %, efedryna — 4%, amfeta-
mina— 1 %. Stwierdzono rowniez, ze badany material zawiera $ladowe ilodci p-metoksy-
ctyloamfetaminy, p-metoksydimetyloamfetaminy oraz p-hydroksymetamfetaminy.

Slowa kluczowe: p-metoksyamfetamina (PMA), p-metoksymetamfetamina
(PMMA), chromatografia gazowa (GC), spektrometria mas (MS), reaktywnoéé
krzyZzowa, FPIA.
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