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FLUNITRAZEPAM ~ A DRUG USED FOR CRIMINAL PURPOSES. IDENTIFICATION IN URI-
~NE BY GC/MS '

ApstracT — Conditions for separation and identification of flunitrazepam and
its main metabolite 7-aminoflunitrazepam were developed, and applied to the
analysis of urine obtained from a patient undergoing detoxification from opioid
dependence, who was receiving methadone and clorazepate, as well as flunitra-
zepam for sleep disturbances. Aside from flunitrazepam and 7-aminoflunitraze-
pam, the urine was found to contain methadone and its metabolite EDDP, a
metabolite of the drug called aminophenazone or metamizol, and nordiazepam
{a metabolite of clorazepate), Nicotine and its three metabolites: nornicotine, 3-
hydroxynicotine, and cotinine were also present, because the patient was a to-
bacco smoker.

Satisfactory separation of flunitrazepam and 7-aminoflunitrazepam was ob-
tained after transformation of 7-aminoflunitrazepam into a pentafluoropropio-
nate derivative.

The conditions used for urine extraction and for separation and identification
of the urine extract components by gas chromatography with mass detection by
electron fonisation (EI) allow to confirm the presence of flunitrazepam in cases
of suspicions that it was adimninistered for eriminal purposes.

Key words: flunitrazepam, determination in urine.
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WSTEP

Flunitrazepam (Rohypnol®, FN), N-metylo-2-fluoropochodna nitrazepamu, jest
agonistg receptora benzodiazepinowego, zlokalizowanego w o$rodkowym uktadzie
nerwowym. Wykazuje dziatanie uspokajajace dziesigciokrotnie silniejsze od diaze-
pamu, a ponadto: nasenne, przeciwlgkowe, zwiotczajace migsnie i przeciwdrgawko-
we, jednak efekt nasenny zdecydowanie dominuje nad pozostatymi kierunkami dzia-
fania. Stosowany jest dozylnie lub doustnie w dawkach 1-2 mg w zaburzeniach snu
na roznym tle oraz w premedykacji jako lek wprowadzajacy do znieczulenia ogdine-
go. Flunitrazepam znalazl réwniez zastosowania pozamedyczne, gdyz bywa uzywa-
ny przez osoby uzaleznione do wzmacniania efektéw dzialania alkoholu i marihuany
(3), a-w latach 90. zaczeto go wykorzystywac w celach przestepczych do oszatamia-
nia (ang.: drugging) z zamiarem dokonania gwattu lub innych przestepstw (13, 17).
Poniewaz dobrze rozpuszcza si¢ w wodzie, nie ma zapachu ani smaku, moze byc
podawany w napojach i drinkach bez wiedzy oséb, na ktorych planuje si¢ dokonanie
przestgpstwa. Poza oszolomieniem, dezorientacja i sennoscia wywoluje on u tych
0sob zaburzenia pamigci utrudniajgce identyfikacje sprawcow przestgpstwa (2). Stad
prawdopodobnie wywaodzi si¢ jedna z jego ,,ulicznych” nazw — ,Forget me”. Efekty
dzialania flunitrazepamu pojawiaja si¢ 20-30 minut po przyjeciu leku i utrzymuja
przez kilka godzin. Ulegajg wyraznemu nasileniu, gdy jest on przyjmowany razem z
alkoholem (12). Przy przedawkowaniu flunitrazepamu wystgpuje ataksja, hipotonia,
depresja uktadu oddechowego, $piaczka. Opisano rowniez liczne przypadki zej$¢
$miertelnych (4). Poza dzialaniem ulatwiajacym dokonanie przestgpstwa bywa on,
czgsciej niz inne benzodiazepiny, przyczyna wypadkéw drogowych (16).

W pis$miennictwie anglojezycznym narkotyki wykorzystywane w celach przestgp-
czych, gtéwnie w celu dokonania gwaltu, okreélane sg trudnymi do przelozenia na
jezyk polski terminami ,the date-rape drugs” i ,,acquaintance-rape drugs” (9, 18).
Oprocz flunitrazepamu do grupy tej nalezy kwas y-hydroksymastowy (GHB), jego
lakton (GBL), butandiol {BDO) (19, 20) oraz ketamina.

W roku 1996 w Stanach Zjednoczonych zakazano wypisywania recept, imnportu i sprze-
dazy flunitrazepamu, jednakze duze jego ilosci sg przemycane, gtéwnie z Meksyku, i
sprzedawane nielegalnie pod réZnymi nazwami ulicznymi. W tym samym roku zanoto-
wano w USA ponad 3000 przypadkéw przestepczego stosowania flunitrazepamu (21). O
skali zjawiska i stopniu zagroZenia moze $wiadczy¢ wydanie specjalnego aktu prawnego
»Drug Induced Rape Prevention and Punishment Act of 1996, ktdry stanowi, e poda-
wanie komukolwiek bez jego wiedzy, w celach przestgpezych, srodkow pozostajacych
pod kontrola prawna jest zagrozone karg pozbawienia wolnosci do lat 20 (10). W wigk-
szo$ci krajow Europy Zachodniej srodek ten jest nadal do$¢ tatwo dostepny (m.in. na
recepty), jednakze i tam podejmowane sg obecnie dziatania uniemozliwiajace lub utrud-
niajace przestepeze stosowanie leku. I tak koncern Roche Products Ltd produkuje obec-
nie flunitrazepam w postaci stabo rozpuszezalnego kompleksu, ktéry dodany do napoju
zabarwia go na fatwo dostrzegalny kolor niebieski. Nie mozna go wigc szybko i w sposob
niezauwazalny poda¢ w alkoholu lub soku.
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W Polsce tez nalezy sie powaznie liczy¢ ze stosowaniem flunitrazepamu i innych
»date-rape drugs”™ w celach przestepczych, gdyz jest sprawdzong prawidlowoscia, ze
nowe narkotyki, ,,modne” w Stanach Zjednoczonych i w Europie Zachodnigj, po
kilku latach pojawiaja si¢ na naszym rynku narkotykowym. O tym, Ze w opinii han-
dlarzy narkotykow nielegalny flunitrazepam znajdzie w Polsce nabywcow, moze
$wiadczy¢ préba przemytu 50 tysigey tabletek (4860 tzw. ,listkow™ lub |, blistrow’)
tego Srodka. Przemyt skonfiskowano podczas kontroli litewskiego samochodu na
przejsciu granicznym w Ogrodnikach w potowie 2001 roku.

Flunitrazepam podany doustnie szybko i1 prawie catkowicie, bo w 80-90%, wchla-
nia si¢ z przewodu pokarmowego. Ulega on intensywnym przemianom, przy czym
znaczna czesé (10-15%) zostaje zmetabolizowana w watrobie podczas tzw. ,,pierw-
szego przejscia”. Maksymalne st¢Zenie flunitrazepamu we krwi wystepuje 60-70 minut
po przyjeciu leku. Gdy dawka wynosi 1 mg stgzenie to osiaga warto§¢ okoto 10 ng/
ml. Lek szybko przenika do plynu mézgowo-rdzeniowego i mleka matki. Stopien
wigzania flunitrazepamu z bialkami osocza krwi wynosi 78%, objgtoé¢ dystrybucji
3-5 l/kg, biodostepnosc 80-90%, a okres pottrwania 16-35 godzin.

Metabolizm flunitrazepamu w organizmie cztowieka jest bardzo intensywny, gdyz
w postaci niezmienionej wydala sig¢ zaledwie 0,2% dawki. Przemiany polegaja
na redukcji grupy nitrowej do aminowej z utworzeniem 7-aminoflunitrazepamu
(7-AFN}) i jego acetylacji do 7-acetamidoflunitrazepamu (7-Ac-FN), N-demety-
lacji do desmetyloflunitrazepamu (DMFN), 3-hydroksylacji do 3-hydroksyflu-
nitrazepamu (3-OH-FN). Metabolity z grupa hydroksylowa ulegaja sprz¢ganiu z
kwasem glukuronowym do odpowiednich glukuronianéw (Gluk-3-OH-FN) (Ryc. 1).
Okolo 90% metabolitow wydala sig z moczem, a tylko 10% z kalem. We krwi
wystgpuje gtownie macierzysty flunitrazepam i jego najwazniejszy metabolit
7-aminoflunitrazepam (14). Desmetyloflunitrazepam (DMFN) pojawia si¢ we
krwi jedynie w §ladowych ilogciach.

Do wykrywania obecno$ci benzodiazepin w materiale biologicznym najcze-
$ciej stosowane sg metody immunologiczne, wirod ktorych szezegoding rolg od-
grywa metoda immunofluorescencji w §wietle spolaryzowanym (FPIA). Wyko-
rzystuje ona gotowy zestaw odczynnikdéw wykalibrowany przez producenta na
nordiazepam, ktory stuzyt jako hapten do produkeji przeciwceial przeciwbenzo-
diazepinowych. Kalibracja testu benzodiazepinowego FPIA na nordiazepam
wynika z faktu, Ze w ten zwiazek przeksztalca sig w organizmie cztowieka wigk-
szos¢ lekoéw posiadajacych w swej strukturze ugrupowanie benzodiazepinowe.
Metoda ta pozwala na grupowa identyfikacjg benzodiazepin oraz okreslenie ich
przyblizonego stgZzenia, ktore jest wypadkowg st¢zen i reaktywnosci krzyzowych
wszystkich zwiazkoéw uczestniczacych w reakeji lek-przeciwcialo. Nie nadaje
si¢ ona jednak do identyfikacji w badanym materiale poszczeg6lnych benzodia-
zepin, a wige réwniez flunitrazepamu, a ponadto granice wykrywalnoéci benzo-
diazepin tq metoda (12 ng/ml w surowicy i 40 ng/ml w moczu) sg nicwystarcza-
Jace dla flunitrazepamu, tym bardziej w przypadkach analiz wykonywanych kil-
ka dni po przyjeciu tego leku.
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Rye. 1. Przemiany flunitrazepamu w organizmie cztowieka.

Oznaczenta:

FN = flunitrazepam; 3-OH-FN = 3-hydroksyflunitrazepam; DMFN = desmetyloflunitrazepam;
Gluk-3-OH-FN = glukuronian 3-hydroksyflunitrazepamu; 7-AFN = 7-aminoflunitrazepam;
7-A-DMFN = 7-aminodesmetyloflunitrazepam; 3-OH-TAFN = 3-hydroksy-7-aminoflunitrazepam,
7-Ae-FN = 7-acetamidoflunitrazepam; 7-Ac-DMFN = J-acetamidodesmetyloflunitrazepam;
3-OH-7-Ac-FN = 3-hydroksy-7-acetamidoflunitrazepanm.
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Z uwagi na to, ze flunitrazepam nalezy do benzodiazepin o silnym dziataniu (jest
stosowany w dawkach nieprzekraczajacych 2-3 mg) i ulega intensywnym przemia-
nom metabolicznym, jego stezenie zardwno we krwi jak 1 w moczu jest relatywnie
mate (1-15 ng/ml) (5).

Ponadto gwalt moze wywotaé u ofiary stan psychiczny utrudniajacy podjecie de-
cyzji o zgloszeniu przestgpstwa odpowiednim wladzom. Skiada sie na to uczucie
zazenowania, strachu, obawa odrzucenia oraz brak zaufania do policji i sadownic-
twa, a wywolana przez flunitrazepam amnezja jeszcze t¢ decyzjg opdznia i powodu-
je, ze zgloszenie ma zwykle miejsce kilka dni po zdarzeniu, co jeszcze bardziej utrudnia
wykrycie flunitrazepamu we krwi i w moczu (6, 7).

Wykrycie tak matych stgzen wymaga zastosowania metod odznaczajacych sig duza
wykrywalnoécia, takich jak chromatografia gazowa z detekcja mas (GC/MS). Po-
zwala ona w odpowiednio dobranych warunkach rozdzieli¢ mieszaning benzodiaze-
pin oraz zidentyfikowac flunitrazepam 1 towarzyszace mu metabolity w stezeniach
rzedu kilku nanograméw na mililitr (1, 11). Takie parametry metody czynig ja przy-
datna dla potrzeb organdw $cigania i sadu, majacych ustali¢ fakt podstgpnego poda-
wania niedozwolonych $rodkéw oraz udowodni¢ wing sprawcow przestgpstwa. Ce-
lem naszej pracy bylo wlasnic opracowanie takich warunkéw ekstrakcji z moczu
flunitrazepamu i jego gtéwnego metabolitu 7-aminoflunitrazepamu oraz ich rozdzia-
hi i identyfikacji metoda GC/MS, ktére mozna byloby zastosowac w przypadku po-
dejrzenia o popelnieniu przestepstwa.

Warto doda¢, ze alternatywnym materialem biologicznym, pozwalajagcym na stwier-
dzenie przyjecia narkotyku, a nawet ustalenie ,historii” jego stosowania w okre$lo-
nym przedziale ¢czasowym, sa wlosy. Badanie wloséw za pomocg odpowiednio czu-
tej i specyficznej metodyki pozwala wykry¢ nawet jednorazowe przyjgcie narkoty-
ku. Wsréd kilku prac opublikowanych na ten temat na uwagge zastuguje praca Negru-
sza 1 wsp. (15), ktorzy wykorzystujac ekstrakeje na fazie statej (SPE) oraz metodg
chromatografii gazowej z detekcja mas z chemiczna jonizacja ujemna (GC-MS-NCT})
oznaczali pikogramowe ilosci flunitrazepamu i 7-aminoflunitrazepamu. Opracowa-
na przez nich metodyka pozwolila potwierdzi¢ przyjgcie terapeutycznej dawki fluni-
trazepamu 28 dni po jej podaniu.

MATERIAL I METODY

Wzorzee flunitrazepamu (FN) pochodzit z Sigma Chemical CO (St. Louis, MO,
USA), wzorzec 7-aminoflunitrazepamu (7-AFN) z firmy Lipomed (Szwajcaria), bez-
wodnik kwasu pentafluoropropionowego (PFPA) z firmy Supelco. Pozostate odczyn-
niki i rozpuszezalniki pochodzily z renomowanych firm i nie wymagaty dodatkowe-
g0 0CcZyszczania,

Flunitrazepam i 7-aminoflunitrazepam przygotowano w postaci roztworéw o stg-
zeniu 10 mg/m!l w mieszaninie metanolu i octanu etylu (4:1).

Materialem, w ktorym identyfikowano flunitrazepam i 7-aminoflunitrazepam, byt
mocz 24-letnicgo mgZezyzny uzaleznionego od opiatdw, leczonego w Oddziale De-
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toksykacyjnym Instytutu Psychiatrii i Neurologii. Pacjent z powodu zaburzen snu
otrzymat jednorazowo 2 mg flunitrazepamu. Mocz zebrano 11,5 godziny po przyje-
ciu leku. Oprécz flunitrazepamu pacjent otrzymywal metadon w dawce 2,5 mg/dobg
oraz klorazepat w dawce 50 mg/dobe.

Wyosabnianie benzodiazepin z moczu prowadzono metodg ekstrakceji ciecz-ciato
stale (Solid Phase Extraction-SPE) przy uzyciu kolumienek z fazg mieszana (Bond
Elut Certify, Varian), umieszczonych w urzadzeniu z regulowang prozZnia (Anality-
chem Vac Elut SPS 24™-Varian ).

Kolumienki do ekstrakeji przygotowywano przepuszezajac pod obniZzonym ciénie-
niem 2 ml metanolu i 2 ml 0,1 M buforu fosforanowego (pH 6), a nastepnie nie
pozwalajac fazie wyschnaé nanoszono 5 ml odwirowanego moczu zmieszanego z 2
ml 0,1 M buforu fosforanowego. Zloze wypeiniajace kolumienki plukano 1M kwa-
sem octowym (1 ml) i suszono przez 5 minut przy maksymalnym przeptywie powie-
trza, a nastgpnie ponownie plukano metanolem {6 ml) i suszono przez 2 minuty, Elu-
cjg badanych zwiazkow prowadzono 2% (v/v) roztworem amoniaku (25%) w octanie
etylu (2 ml), eluat odparowywano do sucha w strumieniu azotu a sucha pozostato§é
rozpuszezano w 50 ml octanu etylu. Na kolumng¢ chromatograficzna podawano 1 ul
ekstraktu, co odpowiada 0,1 ml moczu.

Anality analizowano réwniez w postaci pentafluoropropionowych pochodnych.

Otrzymywanie pochodnych pentafluoropropionowych

Roztwory robocze (300 pl) odparowywano do sucha w temperaturze 40°C w stru-
mieniu argonu, dodawano 25 pul odezynnika PFPA i ogrzewano w temperaturze 60°C
przez 30 minut. Po ochlodzeniu zawartosé probowek odparowywano do sucha. Do
suchej pozostatosci dodawano 30 pi octanu etylu i 1 pl roztworu uzywano do analizy
metoda GC/MS.

Analiz¢ prowadzono metoda GC/MS przy uzyciu chromatografu gazowego
HP 6890 polaczonego z detektorem masowym HP 5973, Do rozdziatu uzyto ko-
lumng kapilarng HP-5MS o dlugosci 30 m, $rednicy wewngtrznej 0,25 mm i gru-
bosci filmu 0,25um. Temperatura komory nastrzykowej wynosifa 250°C, tempe-
ratura zrédla jonéw 230°C, przeplyw gazu nosnego (hetu) 0,6 cm’/min, Tempe-
raturg pieca zaprogramowano nastg¢pujaco: poczatkowa temperatura 110°C utrzy-
mywala sig przez 2 minuty, nastepnie z przyrostem o 15°C/min wzrastala do
255°C, po czym nastepowat ponowny jej wzrost o 8°C/min do 300°C, ktéra utrzy-
mywano przez 5 minut. Czas trwania analizy wynosit ok. 23 minuty.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

W tabeli 1 zestawiono zwiazki wystepujace w badanym moczu, ich wzory suma-
ryczne, czasy retencji 1 gléwne jony widm MS. Oprécz flunitrazepamu i 7-aminoflu-
«nitrazepamu w moczu wystgpowal metadon i jego metabolit: 2-etylideno-1,5-dime-
tylo-3,3-difenylopirolidyna (EDDP), 4-amino-2,3-dimetylo-1-fenylo-3H-pirazol-5-on,
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bedacy metabolitem leku o nazwie aminofenazon lub metamizol, nordiazepam, ktory
Jjest metabolitem klorazepatu oraz nikotyna i jej trzy metabolity: nornikotyna, kotyni-
na i 3-hydroksykotynina.

TABELA 1
Parametry analityczne zidentyfikowanyeh zwigzkéw
Nr. nazwa zwigzku cZas WzOr sumaryczny Podstawowe jony [m/z]
retencji widma
[tmin] masowego®
1 7-aminoflunitrazepam 16,83 CHFN,O 283,255,254,282,240
2 flunitrazepam 16,60 C”,I‘ 01 312,285,313,266,238
3 nordiazepam 15,67 C,H,CINO 242.,241,269,270
4 metadon 12,63 C IH NO 72,165,223,294,300
5 metabolit metadonu EDDP® 11,88 C,H, 1N 277,276,262,220,165
6  4-amino-2,3-dimetylo-1-fenylo-3H-pirazol-5-on° 11,64 C H NG 203,56,84,93
7 3-hydroksykotynina 10,14 C N0, 106,192,135,93
8  kotynina 9.43 C H N0 98,176, 118,119
9 nomikotyna 7.00 C“leN 119.70147,80
10 nikotyna 6,37 CH,N, 84,133,161,162

a) — pedkrefleniem oznaczono warto$¢ liczbowg jonu o najwigkszej intensywnosei na widmie MS
b) — EDDP: 2-etylideno-1,5-dimetylo-3,3-difenylopirolidyna
¢) - metabolit leku o nazwie aminofenazon lub metamizol
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Rve.4. Chromatogram TIC ekstraktu moczu zawierajqeego 7-aminoflunitrazepam po derywatyzacyi bez-
wodnikiem kwasu pentafluoropropionowego (4). Widmo MS § wzér strukturalny pochodnej pentaflu-
oropropionowef 7-aminaflunitrazepamu (B).

W celu zwickszenia czulocei 1 speeyficznosei procesu analitycznego stosowano
opcjg rejestracji lub monitorowania wybranych jonow (selected ion monitoring, SIM)
charakterystycznych dla danego zwigzku.

Wybierajac jony [m/z] typowe dla FN (312, 286, 285, 266, 238) i dla 7-AFN (238,
255, 254, 282) zidentyfikowano na chromatogramach oba zwigzki.

Zastosowano takze derywatyzacjg ekstraktu odczynnikiem PFPA. W wyniku
derywatyzacji powstata pentafluoropropionowa pochodna 7-aminoflunitrazepa-
mu o lepszych wlasciwo$ciach chromatograficznych {(mniejszej absorpcji na kolum-
nie 1 skréconym czasie retencji —z 16,83 do 15,41 min). Dzigki temu pik na chroma-
togramach byl wysoki i charakteryzowat si¢ malg szeroko$cia polowkowa (ryc. 4).

STRESZCZENIE

Opracowano warunki rozdzialu i identyfikacji flunitrazepamu oraz jego glow-
nego metabolitu 7-aminoflunitrazepamu i zastosowano je do analizy moczu pa-
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cjenta uzaleznionego od opiatdw, ktdry w toku kuracji odtruwajacej otrzymywat
metadon i klorazepat, a z powodu zaburzen snu — flunitrazepam. Poza flunitraze-
pamem i 7-aminoflunitrazepamem w moczu wykryto metadon, jego metabolit EDDP,
metabolit leku o nazwie aminofenazon lub metamizol oraz nordiazepam (metabolit
klorazepatu). Mocz zawieral rOwnicZz nikotyng i jej trzy metabolity: nornikotyne,
kotyning i 3-hydroksykotyning, poniewaz pacjent palif tyton.

Zadowalajacy rozdziat flunitrazepamu i 7-aminoflunitrazepamu uzyskano po prze-
prowadzeniu 7-aminoflunitrazepamu w pochodng pentaflueropropionowa.

Zastosowane w pracy warunki ekstrakeji moczu oraz rozdzialu i identyfikacji sktad-
nikéw ekstraktu metoda chromatografii gazowej z detekcja mas w opcji jonizacji
elektronowej (EI) pozwalaja potwierdzi¢ obecnosé flunitrazepamu w przypadku po-
dejrzenia, Ze byl on podany w celach przestgpczych.

Slowa kluczowe: flunitrazepam, oznaczenie w moczu.
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