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Wstep

Problem rozpowszechnienia i uzywania $rodkéw psychoaktywnych, w tym amfetaminy,
posrod kierowcow na terenie Polski w chwili obecnej jest mato poznany. Kierowanie
pojazdem w stanie nietrzezwosci lub pod wpltywem $rodka odurzajacego stanowi
przestepstwo z art. 178a Kodeksu Karnego. Prowadzenie pojazdu w stanie po uzyciu alkoholu
badz podobnie dziatajacego srodka stanowi wykroczenie z art. 87 Kodeksu Wykroczen. Te
same akty prawne dotyczg zaréwno $rodkow psychoaktywnych jak i alkoholu etylowego.
Udostepnione przez Komende Glowng Policji dane dotycza przede wszystkim liczby
wszczetych postgpowan z artykulu 178a Kodeksu Karnego i nie precyzuja, czy przestepstwo
dotyczyto kierowania pod wptywem alkoholu czy innego $rodka. Przyktadowo w 2020 roku

liczba wszczetych w Polsce postgpowan wyniosta ponad 50 tysiecy [1].

Kluczowe w tym temacie sg wyniki badan z lat 2006-2011 prowadzone w ramach VI
Programu Ramowego Komisji Europejskiej tzw. DRUID (z ang. Driving under influence of
drugs, alcohol and medicines), ktorego celem byta kompleksowa ocena ryzyka uzywania
najczesciej spotykanych substancji psychoaktywnych dla bezpieczenstwa ruchu drogowego.
Raport koncowy (z sierpnia 2012 r.) zawieral wyniki badan epidemiologicznych 48545
kierowcow, losowo poddanych kontroli w 13 krajach (w tym 4003 oséb w Polsce), w tym
2492 prowadzacych pojazdy, ktorzy odniesli cigzkie obrazenia w wypadkach drogowych
(dane z 6 krajow). Zgodnie z przedstawionymi wynikami rozpowszechnienie amfetaminy
jako znanego powszechnie S$rodka psychostymulujacego, wsrod kierowcow w  Polsce

wynosito 0,05 % wobec $redniej europejskiej wynoszacej 0,08 % [2].

Dane Europejskiego Centrum Monitorowania Narkotykéw i Narkomanii (EMCDDA, z
ang. European Monitoring Center for Drugs and Drug Addiction) szacuja, ze w latach 2015 —
2020 w 25 krajach 1,4 miliona dorostych (15 — 34 lata) w ciggu ostatniego roku uzywato
amfetaminy. Szacunkowe dane dla Polski wskazuja, ze 1,4 % populacji w tym przedziale
wiekowym w ciggu ostatniego roku zazyto amfetamine, a u 2,4 % osob w wieku od 15 do 64
r.z. potwierdzono jej uzycie w ciggu catego zycia. Ustalono, ze rekreacyjnie 3 % mtodziezy

szkolnej (13 — 16 lat) w okresie catego zycia przynajmniej raz zazyto amfetaming [3].

Kazuistyka Zaktadu Medycyny Sadowej Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego z lat 2010 - 2020 wskazuje na wzrastajacg z roku na rok liczbe przestepstw
(gtownie przeciwko bezpieczenstwu komunikacji, przestepstw przeciwko mieniu oraz
przeciwko wolnoséci seksualnej) z udziatem Srodkow odurzajacych i psychotropowych.
W samym roku 2020 na 1717 spraw, w ktérych analizowano material biologiczny na

zawarto$¢ substancji psychoaktywnych pochodne amfetaminy stwierdzono 238 razy (13,8 %).
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Jednym z podstawowych zadan toksykologa sadowego jest oznaczenie poziomu $rodka
odurzajacego w materiale biologicznym, interpretacja uzyskanego wyniku i odpowiedZ na
dodatkowe problemowe pytania zadane przez organ zlecajgcy. Podstawowe pytanie, ktore
stawiane jest bieglemu w sprawach prowadzenia pojazdéw pod wplywem substancji
psychoaktywnej dotyczy okreslenia stopnia w jakim oznaczona we krwi substancja uposledza
funkcje osrodkowego uktadu nerwowego (OUN). Stwierdzone oddzialywania wybranego
srodka w odniesieniu do skali porownawczej oddziatywania alkoholu na OUN aktualnie jest
podstawg kwalifikacji prawnej czynu tj. wskazania na przest¢pstwo, wykroczenie lub
wykluczenie wptywu. Pomimo wielu badan dotyczacych wptywu amfetaminy na organizm
cztowieka do dzi$ nie udato si¢ w sposob jednoznaczny ustali¢ poziomu referencyjnego we
krwi, ktoremu mozna by przypisa¢ kategorycznie okreslone oddzialywanie obnizajace

sprawnos¢ psychomotoryczng kierowcy [2].

Biegly czesto w przebiegu postgpowan przygotowawczych czy sadowych proszony jest o
interpretacje oznaczonego stgzenia w kontekscie deklarowanej zazytej dawki, czasu zazycia
czy drogi przyjecia lub podania. W wigkszoSci przypadkow powyzsze dane pozostaja
nieznane badz celowo sg znieksztatcane przez osobe badang (zwlaszcza w odniesieniu do
czasu zazycia substancji). Obiektywne ustalenie czasu ekspozycji czy czgsto$ci zazywania
moze niejednokrotnie dostarczy¢ wartosciowych informacji dotyczacych wplywu oznaczonej
substancji na przebieg danego zdarzenia. Rownie czgsto z uwagi na roznicg czasowsg
pomiedzy zdarzeniem a pobraniem krwi pada pytanie o st¢zenie substancji psychoaktywnej w

chwili zdarzenia, z mozliwoscig przeprowadzenia korekty retrospektywnej.

W opublikowanym w 1992 roku cyklu prac Huestis i wsp. zostaty zaproponowane modele
matematyczne okre§lania czasu zazycia substancji psychoaktywnych na przykladzie
przetworéw ziela konopi indyjskiej w tym poziomu A®-tetrahydrokanabinolu oraz stosunku
jego  stezenia do  stezenia  metabolitu —  kwasu  11-nor-9-karboksy-A°-
tetrahydrokanabinolowego we krwi [4] [5]. W roku 2008 Jenkins i Cone uzyli modeli
matematycznych opracowanych przez Huestis do szacowania czasu zazycia heroiny [6].
Niestety poza wymienionymi brakuje opracowan dotyczacych mozliwosci okreslenia czasu
zazycia innych czesto spotykanych w kazuistyce toksykologicznej substancji takich jak

amfetamina i jej pochodne.

Mimo faktu, ze amfetamina, ktora zostala zsyntezowana po raz pierwszy w 1887 roku a
weszta do uzytku w roku 1932 jest jedng z najbardziej poznanych substancji w praktycznej
farmakologii to wcigz na wiele pytan brakuje odpowiedzi. Ze wzgledu na aktualnie czgste
wystepowanie amfetaminy w biezacych sprawach bardzo istotng z punktu widzenia

medyczno-prawnego wydaje si¢ mozliwos¢ permanentnego zwigkszenia zakresu informacji
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jakie mozna uzyska¢ podczas badania toksykologicznego probki krwi, dla celow
opiniodawczych. Zatem w hipotezie badawczej niniejszej pracy zatozono, ze prezentowane

wyniki bedg stanowi¢ probe odpowiedzi na watpliwosci.
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1. Amfetamina

Amfetamina jest aming sympatykomimetyczna, ktdra po zazyciu wzmaga wydzielanie
noradrenaliny, dopaminy i serotoniny oraz hamuje ich wchtanianie zwrotne do zakonczen
synaptycznych. Typowe efekty intoksykacji w ostrej fazie to euforia, poprawa koncentracji i
skupienia uwagi, zmniejszenie sennosci 1 znuzenia, poprawa zdolno$ci psychomotorycznych,
pobudzenie psychoruchowe oraz zmniejszenie apetytu. Ze wzrostem dawki ros$nie ryzyko
dziatania toksycznego 1 zgonu w wyniku zawalu mig$nia sercowego, udaru krwotocznego lub
niedokrwiennego czy hipertermii. Faza ostra lub euforyczna trwa okoto 6 godzin po czym
przechodzi w fazg poeuforyczng lub dysforyczng (zwana potocznie ,,zjazdem™), ktora

charakteryzuje si¢ zmgczeniem, spadkiem koncentracji, sennoscia i depresyjnym nastrojem.

Negatywne efekty dziatania amfetaminy obserwowane u kierowcoéw to przede wszystkim
zaburzenia uwagi z tendencjg do nerwowych zachowan, poczucie dezorientacji, zaburzenia
koordynacji, uposledzona zdolno$¢ prawidtowej kontroli pojazdu, agresywna i niebezpieczna
jazda, podejmowanie niepotrzebnego ryzyka, przecena whasnych mozliwosci, zmeczenie i
sennos¢ w fazie dysforycznej. W innym ujeciu efekty dzialania amfetaminy istotne z punktu

widzenia bezpieczenstwa prowadzenia pojazdu mozna zgrupowac w trzech kategoriach [7].

Tabela 1. Efekty zazycia amfetaminy [7].

Poprawa mozliwosci
komunikacji
Odhamowanie
Poprawa percepcji otoczenia
Gotowos¢ do podejmowania
ryzykownych dziatan
Rozszerzona swiadomo$é

Wzrost pewnosci siebie

i spowolnienie reakcji zrenic na
swiatlo
Wzrost temperatury ciata
Wzrost napigcia migsni
Splatanie
Stany lekowe

Stany psychotyczne
Zaburzenia koncentracji i uwagi

Nudnosci i wymioty

Boéle glowy

Pozadane efekty fazy Niepozadane efekty fazy Niepozadane efekty fazy
euforycznej euforycznej dysforycznej
Poprawa funkcji Wazrost ci$nienia krwi Zmgczenie
psychomotorycznych Tachykardia Sennosc¢
(skupienie i uwaga) Rozszerzenie Zrenic Drazliwo$¢

Wyczerpanie psychiczne i
fizyczne
Depresyjny nastroj
Utrata zdolno$ci koncentracji
i skupienia uwagi

Apatia

Z analizy dostepnego piSmiennictwa wynika, ze pomiedzy poziomem amfetaminy a jej

oddziatywaniem na OUN wystepuje skomplikowana zalezno$¢, gdzie poczatkowo, korzystny
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wpltyw na zdolno$ci psychomotoryczne jest zastgpowany kolejng faza uposledzania w

pdzniejszym okresie [8].

zdolnos¢ koncentracji uwagi
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Ryc. 1 Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem amfetaminy a wptywem na funkcje psychomotoryczne [8].

W badaniach oceniajacych wplyw amfetaminy na funkcje osrodkowego uktadu
nerwowego z udzialem probantéw stosowano dawki, ktére nie przekraczaty 40 mg. Takie
dawki skutkowaty stezeniem maksymalnym (Cmax) We krwi na poziomie 100 — 150 ng/ml. W
prowadzonych badaniach nie stwierdzono natomiast zalezno$ci miedzy stopniem
oddziatywania a poziomem narkotyku we krwi [9, 10, 11]. Zastrzezeniem do wynikoéw
powyzszych badan jest fakt, ze w rzeczywistosci dawki amfetaminy przyjmowane przez
rekreacyjnych biorcow sg wielokrotnie wigksze tj. 50 — 300 mg lub wyzsze. Zatem wysokie
dawki 1 czeste zazywanie amfetaminy moga wywolywa¢ duzo bardziej zréznicowang
odpowiedz spowodowang wielokierunkowymi zmianami neurochemicznymi [12]. Jednak ze
wzgledu na przeciwskazania natury etycznej nie jest mozliwe przeprowadzenie badan na

osobach naduzywajacych amfetaming w wysokich dawkach.

W Norwegii badaniom poddano kierowcoOw zatrzymanych za jazde pod wplywem
amfetaminy i/lub metamfetaminy i wskazano na istotng zalezno$¢ miedzy stezeniem we Krwi
a stopniem uposledzenia do tzw. efektu pulapowego dla przedziatu 270 — 530 ng/ml.
Zastrzezeniem do uzyskanych wynikow byt fakt, ze badania przeprowadzono na grupie
kierowcow zatrzymanych z powodu widocznego zewnetrznie uposledzenia funkcji OUN [13].
W opozycji do badan norweskich wyniki szwedzkich autoréw wskazywaty na brak zaleznos$ci
migdzy Wwyznaczanym stezeniem amfetaminy a stopniem uposledzenia zdolno$ci
psychomotorycznych [14]. W kolejnym opracowaniu autoréw norweskich zasugerowano juz

tylko najnizszy poziom amfetaminy wynoszacy 41 ng/ml jako stezenie, powyzej ktorego
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obserwowano uposledzenie funkcji OUN, jednak z uwagi na sprzeczne dane nie

zasugerowano obowigzujacych prawnych limitow interpretacyjnych [15].

Opinie co do interpretacji stanu osoby, ktora kieruje pod wptywem amfetaminy i innych
stymulantéw stanowig trudny element pracy toksykologa, bowiem sam wynik badania krwi z
okresleniem poziomu amfetaminy nie pozwala na ustalenie czy w chwili zdarzenia
wystepowaly pozadane, pozytywne efekty dziatania amfetaminy (ograniczone czasowo),
ktore mogly poprawiaé zdolnosci psychomotoryczne, zwlaszcza u o0sdéb zmeczonych.
Alternatywnie nalezy rozwazy¢ wystgpowanie niepozadanych efektow fazy euforycznej,
ktore moga manifestowac si¢ jako nieoczekiwane objawy sedatywne. Dodatkowo, efekty fazy
poeuforycznej, senno$¢ i wyczerpanie, ktorych nalezy spodziewac si¢ przy niskich stezeniach
narkotyku moga roéwniez wystapi¢ przy wysokich jego poziomach we krwi, czesto
obserwowanych po wielokrotnym, chronicznym zazywaniu amfetaminy. Uwzglgdniajac tak
skomplikowane, wieloprofilowe relacje oddziatywan, niektorzy autorzy wskazujg, ze
ustalenie, prostej naukowej interpretacji zaleznosci tj. ,,stezenie amfetaminy we krwi — efekt

dziatania” jest praktycznie niemozliwe i pozostaje otwartym problemem [7].

1.1 Whasciwosci fizykochemiczne amfetaminy

Amfetamina - () 1- fenylopropano-2-amina jest zwigzkiem syntetycznym posiadajacym w
potozeniu 2 chiralny atom wegla przez co tworzy mieszaning racemiczng ztozona z dwdch
stereoizomerow - prawoskretnej (2S) - (+) - 1-fenylo-2-aminopropanu (dextroamfetamina lub
D-amfetamina) i lewoskretnej (2R) - (-) - 1-fenylo-2-aminopropanu (lewoamfetamina lub L-

amfetamina).

NH,

CH

3

R (-) amfetamina S (+) amfetamina
Ryc. 2 Struktura chemiczna enancjomerdéw amfetaminy (modyfikacja wtasna).

Amfetamina o wzorze sumarycznym CgHi3N jako wolna zasada o pKa 9.9 jest bezbarwna,
lotng cieczg o charakterystycznym, nieprzyjemnym zapachu (psujacych si¢ ryb) |
temperaturze wrzenia 200-203°C oraz gestosci 0,913 g/ml. Rozpuszcza si¢ w wodzie, etanolu,
chloroformie i eterze oraz w kwasach. Najczesciej spotyka si¢ ja w postaci soli: siarczanu
(CoH13N)2-H2SO,4, fosforanu  CgHi3N-H3PO4 oraz chlorowodorku CgHisN-HCL.  Sole

amfetaminy dobrze rozpuszczajg si¢ w wodzie. Najpopularniejsza sol tj. siarczan wystepuje w
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postaci proszku o barwie od biatej do bragzowej. Rozpuszcza si¢ w wodzie w ilosci 50 — 100
mg/ml [16].

W Polsce amfetamina nalezy do wykazu substancji psychotropowych grupy II-P Ustawy 0
przeciwdziataniu narkomanii z 29 lipca 2005 roku z p6zniejszymi zmianami. W niektorych
krajach tj. Stany Zjednoczone, Kanada, Szwecja, Niemcy czy Krolestwo Niderlandow
dopuszcza si¢ stosowanie amfetaminy w celach medycznych, przede wszystkim w leczeniu
nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi (ADHD), narkolepsji, zaburzeniach
poznawczych zwigzanych z alkoholowym syndromem ptodowym jak roéwniez jako lek
zmniejszajacy taknienie, mimo ze jest ona substancja psychotropowa o wysokim potencjale
uzaleznienia. Zatwierdzone przez amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekow (FDA, z ang.
Food and Drug Administration) niektore preparaty zawierajace amfetamine tj. Adderall,
Adderall XR, Eveko, Dexedrine i Vyvanse, dostepne sg w Polsce w ramach procedury
importu docelowego [17].

1.2 Metabolizm i farmakokinetyka amfetaminy

Istnieja do$¢ ograniczone dane z zakresu absorbcji amfetaminy po jej zazyciu, a dostgpne
informacje dotycza gltownie roéznych postaci farmaceutycznych, w jakich wystepuje
substancja. Amfetamina podawana jest doustnie jako mieszanina racemiczna (zwykle
siarczan) badz jako czysty S (+) enancjomer. Po pojedynczej dawce doustnej amfetamina jest
szybko wchtaniana, st¢zenie maksymalne we krwi (Cmax) osiggane jest w ciggu czterech
godzin od przyjecia (Tmax). Zardéwno wartosci AUC,4 jak Crax sa proporcjonalne do podanej
dawki. Rowniez wptyw czynnikéw modyfikujacych stopien dysocjacji, pKa poprzez dodanie
wodoroweglanu sodu lub chlorku amonu do mieszaniny amfetaminy nie ma znaczenia na
szybkos¢ jej absorbcji czy biodostgpnos¢. Po doustnym podaniu zaréwno racemicznej
amfetaminy jak rowniez czystych enancjomero6w nie odnotowano roznic w parametrach
farmakokinetycznych (Cmax, Tmax) [18, 19, 20]. Nie stwierdzono réwniez roznic
w Dbiodostepnosci amfetaminy przyjmowanej na czczo lub po positku. Wchianianie
amfetaminy przez btony s$luzowe i jej przenikanie jest pH-zalezne. Absorbcja amfetaminy
podawanej przez 5 minut na bton¢ §luzowg jamy ustnej zachodzita w 50 % w przypadku pH
réwnego 8,16 i w 80 % dla pH wynoszacego 9,18 [21]. Nie wykazano rdéznic w procesie
wchlaniania dla roznych gatunkow biologicznych [22, 23, 24, 25].

Wiazanie amfetaminy z biatkami ludzkiego osocza miesci si¢ w zakresie 16 - 20 % i nie
wykazuje zrdznicowania pomigdzy biorcami okazjonalnymi a chronicznymi w
przeciwienstwie do objetosci dystrybucji (Vg), ktora dla chronikéw wynosi 6,1 1/kg a dla
biorcow okazjonalnych od 3,5 do 4,6 I/kg. Zrdéznicowana objgto$¢ dystrybucji niezaleznie od

osobniczych réznic thumaczona jest wigkszym powinowactwem do tkanek w przypadku
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biorcow z rozwini¢ta tolerancja. Sugeruje si¢ mozliwos¢ kumulacji amfetaminy w
kompartmencie tkankowym w przypadku biorcdw chronicznych. Dla uzaleznionych biorcow
obserwuje si¢ réwniez wydtuzony czas biologicznego pottrwania ty,, ktoéry po doustnej dawce
25 mg wynosi 21,8 £ 1,4 h a w przypadku okazjonalnego biorcy 13,9 + 3,4 h, niezaleznie od
spodziewanego efektu indukcji enzymatycznej. Jezeli chodzi o enancjomery amfetaminy to
nie stwierdzono istotnych réznic w przypadku wigzania z biatkami jak i objetosci dystrybucji
form S (+) i R (-). Obserwowany wyraznie krotszy okres biologicznego pottrwania formy S
(+) wynoszacy 9,7 — 11 h w odniesieniu do wartosci dla formy R (-), ktéra miesci si¢ w
zakresie 11,5 -13,8 h, jest zwigzany z jej intensywniejszym metabolizmem [26, 27].

W przypadku badan na zwierzetach, u szczuréw, ktorym podawano amfetaming wigzanie z
biatkami osiggato wartosci do 40 %. Po podaniu dozylnym w poroéwnaniu do cztowieka nie
obserwowano statystycznie istotnej rdéznicy w czasie biologicznego pottrwania dla
poszczegbdlnych enancjomeréw, zaobserwowano natomiast istotnie wigksza objetos¢
dystrybucji dla izomeru R (-). U szczura po podaniu dozylnym racemicznej amfetaminy w
przeciwienstwie do cztowieka obserwowano wyzsze stezenie formy S (+) W 0soczu i moczu
[24].

Kierunki przemian metabolicznych, amfetaminy przedstawiono na rycinie 3. Amfetamina
w ustroju czlowieka podlega nastgpujagcym przemianom metabolicznym: oksydatywnej
deaminacji, N-oksydacji, hydroksylacji aromatycznej i alifatycznej. Podstawowym szlakiem
metabolizmu amfetaminy u czlowieka jest deaminacja do nieaktywnego fenyloacetonu.
Reakcja zachodzi wedlug dwoch mechanizméw: utlenienia wegla w pozycji o i N-oksydacji.
Eksperymenty in vitro w watrobie krolika wykazaty, ze deaminacja do fenyloacetonu jest
katalizowana przez izoenzymy podrodziny CYP2C. Wsr6d pochodnych N-podstawionych
amfetamina wykazuje najwyzsze powinowactwo do enzymu, ktore maleje wraz ze wzrostem
wielko$ci podstawnika przy atomie azotu. Oksydacja wegla w pozycji a prowadzi do
niestabilnej karbinoloaminy, ktora rozpada si¢ do fenyloacetonu z wydzieleniem amoniaku.
Szlak N-oksydacji zachodzi przy udziale izoformy 3 oksydazy flawinowej FMO3 przez N-
hydroksylacje do N-hydroksyloaminy. Fenyloaceton z kolei jest utleniany do kwasu
benzoesowego, ktory po sprzggnieciu z glicyng tworzy kwas hipurowy. Dodatkowo
fenyloaceton ulega hydroksylacji w pozycji 4 pierScienia prowadzac do 4-
hydroksyfenyloacetonu [16, 23, 28].

Kolejng reakcja jest hydroksylacja pierScienia w pozycji para, ktoéra prowadzi do
4-hydroksyamfetaminy (4-OH-AMF), ktéra jest nastgpnie sprzegana i wydalana w postaci
siarczand6w oraz glukuronianow. Reakcja hydroksylacji zachodzi przy udziale izoformy
CYP2D6. Enzym ten utlenia caty szereg substratoéw takich jak leki przeciwarytmiczne,

neuroleptyki, antydepresanty i opioidy. Jego gen zlokalizowany jest w dlugim ramieniu
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chromosomu 22 i wykazuje polimorfizm. Liczba 0s6b z wysoka aktywnoscia CYP2D6
zwanych szybkimi metabolizerami oraz osoéb z niskg aktywnoscig tego enzymu (wolni
metabolizerzy) wykazuje znaczne zroznicowanie zwigzane z pochodzeniem etnicznym. Wolni
metabolizerzy stanowiag 5 — 8 % populacji biatej 1 2 - 10 % rasy czarnej 1 zottej. W populacji
Europejskiej 5 - 10 % stanowig homozygoty, ktore nie wykazuja aktywnosci metaboliczne;j
CYP2D6. Posroéd mieszkancow Etiopii obserwuje si¢ osoby, u ktorych stwierdza si¢ bardzo
wysoka aktywnos¢ spowodowang amplifikacja genu kodujacego CYP2D6, ktora skutkuje
ultraszybkim metabolizmem amfetaminy. Polimorfizm CYP2D6 moze by¢ przyczyng
mi¢dzyosobniCzej zmienno$ci w podatnosci na naduzywanie i dziatanie toksyczne [29, 30].

W  przypadku szczura, gdzie hydroksylacja pierScienia jest gldwnym szlakiem
metabolicznym amfetaminy zachodzi ona réwniez przy udziale izoenzymow podrodziny
CYP2D. Stereospecyficzny metabolizm amfetaminy u szczura bierze si¢ prawdopodobnie z
réznicy w hydroksylacji w pozycji beta lub hydroksylacji w pierscieniu, gdzie w przypadku
racematu moze dochodzi¢ do konkurencyjnego hamowania reakcji formy S (+) przez forme¢ R
(-). W przypadku enancjomerow amfetaminy nie zaobserwowano chiralnej inwersji in vitro i
in vivo [24, 31].

Hydroksylacja alifatyczna zachodzi w niewielkim stopniu w pozycji beta tancucha
bocznego. Reakcje katalizuje beta - hydroksylaza dopaminowa, ktora reaguje
stereospecyficznie z formg S (+) amfetaminy prowadzac do powstania norefedryny.
Norefedryna jest rowniez hydroksylowana w pozycji p do 4-hydroksynorefedryny [32, 33].

Aktywne farmakologicznie metabolity amfetaminy tj. 4-hydroksyamfetamina i
norefedryna ulegaja dalszemu utlenianiu. Wymienione metabolity powstajg w nieistotnych
ilosciach z punktu widzenia ogdlnego bilansu przemian metabolicznych zwigzku
macierzystego. Amfetamina wydala si¢ w formie norefedryny w okoto 2 % i 5 % przyjetej
dawki, odpowiednio dla o0s6b nieuzaleznionych i wuzaleznionych. Natomiast 4-
hydroksynorefedryna wydalana jest w przez osoby okazjonalnie przyjmujace amfetaming w
ilosci okoto 0,3 % zazytej dawki a w przypadku chronikoéw jest to okoto 1 %. W przypadku 4-
hydroksyamfetaminy zarowno dla osob uzaleznionych i nieuzaleznionych ilos¢ ta stanowi 1 -
2 % przyjetej dawki. Wymienione zwiazki wydalane sa czesciowo w formie sprzezonej z
kwasem glukuronowym oraz siarkowym. U szczura stosunek metabolitow amfetaminy
sprzezonych do niesprze¢zonych wynosi 11:1 [34].

Wydalanie amfetaminy oraz biologiczny okres pottrwania we krwi uzaleZznione sa
w duzym stopniu od pH moczu, poniewaz eliminacja zachodzi glownie przez nerki. Z uwagi
na fakt, ze amfetamina jest stabg zasadg to wydalanie jej wzrasta wraz z zakwaszeniem moczu
i maleje w przypadku jego alkalizacji. W fizjologicznym zakresie pH moczu wydalanie

amfetaminy w ciggu pierwszych 24 godzin wynosi okoto 30 — 45 % przyjetej dawki.
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W moczu alkalicznym spada do 1-4 %, a w silnie kwasnym znaczaco wzrasta do 74 % [35].
Zmiany pH moczu nie wptywaja natomiast na wzajemny stosunek enacjomerow amfetaminy
w moczu [36]. W eksperymencie z kontrolowanym zakwaszeniem moczu autorzy wykazali,
ze eliminacja amfetaminy w niekontrolowanym pH zachodzi na drodze przesgczania
klebuszkowego. W przypadku kwasnego moczu (pH 5 £ 0,2 np. po podaniu chlorku amonu)
obserwowano Kklirens amfetaminy na poziomie 400 -550 ml/min., co pozwolito na
wnioskowanie, ze eliminacja do kwasnego moczu zachodzi w innym mechanizmie niz
przesaczanie klgbuszkowe. Autorzy zaproponowali mechanizm dyfuzji z uwagi na wysoki
gradient niezjonizowanego zwigzku [37]. Prawdopodobnie amfetamina i jej pochodne
eliminowane s3 réwniez na drodze aktywnego transportu w kanalikach nerkowych za
posrednictwem transporterow OCTs (z ang. Organic Cation Transporters) i czynnikow
wyparcia MATE (z ang. Multidrug and Toxins Extrusion) [38]. Roznice w nerkowym
wydalaniu amfetaminy zaleznym od pH moczu przekladaja si¢ na obserwowany okres
biologicznego pottrwania. W badaniach na osobach uzaleznionych wykazano, ze wzrost pH
moczu o jednostke wydtuza ti;, amfetaminy o okoto 7 godzin, jednak tak znaczne zmiany pH
moczu w warunkach fizjologicznych, bez przyjecia preparatow alkalizujagcych lub
zakwaszajacych jest mato prawdopodobne [39].

Obok réznic w metabolizmie dwoch enancjomeréw amfetaminy obserwuje si¢ rowniez
roéznice w ich aktywnos$ci biologicznej. Porownanie izomerdéw optycznych wykazato, ze R (-)
amfetamina jest 3,2 — 7 razy stabszym inhibitorem wychwytu zwrotnego dopaminy niz S (+)
amfetamina. W przypadku wychwytu zwrotnego noradrenaliny dziatanie R (-) amfetaminy
jest okoto 1,8 razy stabsze. W przypadku serotoniny uwaza si¢, ze R (-) amfetamina nie
wykazuje zadnego wplywu na jej poziom. R (-) amfetamina w wigkszym stopniu
odpowiedzialna jest za obwodowe dziatanie migdzy innymi na uktad sercowo- naczyniowy.
W badaniach in vivo porownujacych profile farmakologiczne obu enancjomeréw to
osrodkowe dziatanie S (+) amfetaminy jest okoto pigciokrotnie silniejsze od jej formy R (-)
[38].

Dokonujac analizy amfetaminy nalezy mie¢ $wiadomo$¢, ze jej obecno$¢ w plynach
ustrojowych moze by¢ zarowno efektem zazycia legalnych jej preparatow, nielegalnych
substancji zawierajacych amfetaming oraz moze by¢ wynikiem wczeSniejszego zazycia jej
pochodnej, czyli metamfetaminy.

Jedng z drog biotransformacji metamfetaminy jest N-demetylacja do amfetaminy, ktora
zachodzi przy udziale uktadu CYP2D6. Demetylacja metamfetaminy zachodzi w wigkszym
stopniu dla formy S (+), przez co jako metabolit powstaje w wigkszym stopniu S (+)
amfetamina [40]. Zidentyfikowana jako analit w materiale biologicznym amfetamina moze

pochodzi¢ rowniez z przemian metabolicznych niektorych $rodkow farmakologicznych.
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Wigkszos¢ lekow, ktore moga metabolizowa¢ do amfetaminy stanowig preparaty gtownie
stosowane jako supresanty apetytu i psychostymulanty obecnie wycofane z rynku i
najczesciej nie dopuszczone do obrotu na terenie Europy. Ze znanych i do tej pory
stosowanych lekéw zroédtem R (-) amfetaminy i R (-) metamfetaminy moze by¢ selegilina
[41].

Dotychczas nieopisane potencjalne drogi przemian metabolicznych amfetaminy zostaty
przedstawione przez H. Schwelm po badaniach przeprowadzonych w moczu o0s6b
przyjmujacy amfetaming stereoselektywna metodg HPLC-MS/MS (z LOQ < 1 ng/ml) dla
wszystkich badanych metabolitow/analitow. Wykazano, ze hydroksylacja w pozycji beta w
tancuchu bocznym nie jest w pelni stereospecyficzna jak wczesniej sadzono, poniewaz obok
(1R, 2S) norefedryny stwierdzono obecnos¢ (1S, 2R) norefedryny jak rowniez produkty ich
dalszego utleniania w postaci R 1 S katynonu. W badanych probkach moczu zaobserwowano
rowniez metamfetaming, ktorej obecno$¢ przy wykluczeniu kontaminacji materiatu
tlumaczona jest mozliwa N-metylacja amfetaminy [42]. Parametry farmakokinetyczne dla

zrdznicowanych form amfetaminy przedstawiono w tabeli 2.
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Tabela 2. Parametry farmakokinetyczne amfetaminy u cztowieka.

Dawka Droga Badany Crax tmax AUCy4 fy Vs tip .
[mg] | podania n enancjomer | [ng/ml] [h] [ng*h/1] | [%] [1] (h] | Pismiennictwo
20 doustna 1 racemat 36,6 3 482,5
20 doustna 1 racemat 38,8 2 431,6
30 doustna 1 racemat 57,3 3 790,2
30 doustna 1 racemat 57,8 2 753,1 [43]
35 doustna 1 racemat 63,5 2 822,9
35 doustna 1 racemat 57,5 2 758,6
40 doustna 11 racemat 69,1+£5,7 | 2,2+1,0 | 945,4+71.8
0,25% doustna 7 S (+) 35,343.4 3 20
0,50° doustna 8 S (+) 67,345.4 4 [20]
0,06 | doustna 12 S (+) 18,3+1,4 | 1,940,2 | 49,4+34° a4
0,10° | doustna 12 S (+) 21,4+0,7 | 2,5+0,3 | 58,3+2,3° [44]
10° doustna A S(+) 20° 4° 237,6£26,9 | 17,0+1,5

R () 20° 4¢ 243,4429.0 | 23,743,5

e e

100 s | 4| B0 | % | g rgterss | T7o | 18]
10° [ doustna 4 S (+) 40° 2,5° 16 | 258,1+32,7 | 15,6+1,3
10° doustna 4 R(-) 40° 3 16 | 267,4+38,1 | 25,0+2,3

#dawka w mg/kg masy ciata
® podanie tacznie z NaHCO,

¢ podanie tgcznie z NH,CI

d

e

warto$¢ zmierzona w czasie 0 -4 h
wartosci przyblizone

podano wartosci $rednie & odchylenie standardowe
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Ryc. 3 Schemat przemian metabolicznych amfetaminy (modyfikacja wiasna).
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Tabela 3. Parametry farmakokinetyczne amfetaminy u szczura po dozylnym podaniu amfetaminy w dawce 15

Parametr S (+) amfetamina R (-) amfetamina Stosunek S (+)/R (-)

CLs (ml/min*kg) 65,6 + 9,25 50,8 + 6,88 1,29 + 0,04
CLg (ml/min*kg) 15,4 £ 2,55 12,5+ 2,02 1,23+ 0,04
CLngr (ml/min*kg) 47,7 6,24 35,9 + 3,70 1,32+ 0,05
Vss (I/kg) 4,33+0,71 3,84+ 0,84 1,12 + 0,04
t12 (h) 0,96 +£0,13 1,12 £ 0,09 0,87+0,11

MRT (h) 1,11+ 0,13 1,21+0,12 0,87 + 0,04

1.3 Metabolizm i metabolity amfetaminy jako markery konsumpcji

Biomarkery w toksykologii stosuje si¢ w celu oceny ekspozycji oraz efektu wrazliwosci
na dany ksenobiotyk lub grupe ksenobiotykdéw. W toksykologii sgdowej szeroko omawiane sg
biomarkery ekspozycji na alkohol etylowy. W praktyce opiniodawczej oznaczanie
biomarkerow alkoholu przydatne jest w ocenie ostrej stanéw konsumpcji, przewleklego
naduzywania jak réwniez rozréznienia pochodzenia alkoholu (alkohol endo lub egzogenny w
przypadku zgonu). Dodatkowo oznaczenie biomarkeréw moze by¢ pomocne w ocenie
integralno$ci probki materiatu biologicznego i wykazaniu celowych zafatszowan lub

przypadkowej kontaminacji.

W  przypadku metamfetaminy wskazano, ze obecno$s¢ 4-OH-MAF moze by¢
rozpatrywany jako stabilny biomarker naduzywania metamfetaminy [40]. Dla pochodnej
MDMA biomarker stanowi metabolit 4-hydroksy-3-metoksymetamfetamina (HMMA) [46].

Obecnie dla amfetaminy jako pewnej formy biomarkera uzywa si¢ analizy chiralnej
poziomu enancjomerow w probce w celu zréznicowania zrodta pochodzenia amfetaminy.
Poniewaz amfetamina pochodzaca z nielegalnych zrodet powstaje zwykle w wyniku
achiralnej syntezy i stanowi mieszaning¢ racemiczng, w przypadku probek biologicznych w
materiale stwierdza si¢ obecno$¢ obu enancjomerdéw. Preparaty zawierajace amfetamine,
ktore stosuje si¢ w lecznictwie ztozone sg badz z S (+) amfetaminy (Vyvanse i Dexedrine) lub
mieszaniny S (+) i R (-) amfetaminy w okre§lonym stosunku np. 3:1 (Adderall). Wystepuja
réwniez mniej popularne preparaty, ktore zawieraja racemiczng amfetaming tj. Evekeo i

Evekeo ODT [41].

Dla amfetaminy jako potencjalny i swoisty marker konsumpcji mozna wytypowac 4-
OH-AMF. Dotychczas nie opisano przypadkéw wykrycia 4-OH-AMF w skonfiskowanym
materiale dowodowym zawierajagcym amfetaming. W raportach zgltoszonych do EMCDDA
dostgpny jest jeden raport dotyczacy konfiskaty 12,4 grama 4-hydroksyamfetaminy w Europie
w 2012 roku. Wydaje si¢ mato prawdopodobne, aby jako polarna substancja 4-OH-AMF



przenikata w istotnej ilo$ci barier¢ krew-modzg i wywolywata dziatania psychoaktywne. Efekt
farmakologiczny zwigzku zwigzany jest raczej z jego dzialaniem obwodowym
sympatykomimetycznym. 4-OH-AMF posiada bardzo waskie zastosowanie medyczne t].
wstepuje na rynku jako 1 % roztwor z tropikamidem w kroplach do oczu Paremyd dostepnych
w USA. Lek stosuje si¢ pomocniczo w diagnostyce dna oka jako preparat rozszerzajacy

zrenice oraz do diagnostyki zespotu Hornera [47].

W dost¢pnym piSmiennictwie brakuje opracowan dotyczacych okreSlenia poziomu 4-
OH-AMF we krwi oraz jego wlasciwosci farmakokinetycznych. Zwigzane jest to
prawdopodobnie z jej niewielkg iloscig, ktora bezposrednio powstaje w ustroju po zazyciu
amfetaminy jak rowniez brakiem wystarczajaco czutych, selektywnych i specyficznych metod
analitycznych, ktore pozwalaja na oznaczenie tego zwigzku. Jedyne opracowania dotyczg
oznaczenia go w moczu w kontek$cie badan nad polimorfizmem uktadu CYP2D6 i jego
ewentualnych konsekwencji dla biorcow amfetaminy. Metabolit 4-OH-AMF oznaczono w
moczu biorcéw obok amfetaminy metoda chromatografii gazowej sprz¢zonej ze
spektrometrig mas (GC-MS) z uzyciem kolumny HP-5 (30 m x 0,25 mm). Izolacj¢ z moczu
prowadzono metoda ekstrakcji ciecz/ciecz za pomocg chloroformu ze $rodowiska
alkalicznego wobec amfetaminy Ds jako standardu wewnetrznego. Anality poddawano
derywatyzacji (sililowaniu) za pomocg mieszaniny N,O-bis-(trimetylosililo)-trifluoracetamidu
z trimetylochlorosilanem (BSTFA/TMCS) po czym analizowano w trybie monitorowania
poszczegdlnych jonéw (z ang. Selected lon Monitoring, SIM). Limit wykrywalnosci LOD (z
ang. Limit of detection) i limit oznaczalnosci LOQ (z ang. Limit of quantification) dla 4-OH-
AMF zostal ustalony odpowiednio na poziomie 15 ng/ml i 50 ng/ml [29]. Nieco wigcej
opracowan dotyczy badan na modelu zwierzgcym majacym na celu identyfikacje uktadow
enzymatycznych bioracych udziat w reakcji hydroksylacji amfetaminy. M. Law i M. Moody
opracowali metod¢ oznaczania 4-OH-AMF w moczu szczurow po wczesniejszej hydrolizie
potaczen z kwasem glukuronowym 1 siarkowym za pomocg beta-glukuronidazy z
réwnoczesng aktywnoscig arylosulfatazy. Izolacje przeprowadzano metoda ekstrakcji do fazy
statej (z ang. Solid phase extraction, SPE) na kolumnach C-18 z odzyskiem na poziomie 24
%. Oznaczenia prowadzone byly metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej z
detektorem spektrofotometrycznym (z ang. High pressure liquid chromatography, HPLC-UV)
przy dtugosci fali 215 nm. Rozdziatu dokonano na kolumnie fenylowej. Jako fazy ruchomej
uzyto mieszaniny buforu fosforanowego o pH 3, metanolu i acetonitrylu (85:10:5, v/v).
Uzyskano LOQ na poziomie 0,81 ug/ml [48, 49, 50, 51]. Soares i wsp. zaprezentowali
metode oznaczania 4-OH-AMF w moczu szczura metodg HPLC po przeprowadzeniu w
pochodne w reakcji z chlorkiem dabsylu. Mocz po hydrolizie z beta-

glukuronidaza/arylosulfatazag poddawany byt reakcji z chlorkiem dabsylu w pH 8,6 w temp.
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70°C przez 15 min., po czym po ostudzeniu ekstrahowano powstate potaczenie n-heksanem z
dodatkiem n-butanolu. Ekstrakty po odparowaniu i rozpuszczeniu w metanolu analizowano na
kolumnie Spherisorb ODS2 stosujagc jako faze ruchomg mieszaning metanolu i buforu
amonowego o0 pH 5,45 z dodatkiem 0,16 % trietyloaminy i detekcjg UV przy dlugosci fali 436
nm. Uzyskano LOQ na poziomie 0,5 ug/ml [52]. Sukbuntherng i wsp. przedstawili metode
stereospecyficznego  oznaczania  metamfetaminy i jej  metabolitow  tj.  4-
hydroksymetamfetaminy (4-OH-MAF) w moczu metodg HPLC po derywatyzacji za pomoca
chlorku kwasu (+) — 1 - (9-fluorenylo) etylomréwkowego (+FLEC). Ekstrakcje w uktadzie
ciecz/ciecz, po hydrolizie beta-glukuronidazg, ze $rodowiska alkalicznego prowadzono za
pomoca chloroformu, z dodatkiem wzorca wewnetrznego (2-aminofenolu) i nastgpowata
ponowna ekstrakcja za pomoca octanu etylu oraz reekstrakcja do 0,05 M HCI. Ekstrakt
poddawany byt derywatyzacji, po czym produkt reakcji ekstrahowano za pomoca octanu etylu
i po odparowaniu ponownie rozpuszczano w fazie ruchomej. Analiz¢ HPLC prowadzono na
kolumnie HS C18 (150 mm x 4,6-mm, 3 um) z fazg ruchomg ztozong z buforu octanowego o
pH 3,6 acetonitrylu i tetrahydrofuranu (59:26:15, v/v/v). Zastosowano detektor
fluorescencyjny ze wzbudzeniem przy dtugosci fali 265 nm i emisjg przy 330 nm. Metoda
charakteryzowata si¢ liniowos$cig w zakresie 5 - 100 ng/ml i LOQ wynoszacym 5 ng/ml dla 4-
OH-MAF i 4-OH-AMF. Powyzsza procedur¢ zastosowano do badan farmakokinetyki
amfetaminy u szczuré6w po jej dozylnym podaniu [24, 53]. Henderickson i wsp. opracowali
metod¢ wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezong z tandemowym spektrometrem
mas (z ang. High pressure liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry,
HPLC-MS/MS) do oznaczania amfetaminy, metamfetaminy, 4-OH-AMF i 4-OH-MAF w
surowicy moézgu i jadrach szczura. Jako wzorca wewnetrznego dla amfetaminy i 4-
hydroksyamfetaminy zastosowano amfetaming Dj;. Izolacje z surowicy i tkanek
przeprowadzono poprzez precypitacje materiatu  biologicznego 20 %  kwasem
trifluorooctowym w stosunku 1:1 uzyskujac odzysk na poziomie 86 — 97 %. Efekt matrycowy
dla 4-OH-AMF wynosit 10 % a LOQ dla kolejnych matryc biologicznych dotyczyt: surowica
5 ng/ml, mézg i jadra 25 ng/ml. Oznaczen dokonywano na kolumnie BDS Hypersil C8 (100
mm X 2,1 mm, 3um) w gradientowym przeptywie fazy zlozonej z buforu octanowego o pH
3,7 z 5 % dodatkiem acetonitrylu (95:5, v/v) i 5 % buforu octanowego o pH 3,7 w
acetonitrylu (5:95, v/v). Detekcj¢ prowadzono w trybie jonéw dodatnich w zrodle jondow typu
elektrosprej (z ang. electrospray, ESI). Detektor pracowal w trybie monitorowania

poszczegolnych przejs¢ (z ang. multiple reaction monitoring, MRM) [54].

Z przedstawionego zestawienia wynika, ze dotychczas nie opracowano metody, ktéra
pozwolilaby na oznaczenie 4-OH-AMF w materiale, ktory najczgsciej jest poddawany

rutynowym badaniom w laboratoriach toksykologicznych tj. krwi pelne;j.
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Dodatkowo istotnym w przysztosci aspektem analizy 4-hydroksyamfetaminy moze by¢
fakt, ze jest ona jednym z najsilniejszych w grupie pochodnych amfetaminy egzogennych
agonistow receptora TAAR1 (z ang. Trace amine-associated receptor). Receptor TAARL
zlokalizowany jest wewnagtrzkomorkowo w presynaptycznych zakonczeniach neurondow
monoaminergicznych. Przypisuje mu si¢ miedzy innymi role regulatorowe uktadu
monoaminergicznego w moézgu. Kliniczne znaczenie zwigzane jest z jego endogennym
ligandem tj. fenyloetyloaming i udzialem w patogenezie zaburzen depresyjnych, schizofrenii

czy ADHD [55].

1.4 Analiza chiralna

Zgodnie z danymi pi$miennictwa 56 — 60 % obecnie stosowanych aktywnych $rodkow
farmakologicznych stanowig zwigzki optycznie czynne, z czego 88 % dotyczy mieszanin
racemicznych. Konsekwencja budowy chiralnej zwigzkow chemicznych jest zroznicowane
oddziatywanie z asymetrycznym S$rodowiskiem enzymow i receptorow zbudowanych z L-
aminokwasoéw. W takich warunkach roznice we wilasciwosciach farmakokinetycznych i
farmakodynamicznych poszczegdlnych izomeréw optycznych moga by¢ znaczace. W
praktyce spotyka si¢ nastgpujace sytuacje: farmakologicznie aktywny moze by¢ tylko jeden z
enancjomerdéw, podczas gdy drugi moze by¢ traktowany jako zanieczyszczenie czesto o
niepozadanych dziataniach. Aczkolwiek dwa enancjomery moga mie¢ takie same lub
podobne wtasciwosci farmakodynamiczne badz r6zni¢ si¢ sitg oddziatywania. W niektorych
przypadkach dwa enancjomery maja catkowicie odmienne zastosowania terapeutyczne np.
dekstropropoksyfen o dziataniu przeciwbolowym i lewopropoksyfen o dziataniu
przeciwkaszlowym. Roéznice w farmakodynamice dwoch enancjomerow wyjasnia w
uproszczeniu model Easona-Stedmana, trzypunktowego dopasowania enancjomeru do
receptora. Zgodnie z wymienionym modelem silniej oddzialujacy enancjomer ma co najmniej
trzy punkty oddziatywania z powierzchnig receptora, podczas gdy w przypadku enancjomeru
o mniejszej aktywno$ci wystepuja tylko dwa punkty interakcji. Rozna aktywno$é
farmakologiczna poszczegdlnych izomeréw optycznych wigze si¢ ze specyficzng
terminologia, stereoizomer o wyzszym powinowactwie do receptora lub o wyzszej
aktywno$ci okre§la si¢ mianem eutomeru a izomer o nizszej aktywnos$ci nosi nazwe
distomeru [56].

Réznice w farmakokinetyce poszczegdlnych enancjomeréw mogg wystapi¢ z uwagi na
stereospecyficznos¢ w jednym lub kilku procesach, jakim w ustroju podlega ksenobiotyk tj.
absorpcji, dystrybucji, metabolizmowi 1 wydalaniu. Roznice w farmakokinetyce
enancjomeroéw sg relatywnie niskie. W przypadku absorbcji dla wigkszo$ci zwigzkow jest ona

procesem biernym. Z uwagi na wilasciwosci enancjomerdéw, ktore z reguly nie roéznig si¢
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rozpuszczalnoscig w lipidach 1 wodzie nie obserwuje si¢ réznic w szybkosci 1 wydajnosci
wchlaniania poszczegdlnych enancjomerdow. Transport aktywny zwigzkow naturalnych —
aminokwasow 1 weglowodanow zachodzi stereoselektywnie, dlatego zwiazki o analogicznej
strukturze mogg réwniez by¢ wchtaniane w podobnym mechanizmie np. lewodopa (L-DOPA)
ktora jest wchlaniana z wicksza wydajnoscig anizeli jej izomer o konfiguracji D. W procesie
dystrybucji  ksenobiotykow wspotczynnik zrdéznicowania wigzania z biatkami dla
enancjomeréw osigga warto§¢ 1,5. Stereoselektywne wigzanie zachodzi zarowno w
przypadku albumin wigzacych zwigzki o kwasnym charakterze jak i glikoprotein wigzacych
zasady. Zréznicowana objetos¢ dystrybucji dla réznych izomerdéw optycznych wskazuje na
rézny stopien wigzania w tkankach. Stereoselektywno$¢ w metabolizmie przejawia si¢ w
dwojaki sposob tj. badz przez zrdéznicowana biotransformacje chiralnych zwigzkéw badz
poprzez wtorng produkcje chiralnych metabolitow [57].

Do rozdziatu zwigzkéw chiralnych stosuje si¢ aktualnie metody chromatografii cieczowej
(z ang. Liquid chromatography, LC), gazowej (z ang. Gas chromatography, GC) czy
elektroforezy kapilarnej (z ang. Capillary electrophoresis, CE). Chromatograficzne metody
rozdzialu enancjomerow dzielg si¢ na posrednie 1 bezposrednie. Metody posrednie oparte sg
na reakcji chiralnego odczynnika derywatyzujacego z enancjomerami i analizie otrzymanych
diastereoizomerow, ktore w przeciwienstwie do enancjomeroéw posiadaja zréznicowane
wlasciwosci fizykochemiczne ulatwiajace rozdzial za pomoca konwencjonalnych metod
chromatograficznych. Metody bezposrednie oparte sa na rozdziale enancjomeréow w
srodowisku chiralnym w oparciu o kolumny chiralne lub chiralne dodatki do fazy stacjonarnej
[56]. W chromatografii gazowej istnieje ograniczona liczba dost¢pnych kolumn chiralnych,
ktore stanowig gtownie fazy cyklodekstrynowe, polisacharydowe czy oparte na
antybiotykach, stad wigkszos$¢ prac dotyczacych rozdziatu zwigzkow chiralnych tg technikg
dotyczy metod posrednich. Do najczesciej stosowanych odczynnikdéw chiralnych zalicza si¢
chlorek S-(-)-N-(trifluoroacetylo) pirolidyno-2-karbonylu (S-TPC), chlorek kwasu R-(-) -a-
metoksy-a-(trifluoroacetylo)  fenylooctowego  (R-MTPCI) oraz  chlorek  S-(-)-N-
(trifluorobutylo)  pirolidyno-2-karbonylu  (S-HFBPCI). W przypadku chromatografii
cieczowej, przy duzym wyborze kolumn chiralnych dominuja metody bezposrednie [58].

W toksykologii sadowej metody chiralne materiatu biologicznego przydatne sa w analizie
materiatu biologicznego w celu zroznicowania pochodzenia substancji (nielegalny,
najczesciej racemiczny srodek czy legalny lek zawierajacy jeden enancjomer). Ponadto
analizg chiralng stosuje si¢ w ocenie pochodzenia produktow handlowych czy metody syntezy
materialu dowodowego zabezpieczonego w sprawach posiadania i produkcji nielegalnych

substancji.
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Analiz¢ chiralng enancjomerow amfetaminy w materiale biologicznym prowadzona byta
wszystkimi dostgpnymi technikami, ktore pozwalaja na rozdziat enancjomeréow W rozmaitych
matrycach biologicznych.

W pracy T. Nagai i wsp. autorzy badali zawarto$¢ enancjomerow metamfetaminy i jej
metabolitow tj. amfetaminy, 4-OH-MAF 1 4-OH-AMF w moczu szczura i czlowieka.
Zastosowano metode HPLC z kolumng Chiralcel (250 mm x 4,6 mm) detekcja UV przy
dhugosci fali 220 nm. Fazg¢ ruchomg stanowita mieszanina n-heksanu i 2-propanolu (90:10,
v/v). Probki moczu po hydrolizie beta-glukuronidaza ekstrahowano ze s$rodowiska
alkalicznego na kolumnach Exrelut. Ekstrakty w octanie etylu reekstrahowano do
zakwaszonej fazy wodnej i poddawano derywatyzacji z chlorkiem benzylu. Pochodne po
dalszym oczyszczaniu poddawano analizie. Prowadzono analize jakosciowa w celu
identyfikacji stereospecyficznego metabolizmu i ewentualnej inwersji [59]. Opracowana
metoda postuzyta tym samym autorom do analizy stosunku enancjomerow etyloaminy w
moczu ludzkim po podaniu racemicznej formy zwigzku i Szacowania na tej podstawie czasu
jaki uptynat od przyjecia dawki do pobrania probki moczu [60].

W zwigzku z wystepowaniem na amerykanskim rynku w odrecznej sprzedazy (OTC)
preparatow zmniejszajacych obrzek bton sluzowych nosa zawierajacych R-metamfetaming
(lewometamfetamina) (preparaty handlowe Vick’s Inhaler, Capor Inhaler czy Sinu Inhaler)
i mozliwoscig uzyskania po ich zastosowaniu pozytywnych wynikéw badan moczu na
obecno$¢ amfetaminy i1 metamfetaminy ukazala si¢ seria prac dotyczaca rdznicowania
pochodzenia stwierdzonych w ptynach ustrojowych zwigzkow. J. Coddy i wsp. opracowali
metod¢ oznaczenia izomerdw optycznych amfetaminy 1 metamfetaminy w moczu za pomoca
GC-MS z uzyciem kolumny DB-17 (20 m x 0,18 mm). Anality izolowano z probek moczu
metoda ekstrakcji ciecz/ciecz z pH >10, wobec amfetaminy Ds i metamfetaminy Ds jako
wzorcow wewnetrznych i derywatyzowano S-TPC w chloroformie. Zaproponowana metoda
pozwolita na potwierdzenie wczesniejszego zazycia legalnej, niewykazujacej dzialania
osrodkowego R (-) metamfetaminy 1 odrdznienie od zazycia S (+) metamfetaminy i
racemicznej metamfetaminy [61]. Opracowana wczes$niej metoda pozwolita zespotowi
autorow na zastosowanie jej do badania profilu wydalania enancjomeréw amfetaminy po
zastosowaniu preparatow farmaceutycznych zawierajacych formy S (+) i R (-) amfetaminy w
stosunku 3:1 i odroznienia od zazycia nielegalnej wowczas w USA racemicznej formy [62]
[63]. Dodatkowo badano profil metaboliczny wydalania enancjomeréw amfetaminy i
metamfetaminy powstajacych w ustroju w wyniku metabolizmu leku z grupy niesteroidowych
lekow przeciwzapalnych — famprofazonu [64]. W doniesieniu Nystrom i wsp.
przeprowadzono analize enancjomeréw amfetaminy metodg GC-MS w trybie SIM w

probkach krwi i wlosow pacjentow z ADHD leczonych amfetaming, jako kontroli zazywania
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dodatkowych dawek amfetaminy. W badaniach zastosowano kolumn¢ HP-5 MS (30 m x 0,25
mm, 0,25 um), jako odczynnika do derywatyzacji uzyto S-TPC a jako wzorca wewngetrznego
amfetaminy Dj;. Probki wloséw roztwarzano w 2 M NaOH, natomiast probki krwi
alkalizowano za pomocg 2M NaOH, po czym ekstrahowano metodg ciecz/ciecz za pomoca
izooktanu, ekstrakt z dodatkiem 1 % HCI w metanolu odparowywano do sucha i
derywatyzowano. W opisanej pracy potwierdzono zupeiny rozdziat enancjomerow i uzyskano
liniowe zakresy 2,5 — 50 mg/30 mg probki wtosow i 5- 400 ng/g krwi, nie wskazujac wartosci
LOQ dla analizowanych materialdéw. Metode zastosowano do oceny zawarto$ci amfetaminy
w probkach zabezpieczonych od pacjentow. Metoda w przypadku wlosow pozwolita na
retrospektywne ustalenie dodatkowego przyjmowania racemicznej postaci, nielegalnej
amfetaminy przez niektorych pacjentow [65]. Zespdt F. Peters przedstawil w pelni
zwalidowang metode oznaczenia izomeroOw optycznych amfetaminy i metamfetaminy w
surowicy oraz osoczu metodg GC-MS z zastosowaniem negatywnej jonizacji chemicznej i
techniki SIM. Ekstrakcj¢ analitow przeprowadzano metoda SPE z uzyciem kolumn
ekstrakcyjnych z mieszanym zlozem (zawierajacym grupy C8 oraz wymieniacz kationowy
SO3’), ukierunkowanym do izolacji substancji o charakterze zasadowym. Anality
derywatyzowano za pomocg S-HFBPCI i analizowano na kolumnie HP-5 MS (30 m x 0,25
mm, 0,25 um), jako wzorcow wewnetrznych uzyto pochodnych amfetaminy Dj; |
metamfetaminy Ds. Metoda zostala oceniona pod wzgledem selektywnos$ci, liniowosci,
doktadnosci, precyzji, limitu oznaczalnosci, stabilno$ci procesu analitycznego, wydajnosci
ekstrakcji, stabilno$ci analitow w cyklu zamrazania i1 rozmrazania. Uzyskano LOQ na
poziomie 5 ng/ml, zakres liniowosci 5 — 250 ng/ml i odzysk 88,9 — 98,6 % dla wszystkich
analitow. Opracowang metodg badano poziomy enancjomerdéw i ich wzajemny stosunek w
probkach rutynowo poddawanych analizie toksykologicznej [66]. Uzywajac rowniez metody
GC-MS z negatywna jonizacja Leis 1 wsp. w analizie poziomu enancjomerow amfetaminy w
surowicy osiggneli niespotykane wczesnej parametry metody. Probka surowicy z amfetaming
Ds po ekstrakcji ciecz/ciecz z alkalicznego S$rodowiska za pomocg n-heksanu
derywatyzowana byta za pomoca S-HFBPCI. Analiza na kolumnie SGE-BPX5 (15 m x 0,25
mm, 0,25 um), wykazala liniowos¢ w zakresie 0,006 — 50 ng/ml, LOQ dla S (+) amfetaminy
0,195 ng/ml a dla izomeru R (-) na 0,049 ng/ml. Metode zastosowano do wstepnej oceny
farmakokinetyki amfetaminy po doustnym przyjeciu 10 mg racematu. Uzyskano nietypowe
wyniki wskazujace na wyzsza biodostepnos¢ i Cmax dla S (+) amfetaminy (~ 19 ng/ml) niz dla
R (-) (~ 5 ng/ml). Poprzednia metoda zostala przez ten sam zesp6l zaadaptowana do
oznaczenia enancjomerow amfetaminy metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej z
wysokorozdzielczym spektrometrem masowym (z ang. Liquid chromatography coupled with

high resolution mass spectrometry, HPLC-HRMS). Ten sam model izolacji i derywatyzacji
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zostal zastosowany. Do rozdziatu uzyto kolumny Hypersil Gold (100 mm x 2,1 mm, 1,9 um)
a fazg ruchoma A stanowity 0,12 % roztwor kwasu mroéwkowego w wodzie z dodatkiem 5
mM octanu amonu i B 0,12 % roztwor kwasu mrowkowego w acetonitrylu z dodatkiem 5
mM octanu amonu. Detekcje prowadzono w trybie jonow dodatnich z wykorzystaniem
wysokorozdzielczego analizatora Orbitrap. Uzyskano liniowa zalezno$¢ w zakresie 0,024 —
25 ng/ml dla R (-) amfetaminy i 0,098 — 100 ng/ml dla S (+) amfetaminy. Metoda
przeznaczona byla do oceny farmakokinetyki preparatoéw amfetaminy u dzieci [67] [68].
Kolejna, w peilni zwalidowana i szybka metoda LC-MS/MS oznaczania enancjomerow
amfetaminy w surowicy i $linie z zastosowaniem amidu 1-fluoro-2,4 dinitrofenylo-5-L-
alaniny (odczynnika Marfey) jako odczynnika derywatyzujacego zostala zaproponowana
przez zespot M. Newmeyr. Surowica i $lina po dodaniu wzorca wewnetrznego (amfetaminy
D11) 1 1 % roztworu kwasu mrowkowego poddawane byly izolacji metoda SPE na kolumnach
zawierajacych silny wymieniacz kationowy. Po desorpcji i dodaniu 1% roztworu HCI w
metanolu (w celu unikniecia strat lotnych amin przy odparowaniu) prowadzono
derywatyzacj¢ i analiz¢ na kolumnie porowatej C 18 (100 mm x 2,1 mm, 2,6 um) z fazg
ruchomg w postaci mieszaniny wody i metanolu (40:60, v/v) w przeptywie izokratycznym.
Zastosowano jonizacj¢ ESI w ujemnej polaryzacji a detekcje¢ prowadzono w trybie MRM.
Uzyskano LOQ na poziomie 1 ng/ml, liniowo$¢ w zakresie 1 — 500 ng/ml, dla surowicy, w
przeciwienstwie do $liny uzyskano niewielki efekt matrycy. Odzysk dla amfetaminy miescit
si¢ w zakresie 101 — 117 % a wydajno$¢ catego procesu zostata okreslona w przedziale 92 —
117 % [69]. W zwiazku z pojawieniem si¢ na rynku trwatych i relatywie tanich kolumn
chiralnych do HPLC zaczg¢to opracowywacé selektywne metody analizy chiralnej bez
przeprowadzania enancjomeréw w diasteroizomery. Pozwala to unikng¢ problemu trwatosci 1
czystosci chiralnej odczynnikéw derywatyzujacych. W opracowaniu A. Maas i wsp.
przedstawiono metode HPLC-MS/MS do rozdzialu enancjomerow amfetaminy i
metamfetaminy w probkach krwi z wuzyciem chiralnej kolumny z wypelnieniem
polisacharydowym Lux® AMP (150 mm x 3,0 mm, 3 um) i faza ruchoma w postaci A -
roztworu wodorowgglanu amonu o pH 11,0 i B - metanolu. Po dodaniu wzorcéw
wewnetrznych amfetaminy Ds i metamfetaminy Di; izolacja prowadzona byla przez
precypitacje za pomocg metanolu odzyskiem ponad 90 % dla wszystkich analitow. Uzyskano
LOQ dla S (+) amfetaminy na poziomie 1,65 ng/ml i dla R (-) amfetaminy na poziomie 3,86
ng/ml. Metoda zostata zastosowana do oceny drogi syntezy metamfetaminy na podstawie

analizy probek surowicy 0sob naduzywajacych metamfetaming [70].
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1.5 Amfetamina w dowodach rzeczowych

Z danych publikowanych przez Biuro Narodéw Zjednoczonych ds. Narkotykow i
Przestepczosci (UNDOC) wynika, ze problem podazy nielegalnych stymulantéw pochodnych
amfetaminy w globalnym ujeciu zdominowany jest przez metamfetaming. W 2019 roku na
$wiecie skonfiskowano 325 ton metamfetaminy, 79 ton amfetaminy oraz 16 ton MDMA. W
bardziej lokalnym uj¢ciu wynika, ze europejski rynek zdominowany jest przez amfetaming
bowiem, w latach 2015 - 2019 z og6lnej liczby 571 zlikwidowanych na $wiecie laboratoriow
produkujacych amfetamine 488 zlokalizowanych byto w Europie. W czotéwce panstw z
najwigksza liczba nielegalnych laboratoriow znajduja si¢: Belgia, Krolestwo Niderlandow,
Federacja Rosyjska oraz Polska [71]. Z danych EMCDDA wynika, ze na rynku europejskim
w roku 2019 dokonano 34 000 konfiskat, ktore tacznie stanowity 17 ton narkotyku. Zawarto$¢
amfetaminy w sprzedazy detalicznej na terenie Europy miesci si¢ w zakresie 13 — 65 %, przy
czym w polowie krajow oscyluje w zakresie 20 — 35 %. W krajach, ktore konsekwentnie
raportujag wyniki badan w ostatniej dekadzie obserwuje si¢ wzrost zawarto$ci amfetaminy W
skonfiskowanych materiatach. W roku 2019 na terenie Polski w 85 konfiskatach
zabezpieczono tacznie 2214 kg amfetaminy [3].

Aktualnie obowigzujaca Ustawa z dnia 29 lipca 2005 o przeciwdzialaniu narkomanii nie
odnosi si¢ do zawartosci substancji czynnej w skonfiskowanych substancjach z wyjatkiem
badania zawartosci morfiny w stomie makowej 1 zawartosci sumy delta-9-
tetrahydrokannabinolu i kwasu tetrahydrokannabinolowego w konopiach, ktore sg niezbgdne
do wlasciwej kwalifikacji prawnej. W zwigzku z powyzszym laboratoria kryminalistyczne,
ktore badajg narkotyki rzadko dokonujg oceny ilo§ciowej zawarto$ci substancji czynnej w
zabezpieczonym materiale dowodowym.

W opublikowanych w ostatnich latach pracach dotyczacych rynku narkotykowego w
Polsce trzykrotnie oceniano zawarto$¢ amfetaminy w zabezpieczonym materiale
dowodowym. W pracy B. Bryska i D. Zuba w latach 2003 - 2013 zbadano 1972 probek o
zroznicowanej gramaturze pod katem zawartosci amfetaminy (metoda HPLC) oraz
identyfikowano substancje dodatkowe (metoda GC-MS). Z przeprowadzonej analizy wynika,
ze w latach 2003 — 2009 amfetamina byla druga, po przetworach ziela konopi innych niz
wlokniste, najczesciej wystepujacg substancjg psychoaktywng w Polsce, a od roku 2004
obserwowano systematyczny spadek liczby spraw zwigzanych z dystrybucja amfetaminy.
Poziom amfetaminy w probkach z omawianego okresu zmieniat si¢ az czterokrotnie od
poziomu 30 - 35 % w latach 2003 — 2006 do poziomu 8 % w roku 2010, po roku 2010
nastapil niewielki wzrost zawartosci po czym znowu zanotowano spadek do poziomu okoto 8
%. Ze spadkiem zawartosci amfetaminy zaobserwowano obnizenie dawki amfetaminy z okoto

130 do okoto 30 mg, przy praktycznie niezmienionej masie porcji handlowej stanowiacej
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wowczas 0,3 — 0,5 g. Ze zmniejszeniem zawarto$§ci amfetaminy w zabezpieczanych
dowodach wzrastata zawarto$¢ biologicznie czynnych dodatkéw takich jak kofeina i kreatyna.
Ponadto jako =zafalszowania odnotowywano leki psychotropowe, uspokajajace czy
przeciwpadaczkowe (np. klonazepam, karbamazepina, kwas walproinowy czy
lewomepromazyna), leki przeciwbdlowe i1 przeciwzapalne (np. paracetamol, salicylany,
diklofenak) czy takie leki jak ranitydyna. Od roku 2010 wraz z rozwojem rynku nowych
substancji  psychoaktywnych (NPS) obserwowano domieszki substancji z grupy
syntetycznych katynonow (np. mefedron, pentedron czy mefylon) [72]. W doniesieniu A.
Tyranda i A Duszynska przedstawiono wyniki badan sktadu jakos$ciowo - ilo§ciowego
klasycznych narkotykoéw zabezpieczonych na terenie calego kraju w latach 2018 - 2019. Na
podstawie badania 94 probek amfetaminy stwierdzono, ze jej zawarto$¢ miesci si¢ w zakresie
od kilku do maksymalnie 28 %, przy czym notowano probki o zawarto$ci amfetaminy ponizej
1 %, $rednia zawarto$¢ amfetaminy w przebadanych probkach wynosita 13,1 % a mediana 12
%. Duze zroéznicowanie zawarto$ci amfetaminy zaobserwowano dla poszczegdlnych
wojewodztw od 4 % wolnej zasady dla wojewodztwa warminsko — mazurskiego do 21 %
wolnej zasady dla wojewodztwa podkarpackiego. Na podstawie uzyskanych wynikow
stwierdzono, ze $rednia zawarto$¢ amfetaminy nie odbiegata w znaczacy sposdb od
zawartosci notowanych przez EMCDDA, ktére w omawianym okresie wynosity 17 — 29 %
[73]. W doniesieniu autorstwa P. Adamowicz i M. Kala przestawiono wyniki badan probek
amfetaminy na kolumnie chiralnej z ChiraDex z wypelnieniem beta-cyklodekstrynowym. W
przebadanych 12 probkach stwierdzono zawarto$ci amfetaminy w zakresie 26,6 — 64,6 %. We
wszystkich probkach stwierdzono obecno$¢ racemicznej amfetaminy w stosunku R/S
wynoszacym 0,99 i nie potwierdzono zmian w stosunku enancjomeréow podczas
przechowywania materialu w okresie 2 lat [74]. W pracy Losacker i wsp. przedstawiono
wyniki badania czystosci i enancjomerow amfetaminy, metamfetaminy i MDMA w probkach
skonfiskowanych na terenie potudniowych Niemiec. Probki analizowano metoda HPLC-
MS/MS na kolumnie Lux® AMP (150 mm x 3,0 mm, 3 um) i faza ruchoma w postaci A -
roztworu wodorowgglanu amonu o pH 11,0 i B - metanolu. W poddanych badaniu 143
probkach potwierdzono obecno$¢ amfetaminy w $rednim stezeniu 21,6 £14,6 % z mediang
réowng 16,1 % i zakresem 0,4 -73,1 % w przeliczeniu na zasade. Uzyskany stosunek R/S w
zakresie 0,97 — 1,04 % ($rednia 1,00 %) wskazywal na obecno$¢ racematu. Zrdéznicowany
poziom enancjomerdéw uzyskano przy badaniu probek metamfetaminy, z uwagi na mozliwg
droge jej pozyskiwania z pseudoefedryny [75]. Analiz¢ chiralng amfetaminy przeprowadzit
Dhabbah badajgc 12 partii tabletek zawierajagce amfetaming skonfiskowanych na terenie
Arabii Saudyjskiej. Przeprowadzone badanie metodg GC-MS po derywatyzacji za pomoca S-

TPC wykazalo podobne poziomy obu enancjomerow w probkach z niewielkim nadmiarem
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enancjomerycznym formy S (+) wynoszacym 0,6 — 9,72 %. Zawartos¢ amfetaminy w
tabletkach miescit si¢ w zakresie 36,44 - 96,22 mg [76]. W badaniach S. George i R.
Braithwaite 17 probek amfetaminy pochodzacej z konfiskat, z zlozenia racemicznej formy,
derywatyzowano za pomocg S-TPC analizowano metoda GC z detektorem azotowo-
fosforowym (z ang. Nitrogen phosphorus detector, NPD). Uzyskano $redni stosunek R/S na
poziomie 89,2 % (zakres 72,2 % - 98,3 %). Srednia zawarto$¢ amfetaminy w badanych
probach wynosita 21,5 % (zakres 3,4 — 71,0 %) [77].

Synteza amfetaminy w nielegalnych laboratoriach prowadzona jest zwykle metoda
Leuckarta, ktéra nie wymaga zaawansowanego sprzetu 1 moze by¢ prowadzona przez osoby
nieposiadajace duzej wiedzy chemicznej. Mniej popularne metody to metoda nitrosterynowa i
metoda redukcyjnego aminowania. Przedstawione metody prowadza do powstania
racemicznej formy zwigzku. W dostgpnym pismiennictwie opisano co najmniej kilkana$cie
metod syntezy chiralnej amfetaminy, ktorych zastosowanie dotychczas nie zostato
potwierdzone w ujawnionych laboratoriach. Zmieniajace si¢ przepisy i utrudniony dostep do
substratow niezbednych do syntezy zmuszaja do szukania nowych drog otrzymywania
produktu z dostepnych materiatdéw, dlatego, obok profilowania zanieczyszczen, monitoring

sktadu izomerow optycznych wydaje si¢ w petni uzasadniony [78] [79].

1.6 Dotychczasowe wykorzystanie metabolizmu amfetaminy w badaniach
sadowych

Z analizy dotychczasowego pismiennictwa wynika, ze ocena przemian metabolicznych
amfetaminy i jej pochodnych w konteks$cie medyczno-sagdowym dotyczyta gtéwnie badania
moczu i analizy chiralnej w celu roznicowania pochodzenia amfetamin w probkach. Nieliczne
doniesienia dotycza oznaczenia we krwi pelnej, surowicy lub osocza. Zespol
F. Peters opracowang metoda GC —MS z negatywna jonizacja chemiczng przeprowadzit
badanie enancjomerow amfetaminy i metamfetaminy w surowicy o0sob zazywajacych
amfetaming, z podziatem na pacjentdéw wykazujacych objawy intoksykacji oraz pacjentoéw
bezobjawowych. Uzyskano stosunek R/S w zakresie 0,97 — 1,66 % ($rednia 1,15 %), nie
stwierdzono istotnych statystycznie roznic, p>0,05 miedzy stosunkami enancjomerow dla
osob intoksykowanych i bezobjawowych. Ponadto autorzy porownali zakresy stgzen
amfetaminy pomiedzy pacjentami bezobjawowymi — zakres ponizej LOQ do 218,4 ng/ml a
pacjentami intoksykowanymi — zakres od 13 do 398,7 ng/ml (> 10 ng/ml). Z grupy pacjentow
z objawami intoksykacji u 80 % przypadkow stezenie amfetaminy byto > 100 ng/ml a ~ 20 %
stezenie bylo < 20 ng/ml [66]. Dalsze badania zespolu F. Peters dotyczyly oznaczen
amfetaminy w probkach klinicznych, ktore zawieraly co najmniej jedng substancje z grupy

amfetamin i pochodzacych od osob kierujacych zatrzymanych do kontroli drogowych i
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wykazujacych symptomy intoksykacji. W grupie 151 przypadkéw amfetaminy 51 osob
stanowili kierowcy, a probki kliniczne podzielono na 3 podgrupy tj. pacjentow objawowych,
u ktorych objawy przypisano obecno$ci amfetaminy (n = 40), z ktorej wydzielono grupe
pacjentow, u ktorych za objawy odpowiadaty dodatkowe substancje (n = 24) oraz pacjentow
bezobjawowych (n = 46). W probkach oznaczono poziom poszczegdlnych enancjomerow, ich
sumg¢ oraz stosunek R/S a rezultaty poddano ocenie testami Krusal - Wallis i Dunna dla
sprawdzenia istotno$ci roznic mie¢dzy badanymi grupami. Przeprowadzone pordéwnania
wykazaty istotng statystycznie réznice (p = 0,001) pomiedzy stezeniem amfetaminy badz
poszczegdlnych jej enancjomerow pomigdzy grupa pacjentdw bezobjawowych a pozostatymi
grupami. W przypadku wartosci stosunku R/S istotna rdznica wystepowata migdzy
kierowcami a grupa pacjentow bezobjawowych (stosunek R/S u kierowcow < stosunek R/S
pacjentow bezobjawowych) [80]. W doniesieniu C. Hess i wsp. wykorzystano uprzednio
opracowang metode chiralnej analizy amfetaminy i metamfetaminy do rdéznicowania
jednorazowego przyjecia metamfetaminy od jednoczesnego przyjecia metamfetaminy z
amfetaming. Dotychczas stosowane metody oceny oparte na analizie stosunku stezenia
metamfetaminy do stezenia amfetaminy w zakresie miedzy 3 a 10 $wiadczace o przyjeciu
metamfetaminy zostaty ocenione jako niewystarczajace do jednoznacznej oceny bez analizy
chiralnej. Przy przyjeciu, ze dostgpna na nielegalnym rynku metamfetamina stanowi forme¢ S
(+) to wykrycie w probkach osocza jako metabolitu S (+) amfetaminy $wiadczy o przyjeciu
samej metamfetaminy, wykrycie dodatkowo formy amfetaminy R (-) dowodzi dodatkowej
konsumpcji racemicznej amfetaminy [70, 81]. W 2020 roku zespét M. Losacker
przeprowadzit badania szybkosci wydalania 4-fluoroamfetaminy po doustnym podaniu dawki
100 1 150 mg racemicznego zwigzku odpowiednio 12 1 5 ochotnikom. Podczas eksperymentu
zabezpieczano probki krwi w czasie do 12 godzin od podania. Analiz¢ enancjomeréw 4-
fluoroamfetaminy prowadzono wcze$niej opisang przez A. Mass metoda HPLC-MS/MS,
ktora zmodyfikowano do celéw eksperymentu. Przeprowadzone badania nie wykazaly
réznicy w Tmax | Cmax dla poszczegdlnych izomerow, natomiast istotnie roznity sie czasy
biologicznego poltrwania ty, wynoszace odpowiednio 12,9 dla izomeru R (-) 1 6,0 dla S (+).
Podczas eliminacji stosunek R/S rost w sposob liniowy osiggajac wartos¢ 2 po 12 godz. od
zazycia u wszystkich uczestnikow. W konkluzji wskazano zréznicowany w czasie stosunek
enancjomerow R/S jako obiecujacy wskaznik fazy intoksykacji oraz szacowania czasu

konsumpcji [82].
2. Cel pracy

W  zwiazku 7z aktualnym zapotrzebowaniem organdw zlecajacych badania
toksykologiczne na interpretacje w zakresie mozliwosci ustalenia czasu zazycia amfetaminy

w okreslonym momencie przed pobraniem probki krwi oraz mozliwosci przypadkowej
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kontaminacji amfetaming materiatu biologicznego uznano za celowe przeprowadzenie oceny
przydatnoéci metabolizmu amfetaminy jako pomocniczego kryterium w obiektywnym
opiniodawstwie toksykologicznym. Z dotychczas dostepnego piSmiennictwa wynika, ze
wybrany metabolit amfetaminy, ktorym jest 4-OH-AMF nie byt przedmiotem
kompleksowych badan u czlowieka w kontek$cie wykorzystania go jako markera

wczesniejszego zazycia.

W realizacji programu eksperymentalnego dysertacji przyjeto nastgpujace cele
szczegblowe:

1. Opracowanie metody analizy jako$ciowo - ilosciowej dowoddow rzeczowych 2z
uwzglednieniem chiralnej oceny zawartej w nich amfetaminy.

2. Opracowanie kompleksowych metod oznaczenia stereoizomeréw amfetaminy
i 4-OH-AMF w materiale biologicznym i ocena ich parametrow walidacyjnych.

3. Wykorzystanie opracowanych metod analitycznych do wstepnej oceny Kinetyki
tworzenia 4-OH-AMF z amfetaminy na modelu zwierzecym.

4. Wykorzystanie opracowanych metod w analizie przypadkow naduzywania
amfetaminy do interpretacji spraw realizowanych w statutowej dziatalno$ci Zaktadu
Medycyny Sadowe;.

5. Analizg porownawczg otrzymanych wynikow i ustalonych zaleznosci w zakresie ich

praktycznego wykorzystania dla celoéw opiniodawstwa toksykologicznego.
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3.

Material i metody

3.1 Aparatura i sprzet laboratoryjny

chromatograf Agilent Infinity 1200 LC z detektorem UV-DAD (Agilent Technologies,

Waldbronn, Niemcy)

kolumna HPLC Poroshell 120 PVP (100 x 2,1 mm, 2,7 um) z prekolumng Poroshell 120,

PFP,2,1mm, (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)
chromatograf Agilent 1200 z detektorem ESI-MS/MS 6410B Triple Quad (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA)

kolumna HPLC Kinetex® 2,6 um HILIC (100 x 2,1 mm, 2,6 um) z prekolumng Ultra

UHPLC HILIC 2,1 mm (Phenomemenex, Torrace CA, USA)

kolumna HPLC Lux® 3 pm AMP (150 x 3,0 mm, 3,0 um) z prekolumng Lux® 3 pm

AMP 2,0 mm (Phenomemenex, Torrace CA, USA)

chromatograf gazowy Clarus 500 z kwadrupolowym detektorem masowym Clarus 500

(Perkin Elmer, Schelton, USA)

kolumna GC Zebron Guardian ZB 5 MS (30 m x 0,25 mm, df = 0,25 pum) ze zintegrowang

prekolumng 10 m (Phenomemenex, Torrace CA, USA)

pH-metr Elmetron CP-505 z elektroda pH-metryczna (Elmetron, Zabrze, Polska)
waga analityczna Radwag XA 110 (Radwag, Radom, Polska)

zestaw do izolacji z fazy statej VISIPREP 24 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy)
wytrzasarka laboratoryjna CAT VM 4 (M. Zipperer, Etzenbach, Niemcy)
mieszadto rolkowe RM5W-80V (M. Zipperer, Etzenbach, Niemcy)

wirowka EBA Micro 220R (Hettich, Tuttlingen, Niemcy)

koncentrator prozniowy GeneVac Mivac Duo (Genevac, Ipswich, Wielka Brytania)
system oczyszczania wody DirectQ3 (Merck Millipore, Billerica, MA, USA)
zestaw do sgczenia (Sartorius, Goettingen, Niemcy)

saczki nitrocelulozowe o srednicy porow 0,2 um (Sartorius, Goettingen, Niemcy)
probowki wirowkowe 9 ml (Sarstedt, Niimbrecht, Niemcy)

zestaw pipet automatycznych 10 — 5000 ul (Eppendorf, Hamburg, Niemcy)

zestaw szkta laboratoryjnego

3.2. Odczynniki

+ chlorowodorek (+)-4-hydroksyamfetaminy (National Measurement Institute, Pymple,

Australia),
siarczan (+)-amfetamina (Lipomed Arlesheim, Szwajcaria),

(+)-amfetamina Ds rozwor 1 mg/ml w metanolu (Cerilliant, Round, Rock, TX, USA)
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S (+)-amfetamina rozwoér 1 mg/ml w metanolu (Cerilliant, Round, Rock, TX, USA)

R (-)-amfetamina rozwor 1 mg/ml w metanolu (Cerilliant, Round, Rock, TX, USA)
beta-glukuronidaza Helix pomatia typ HP-2 (Sigma-Aldrich, USA)

kolumny do ekstrakcji z fazy statej SPE C18 Bakerbond 3 ml/ 500 mg (J.T. Baker,
Krolestwo Niderlandow)

koncentrat krwinek czerwonych (Regionalna Stacja Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w
Poznaniu)

mrowczan amonu do LC-MS (Sigma-Aldrich, USA)

octan amonu do LC-MS (Sigma-Aldrich, USA)

fosforan trietyloamoniowy (Sigma-Aldrich, USA)

1-chlorobutan do analizy (Sigma-Aldrich, USA)

kwas mrowkowy do LC-MS (Merck, Darmstadt, Niemcy)

wodoroweglan amonu do analizy (Merck, Darmstadt, Niemcy)

1 M NaOH do analizy (Merck, Darmstadt, Niemcy)

roztwor wodorotlenku amonu 25 % do analizy (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy)

bufor PBS (phosphate buffered saline) — tabletki do sporzadzania roztworu (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Niemcy)

kwas solny (Merck, Darmstadt, Niemcy)

kwas octowy do analizy > 99,7% (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy)

sodu octan (min. 99,0%) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy)

metanol do HPLC o czystosci gradientowej (Merck, Darmstadt, Niemcy)

acetonitryl do HPLC o czystosci gradientowej (Merck, Darmstadt, Niemcy)

chlorek baru cz.d.a (POCH, Gliwice, Polska)

fluorek sodu cz.d.a (POCH, Gliwice, Polska)

osocze szczurze (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy)

azot sprezony (Messer Polska, Chorzow, Polska)

woda dejonizowana uzyskana z zastosowaniem systemu DirectQ3 o opornosci wlasciwej
18,2 MQ x cm

wzorce pH o wartosci 1,68, 7,00 i 12,4 (Labstand, Poznan, Polska)

Bioketan (ketamina 100 mg/ml) (Vetoquinol Biowet, Gorzow Wlkp., Polska)

Xylavet (ksylazyna 20 mg/ml) (ScanVet, Gniezno, Polska)
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3.3. Roztwory podstawowe i wzorcowe i bufory stosowane w badaniach

3.3.1 Rozwor wzorca wewnetrznego IS w metodzie HPLC-MS/MS
Do kolby miarowej o0 poj.10 ml przeniesiono pipeta 0,1 ml metanolowego roztworu
racemicznej amfetaminy Ds o stezeniu 1 mg/ml i uzupeliono metanolem do kreski.

Uzyskano roztwor o stezeniu 0,01 mg/ml.

3.3.2 Roztwory podstawowe 4-OH-AMF, S (+) AMF i R (-) AMF

Odwazono 12,384 mg chlorowodorku 4-hydroksyamfetaminy (10 mg w przeliczeniu na
zasadg), ktory rozpuszczono w metanolu w kolbie miarowej o poj. 10 ml. W przypadku
enancjomeréw amfetaminy zakupiono roztwory o st¢zeniu 1 mg/ml w metanolu. Roztwory
podstawowe o stezeniu 1 mg/ml stuzyty do przygotowania serii roztworow roboczych o
stezeniach: 100, 200, 500, 1000, 2500, 5000, 10000, 20000, 50000 i 100000 ng/ml w
mieszaninie tj. woda dejonizowana - metanol (50:50 v/v). Roztwory dodawane byty w ilosci
po 10 pul do odpowiedniej objetosci osocza lub krwi uzyskujac w ten sposdb objetos¢ 1 ml.
Uzyskiwano w ten sposob roztwory o stg¢zeniu 100 razy nizszym niz roztwoOr wzorcowy, Z
ktorych skonstruowano nastgpujace krzywe kalibracyjne. Dla 4-OH-AMF we krwi krzywa w
zakresie 1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 25,0 1 50,0 ng/ml a w osoczu szczura 25,0; 50,0; 100; 500 i 1000
ng/ml. Dla S (+) AMF i R (-) AMF we krwi i w osoczu szczura po 10,0; 25,0; 50,0; 100; 500 i
1000 ng/ml.

3.3.3.Bufor PBS
Jedng tabletke buforu rozpuszczano w zlewce zawierajacej okoto 150 ml wody
dejonizowanej. Po zmierzeniu pH roztworu, ktore wynosito 7,4 & 0,1 roztwor przeniesiono do

kolby miarowej o poj. 200 ml i uzupetniono do kreski.

3.3.4 Bufor octanowy o pH 5,2

Bufor octanowy przygotowano poprzez odwazenie 26,88 g trojwodnego octanu sodu i
rozpuszczeniu w okoto 150 ml wody dejonizowanej, po czym dodano 4,73 g kwasu octowego
I wymieszano. Po zmierzeniu pH skorygowano 0,1 M roztworem kwasu solnego lub 0,1 M
wodorotlenku sodu i uzupeliono woda dejonizowang do 250 ml. Uzyskano 250 ml 1 M

buforu octanowego o pH 5,2.

3.3.5 Krew pelna

Koncentrat krwinek czerwonych w ilosci 1 jednostki (okoto 250 ml) przeniesiono do zlewki 1
uzupeiniono 100 ml wody dejonizowanej 1 wymieszano. Do roztworu dodano nastepnie 100
ml 1 % roztworu fluorku sodu i wymieszano. Tak uzyskana krew poddano badaniom

kontrolnym na zawarto$¢ pochodnych amfetaminy.
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3.3.6 Roztwér amfetaminy w buforze PBS do podania dozoladkowego

Na wadze analitycznej odwazono 68,0 mg siarczanu amfetaminy (zawiera 50,0 mg zasady) i
rozpuszczono w 5 ml buforu PBS. Po rozpuszczeniu roztwoér przeniesiono do kolby miarowe;j
0 poj. 10 ml 1 uzupetiono do kreski buforem PBS. Uzyskano roztwoér amfetaminy w PBS o

stezeniu 5 mg/ml.

3.3.7 Faza ruchoma do metody oznaczenia 4-OH-AMF

Odwazono 1,261 g mréwczanu amonu, ktdry rozpuszczono w wodzie dejonizowanej w kolbie
miarowej 0 poj. 200 ml, uzyskujac w ten sposob roztwor o stezeniu 100 mM/Il. W kolejnym
etapie do kolby miarowej o poj. 1 | odmierzono 50 ml roztworu mréwczanu amonu o stezeniu
100 mM, 50 ml metanolu o czysto$ci gradientowej 1 uzupelniono do objetosci 1 1
acetonitrylem o czystosci gradientowej uzyskujac w rezultacie roztwor mroéwczanu amonu w

fazie 5 mM/I. Roztwor przesaczono przez saczek nitrocelulozowy 0,2 pm.

3.3.8 Faza ruchoma do oznaczenia enancjomeréw amfetaminy

Odwazono 0,790 g wodorowgglanu amonu, ktéry rozpuszczono w okoto 800 ml wody
dejonizowanej, po czym doprowadzono do pH 11,0 dodajac odpowiednia ilo$¢ 25 %
wodorotlenku amonowego. Po przeniesieniu do kolby miarowej o poj. 1 1 uzupelniono woda
dejonizowana do 1 L uzyskujac 100 mM/I roztwér wodoroweglanu amonu o pH 11,0.

Roztwor przesaczono przez saczek nitrocelulozowy 0,2 pm.

3.3.9 Roztwor octanu amonu
Odwazono 7,708 g octanu amonu, ktdry nastepnie rozpuszczono w 1 1 wody dejonizowane;j.

Uzyskano roztwor 0,1 M/1.

3.4. Material badawczy

Badania zostaly przeprowadzone w Zaktadzie Medycyny Sadowej Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu, z wyjatkiem eksperymentu ze zwierzgtami, ktdry przeprowadzono
w Zwierzetarni przy Katedrze 1 Zakladzie Toksykologii UM w Poznaniu. Badanie na
zwierzetach przeprowadzono na podstawie uchwaty nr 28/2008 z dnia 20.06.2008 Lokalne;j
Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach w Poznaniu (zalacznik nr 1).

Material dowodowy tj. probki amfetaminy (n=50) poddawane badaniom w Zakladzie
Medycyny Sadowej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu byly wczesniej zabezpieczane
przez funkcjonariuszy Policji na terenie Wielkopolski w latach 2018 — 2020 w ramach
postepowan prowadzonych w zwigzku z art 62 Ustawy o przeciwdzialaniu narkomanii.
Badaniom poddawano wytacznie sprawy, ktore zawieraly powyzej 1 g materiatu.

Materiat biologiczny w postaci krwi ludzkiej (n = 135, 45 kobiet i 90 mezczyzn) badany w

ramach pracy pochodzit ze spraw, ktore analizowane byly w Zaktadzie Medycyny Sadowej,
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na potrzeby postgpowan w sprawach karnych na terenie Wielkopolski w latach 2017 — 2020
(kierowanie pod wptywem $rodkow odurzajacych i substancji psychotropowych i wypadkoéw
komunikacyjnych). Zgoda na prowadzenie badan zostala wydana Uchwalg nr 471/11 przez
Komisje Bioetyczng przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w
Poznaniu (zatacznik nr 2). Material pochodzit od losowo wybranych kobiet i me¢zczyzn, u
ktérych we krwi stwierdzono wytacznie amfetaming. Przekazywane materiaty zwykle nie
zawieraja informacji, ktoére pozwalaja na ustalanie wieku osob badanych oraz stanu ich

zdrowia.

3.5. Metody badawcze

W badaniach zawartosci amfetaminy w materiale dowodowym skorzystano z rutynowo
stosowanych ~w  Zaktadzie Medycyny Sadowej metod badan jakosciowych
I zawarto$ci amfetaminy technikami chromatografii gazowej sprzezonej z detektorem
masowym (GC-MS) i wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem
spektrofotometrycznym z szeregiem diod (z ang. diode array detector, DAD). Oceny sktadu
izomeréw optycznych w materialach dokonano opracowang metoda wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej z detekcja w postaci tandemowego spektrometru mas (HPLC-
MS/MS).

Materiat biologiczny pod katem zawarto$ci 4-OH-AMF analizowany byl opracowang
metoda HPLC-MS/MS z zastosowaniem kolumny HILIC. Analiz¢ zawartosci amfetaminy z
oceng stosunku enancjomerdéw przeprowadzono réwniez metoda HPLC-MS/MS z uzyciem

kolumny chiralne;j.

3.6. Analiza jako$ciowo-ilosciowa dowodow rzeczowych

Materiat przekazany do analizy po wstgpnej ocenie organoleptycznej byl wazony,
w przypadku stwierdzenia zawilgocenia materialu suszono go do stalej masy pod
dygestorium. Z wysuszonego do statej masy materialu pobierano nawazke ok. 10 mg, ktorg
rozpuszczano w 1 ml mieszaniny metanol/toluen (50:50 v/v) i po odwirowaniu przenoszono
do wialki chromatograficznej i poddawano badaniu w uktadzie GC-MS. Probke o objetosei 1
pl nastrzykiwano za pomocg automatycznego podajnika probek przy temperaturze dozownika
250 °C dzialajacego w trybie bez podzialu strumienia gazu (splitless). Rozdziat
chromatograficzny prowadzono na kolumnie kapilarnej Zebron Guardian ZB-5MS (30 m x
0,25 mm x df 0,25 pum) w gradientowym programie temperaturowym. Temperatura
poczatkowa kolumny (75°C) byta utrzymywana przez 1 min., nastgpnie wzrastata liniowo z
szybkoscig 20°C/min. do 275°C i pozostawata niezmieniona przez 9 minut. Calkowity czas
analizy wynosit 18 minut. Jako gaz nosny stosowano hel o statym natgzeniu przeptywu
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wynoszacym | ml/min. Zastosowano jonizacj¢ strumieniem elektronow, ktorych energia

wynosita 70 eV. Prowadzono skanowanie w zakresie mas m/z od 30 do 600 amu.

Kolejng nawazke ok. 100 mg rozpuszczano w wodzie dejonizowanej i poddawano

prébie na zawarto$¢ jonow siarczanowych z wodnym BaCls.

Oznaczenie amfetaminy w zabezpieczonym materiale dowodowym wykonano przy
uzyciu metody HPLC-DAD. Z probek, gdzie stwierdzono obecnos$¢ siarczanu amfetaminy
pobierano nawazki w ilosci 1,36 mg (odpowiada zawartosci 1 mg w przeliczeniu na wolng
zasade), ktore rozpuszczano w 1 ml metanolu. Probki wytrzgsano na wytrzgsarce o
amplitudzie 1 cm i czestotliwosci 280/min. Po odwirowaniu i przeniesieniu do wialek
chromatograficznych probki poddawano analizie, z wykorzystaniem chromatografu
cieczowego 1220 Infinity firmy Agilent Technologies na kolumnie Poroshell 120 PVP (100 x
2,1 mm, 2,7 wm). Rozdzial dokonywany jest z wykorzystaniem dwukanatowej pompy
gradientowej z wbudowanym degazerem proézniowym. Temperatura kolumny podczas
procesu wynosi 40°C. Zastosowana metoda izokratyczna obejmuje wykorzystanie fazy nosnej
bedacej mieszaning 1 molowego roztworu fosforanu trietyloamoniowego (TEAP),
acetonitrylu i metanolu (85:10:5; v/v/v). Szybkos¢ przeptywu wynosi 0,4 ml/min. Pomiaru
dokonuje si¢ przy dilugosci fali 206 nm. Calkowity czas analizy to 9 minut. Zawarto$¢
amfetaminy w badanej probce odczytywano z krzywej kalibracyjnej w zakresie 1,56 — 100 %

przy limicie oznaczalnos$ci 1,56 %.

W celu oznaczenia stosunku enancjomeréw w materiale dowodowym z metanolowych
roztworow analizowanych metoda HPLC-DAD pobierano probke o objetosci 1 pl i
przenoszono do nowej wialki chromatograficznej. Do probek dodano 10 pl roztworu wzorca
wewngtrznego (0,01 mg/ml roztworu amfetaminy Ds w metanoluy i uzupetniono faza ruchoma
(100mM roztwoér wodorowgglanu amonu o pH 11) do 200 pl. Rownolegle przygotowano
roztwory wzorcowe (n=5) poprzez dodanie po 1 ul wzorca S (+) i R (-) amfetaminy oraz 10
ul wzorca wewnetrznego do wiatek chromatograficznych i uzupetieniu fazg do 200 pl. Tak
otrzymane probki analizowano metodg HPLC-MS/MS opisang w rozdziale 3.7.2. Stosunek

enancjomeréw w badanych probkach wyznaczano zgodnie z rownaniem:

PR—enancjomer / PS—eanncjomer

R/S =

PR—enancjomer IS PS—enancjomer IS

gdZ|e. PR-enancjomer | PR-enancjomer IS tO pOla pOWlerZChnl plkéW R (') AMF i R (') AMF D5
a Ps.enancjomer | Ps.enancjomer IS tO pOla pOWleI‘ZChnl plkéW S (+) AMF 1 S (+) AMF D5
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3.7. Metody HPLC-MS/MS oznaczania enancjomeréw amfetaminy i 4-
hydroksyamfetaminy

3.7.1. Metoda oznaczania 4-OH-AMF

Do rutynowego oznaczania amfetaminy i jej pochodnych w Katedrze i Zaktadzie
Medycyny Sadowej wykorzystuje si¢ metode HPLC-MS/MS z zastosowaniem typowej
kolumny w odwroconym uktadzie faz (Poroshell 120 EC-18 3,0 mm x 75 mm, 2,7 um i fazy
ruchomej w postaci 0,05 M buforu kwas mrowkowy/mréwczan amonu o pH 3,2 i acetonitrylu
z kwasem mréwkowym 1 ml/l). W rutynowych warunkach chromatograficznych obserwuje
si¢ slaba retencje 4-OH AMF, ktéry eluuje w drugiej minucie analizy. Niskie stezenia
zwigzku, ktére wystepuja w materiale biologicznym oraz obecno$¢ interferujgcych
sktadnikow matrycy nie pozwolito na opracowanie selektywnej i wystarczajaco czutej metody
w tych warunkach. W zwigzku z powyzszym w celu oznaczenia 4-OH-AMF opracowano
metod¢ HPLC-MS/MS z wykorzystaniem przeznaczonej do analizy substancji polarnych
kolumny chromatograficznej, gdzie mechanizm rozdzialu oparty jest na oddzialywaniach

hydrofilowych (z ang. Hydrophilic interaction liquid chromatography, HILIC).

Analize prowadzono przy zastosowaniu chromatografu cieczowego Agilent 1200
Series ztozonego z degazera prozniowego, pompy binarnej, automatycznego podajnika
probek 1 termostatowanego kompartmentu kolumny potaczonego z tandemowym
spektrometrem mas QQQ 6410B firmy Agilent Technologies. Praca zestawu kierowano z

poziomu oprogramowania MassHunter ver. B 08.00.

Rozdzial prowadzono na kolumnie z porowatym wypekieniem Kinetex® 2,6 pm
HILIC (100 x 2,1 mm, 2,6 um) termostatowanej w temperaturze 40°C. Jako optymalnej fazy
ruchomej uzyto mieszaniny acetonitrylu, metanolu oraz 100 mM roztworu mréwczanu amonu
w wodzie dejonizowanej (90:5:5; v/v/v). Przeptyw fazy byl izokratyczny o natezeniu 0,4
ml/min. Objgtos¢ nastrzyku probki wynosita 1 pl a catkowity czas analizy to 6 minut.
Detektor masowy typu potrdjny kwadrupol wyposazony byt w zrddlo jonizacji typu
elektrosprej dziatajacego w polaryzacji dodatniej. Parametry pracy zrodla jondéw zostaty
zoptymalizowane za pomoca dedykowanej aplikacji Mass Hunter Source Optimiser w serii
nastrzykow wzorcOw rozpuszczonych w fazie ruchomej. Zoptymalizowane parametry

zestawiono w tabeli nr 4.

42



Tabela 4 Parametry Zrodla jonizacji detektora masowego dla AMF Ds oraz 4-OH-AMF.

Napigcie kapilary 4000 V

Przeptyw gazu rozpylajacego (azotu) 10 I/min.
Temperatura gazu osuszajgcego (azotu) 350°C
Cisnienie gazu rozpylajacego (azotu) 40 psi

Detektor masowy pracowal w trybie monitorowania wielu reakcji (z ang. multiple
reaction monitoring, MRM). Doboru parametrow poszczegolnych reakcji dla substancji
badanych oraz wzorca wewnetrznego dokonano na podstawie nastrzykéw wzorcow
rozpuszczonych w fazie ruchomej. Do wyznaczenia poszczegolnych przej$sé uzyto
dedykowanego oprogramowania MassHunter Optimiser. Z wyznaczonych przez aplikacje
przejs¢ MRM dla kazdego zwiazku wybrano po dwa przej$cia o najwigkszej intensywnosci,
ktére nie miaty wspolnych jonow potomnych. Parametry poszczegélnych przejs¢ MRM

przedstawiono w tabeli nr 5.

Tabela 5. Parametry poszczeg6lnych przejs¢ MRM dla substancji badanych oraz wzorca wewngtrznego.

Jon Jon Napiecie Energia
Nazwa macierzysty potomny fragmentora kolizji
[m/z] [m/z] [V] [eV]
152,1 135 60 5
4-OH AMF

152,1 107 60 17

141 124 60 5)

AMF Ds
141 93 60 14

3.7.2.Metoda oznaczania enancjomerow amfetaminy

Oznaczenia  enancjomeréw  przeprowadzono  metodg HPLC-MS/MS, z
wykorzystaniem zestawu chromatograficznego opisanego w rozdziale 3.7.1. Rozdziat
prowadzono na kolumnie chiralnej Lux® 3 pm AMP (150 x 3,0 mm, 3,0 um) z prekolumna
Lux® 3 pm AMP 2,0 mm termostatowanej W temperaturze 30°C. Faze¢ ruchomg stanowitly
100 mM/1 roztwor wodoroweglanu amonu o pH 11,0 (kanal A) oraz metanol (kanat B).
Zastosowano izokratyczny przeptyw faz ruchomych w stosunku A 40 % i B 60 % na
poziomie 0,42 ml/min. Objeto$¢ nastrzyku probki wynosita 2 ul a catkowity czas analizy to
12 minut. W celu przeplukania kolumny mig¢dzy nastrzykami na 2 minuty nast¢powata
zmiana sktadu fazy do A 5 % 1 B 95 %, po czym nastgpowal powrdt do wczesniejszego
sktadu 1 wyro6wnanie przez 2 minuty. Detektor masowy typu potrdjny kwadrupol wyposazony
byl w zrédto jonizacji typu elektrosprej dziatajacego w polaryzacji dodatniej. Parametry pracy

zrodla jondw zostaly zoptymalizowane za pomoca dedykowanej aplikacji Mass Hunter
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Source Optimiser w serii nastrzykow wzorcéw rozpuszczonych w fazie ruchome;j.

Zoptymalizowane parametry zestawiono w tabeli nr 6.

Tabela 6. Parametry zrodta jonizacji detektora masowego dla S (+) i R (-) AMF oraz AMF Ds.

Napigcie kapilary 4000 V

Przeptyw gazu rozpylajacego (azotu) 10 I/min.
Temperatura gazu osuszajacego (azotu) 310°C
Cisnienie gazu rozpylajacego (azotu) 40 psi

Detektor masowy pracowal w trybie MRM. Parametry poszczeg6élnych przejs¢ MRM

przedstawiono w tabeli nr 7.

Tabela 7. Parametry poszczegdlnych przejs¢ MRM dla substancji badanych oraz wzorca wewnetrznego.

Jon Jon Napiecie Energia

Nazwa macierzysty potomny fragmentora kolizji
[m/z] [m/z] [V] [eV]
136 119 60 5

S(*) iR (-) AMF
136 91 60 14
141 124 60 5
S (+) iR (-) AMF Ds

141 93 60 14

3.7.3.1zolacja enancjomerow amfetaminy i 4-hydroksyamfetaminy z krwi i z osocza

Do probowki polipropylenowej przeniesiono po 1 ml osocza lub krwi i dodano 2 ml 0,1 M
roztworu octanu amonu oraz 10 pl wzorca wewngtrznego, po czym wymieszano na mieszadle
rolkowym przez 10 minut i odwirowano przy 1400 x g przez 8 minut.

Kolumny SPE kondycjonowano za pomocg 2 ml metanolu i 2 ml 0,1 M octanu amonu i po
naniesieniu probki przemyto 2 ml 0,1 M octanu amonu 1 osuszono przy podcis$nieniu 10
mmHg przez ok 10 minut. Anality desorbowano, za pomoca 2 ml mieszaniny 1-chlorobutanu,
izopropanolu oraz roztworu wodorotlenku amonu (80:20:4; v:v:v). Po desorpcji do probek
dodano po 100 pl mieszaniny metanolu z kwasem solnym w stosunku 9:1. Probki
odparowywano do sucha w wird6wce prozniowej w temp 40°C, po czym suchg pozostatosé
rozpuszczano w 100 pl fazy ruchome;j i poddawano analizie.

Uwzgledniono, ze metabolit 4-OH-AMF jest sprzggany z kwasem glukuronowym, dlatego
krew przed izolacjag poddawano hydrolizie enzymatycznej z uzyciem beta-glukuronidazy.
Metoda hydrolizy probek krwi zostala rozwinigta w pracy realizowanej w Katedrze i

Zaktadzie Medycyny Sadowej w Poznaniu [83] w 2020 roku w oparciu o propozycje L.
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Sanches i wsp. [84]. W tescie Wilcoxona stwierdzono istotne wptyw hydrolizy (p = 0,0298)
na poziom 4-OH-AMF.

Dla probek badanych osocza szczura badz krwi ludzkiej etap izolacji poprzedzano etapem
hydrolizy enzymatycznej. Do probowki polipropylenowej przeniesiono po 1 ml osocza lub
krwi i dodano 1 ml buforu octanowego o pH 5,2 oraz 20 ul beta-gukuronidazy Helix pomatia
i inkubowano w cieplarce w temp. 37°C przez 24 godziny po czym studzono do temperatury

pokojowe;j.

3.8. Walidacja metod oznaczania enancjomerow amfetaminy
I 4-hydroksyamfetaminy

W celu przeprowadzenia walidacji metod oznaczania enancjomerdw amfetaminy oraz
4-OH-AMF we Krwi i 0osoczu wyznaczono nastepujace parametry: selektywnos¢, liniowos¢,
granice wykrywalnosci (LOD) i granic¢ oznaczalnosci (LOQ), efekt matrycowy, precyzje
I doktadnos$¢ oznaczania w ciggu dnia i migdzy dniami oraz odzysk analitow.

3.8.1 Selektywnos$¢

Selektywnos¢ metod zostala okreslona na podstawie analizy chromatogramow
uzyskanych dla matryc (n=6) niezawierajagcych analitow. Analizowano mozliwosé
interferencji pikow pochodzacych od sktadnikow matrycy z pikami analitow. Kryteria
akceptacji to brak sygnalu w obszarze retencji badanego zwigzku o intensywnosci wigkszej
niz 20% sygnalu dla analitow o stgzeniu LOQ 1 5% dla wzorca wewnetrznego. Oceny
rozdzialu enancjomeréw amfetaminy dokonano w oparciu o wspotczynnik rozdziatu R, ktory
obliczono zgodnie ze wzorem:

R=2(t2-t1)/(wl+w2)
gdzie: t1, t2— czasy retencji 1 i 2 zwiazku; w1, w2— szerokos¢ piku 1 i 2 mierzona u podstawy
3.8.2 Liniowos¢

Krzywe wzorcowe S (+) AMF, R (-) AMF i 4-OH AMF zostaty przedstawione jako
zalezno$¢ stosunku pola powierzchni piku analitu do pola powierzchni piku odpowiedniego
wzorca wewnetrznego (AMF Ds) od stgzenia danego analitu w matrycy. Krzywa wzorcowa
dla 4-OH AMF w osoczu obejmowata zakres stezen 10 do 1000 ng/ml a we krwi 1 — 50
ng/ml. Krzywe wzorcowe dla S (+) AMF, R (-) AMF w obu matrycach zostaty przygotowane
w zakresie stezen 10 -1000 ng/ml. Ustalono nast¢pujace parametry prostych (n=4):
wspotczynnik kierunkowy (a), przesunigcie (b) oraz ich bledy standardowe (odpowiednio Sai
Sb) i wspotczynnik korelacji (1).

3.8.3 Limit wykrywalnosci i oznaczalnoS$ci
Wartos¢ LOD oszacowano jako stezenie analitu, przy ktorym stosunek powierzchni piku do

powierzchni szumow linii podstawowej (S/N) byl rowny co najmniej 3:1. LOQ wyznaczono
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jako najmniejsze stezenie analitu, zapewniajace odpowiednig precyzje (wspotczynnik

zmiennosci CV £ 20 %) i doktadnos$¢ (btad £ 20 %) oznaczen.

3.8.4 Precyzja i dokladnos$¢
Precyzje oznaczen wyrazano jako wspétczynnik zmiennosci (CV), obliczony zgodnie ze
wzorem:

CV = SD/C¢ * 100 %
gdzie: CV — wspolczynnik zmiennosci [%]; SD — odchylenie standardowe oznaczonych
stezen analitu [ng/ml]; C« — érednie oznaczone stezenie analitu [ng/ml]. Doktadnosé
oznaczen w ciggu dnia 1 migedzy dniami przedstawiono jako réznica miedzy wartoScig
zmierzong a nominalng zgodnie ze wzorem:

Co — C
b%qd%=w*100%

nom
gdzie: btad % — wzgledny btad oznaczen [%]; Cnom— nominalne stgzenie [ng/ml].

Precyzje i doktadno$¢ w ciggu dnia wyznaczono poprzez oznaczenie pieciu niezaleznych
probek matrycy nastrzyknietych odpowiednim roztworem wzorcowym o0 znanym stezeniu
niskim, $rednim i wysokim przygotowanym analogicznie jak krzywa wzorcowa. Precyzje i
doktadnos¢ miedzy dniami wyznaczono dla takich samych pozioméw jak powyzej w ciggu
trzech kolejnych dni.

3.8.5 Odzysk i efekt matrycowy enancjomerow amfetaminy oraz 4-OH-AMF z krwi
oraz osocza

Odzysk oraz efekt matrycowy znormalizowany wzgledem wzorca wewnetrznego
enancjomeréw amfetaminy oraz 4-OH-AMF z osocza szczura oraz krwi wyznaczono dla
dwoch poziomdéw analitow (niskie, wysokie) przez poréwnanie wynikow Oznaczen serii
sktadajacych si¢ z pieciu probek obcigzonego osocza lub krwi, obcigzonych ekstraktow oraz
odpowiednich roztworow wzorcowych.

W celu oceny odzysku do probek krwi dodano roboczych roztworow S (+) i R (-) oraz 4-
OH-AMF uzyskujac stezenie 2,0 i 30 ng/ml dla 4-OH-AMF oraz 25 i 800 ng/ml dla
enancjomeréw amfetaminy (odpowiednio poziom niski i wysoki) oraz wzorca wewnetrznego.
Dla osocza poziomy 4-OH-AMF i enancjomerow wynosity 25 i 800 ng/ml. Uzyskane serie
probek poddawano izolacji zgodnie z procedurg opisang w rozdz. 3.7.3. Probki drugiej serii
po dodaniu wzorca wewnetrznego poddawano izolacji zgodnie z procedurg opisang w rozdz.
3.7.3. Suche pozostatosci w przypadku probek pierwszej serii rozpuszczono w 100 pl fazy
ruchomej. W przypadku probek drugiej serii do suchej pozostatosci dodano roztwory robocze
analitow po czym uzupetniono do 100 pl faza ruchoma i analizowano odpowiednia metoda
HPLC-MS/MS. Odzysk obliczono wedtug wzoru:

P P,
odzysk % = M * 100 %

Pnieekstr/PIS 6
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gdzie: Pekstr — pole powierzchni piku analitu po ekstrakcji, Prieekstr - pole powierzchni piku
analitu bez ekstrakcji, Pis - pole powierzchni wzorca wewnetrznego

Dla okreslenia efektu matrycowego dodatkowo przygotowano seri¢ roztworow
wzorcowych badanych zwigzkow 1 wzorca wewnetrznego w fazie ruchomej o zawartosci
takie samej jak w probkach do wyznaczenia odzysku, po czym analizowano odpowiednig
metodg HPLC-MS/MS. Efekt matrycowy obliczono zgodnie z réwnaniem:

Pnieekstr

ME % = * 100 %

neat

gdzie: ME % - efekt matrycowy, Prieekst- pole powierzchni piku analitu bez ekstrakcji, Ppeat -

pole powierzchni wzorca w fazie ruchomej

Efekt matrycowy znormalizowany wzgledem wzorca wewnetrznego obliczono zgodnie z

rOwnaniem:

E analit

MEs—norm = ME, *100 %

gdzie: ME |snom - efekt matrycowy znormalizowany wzgledem wzorca wewngtrznego,

ME anaiit - efekt matrycowy analitu, ME |s - efekt matrycowy wzorca wewnetrznego

3.9. Procedura wykonania doSwiadczen na zwierzetach
3.9.1. Podawanie roztworu amfetaminy, pobrania krwi i oznaczenie amfetaminy i
metabolitu

Doswiadczenia na szczurach wykonano po uzyskaniu zgody Lokalnej Komisji Etycznej ds.
Doswiadczen na Zwierzgtach w Poznaniu (Zatgcznik 1). Do badan uzyto 13 dorostych
osobnikow szczepu Wistar obojga pici. Srednia masa zwierzat w grupie wynosita 281 = 11,99
g. W okresie 12 godzin poprzedzajacych badanie zwierzeta nie otrzymywaty pokarmu.
Losowo wybranemu szczurowi unieruchomionemu przez operatora W pozycji pionowej
podawano za pomoca strzykawki wyposazonej w tepo zakonczong metalowym
ogranicznikiem sonde dozotadkowa 0,5 ml roztworu siarczanu amfetaminy w buforze PBS,
po czym zwierze oznaczano i umieszczano w klatce. Po uptywie wyznaczonego czasu
zwierzeta kolejno bylo usypiane mieszaning ketaminy + ksylazyny (dawka 30-35 + 40-90
mg/kg/m.c.) i zabezpieczano od nich krew do badan. Probki krwi pobierano w nast¢pujacych
punktach czasowych 0;0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6;0; 8;0; 10;0 12,0 i 24,0 h.
Zabezpieczone probki krwi wirowano przez 10 min. przy 4500 x g po czym oddzielone
osocze zamrozono w temperaturze — 20 °C do czasu analizy. Po rozmrozeniu probki osocza

poddawano hydrolizie za pomocg beta-glukuronidazy oraz izolacji amfetaminy i 4-OH-AMF
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metoda SPE opisang w rozdziela 3.7.3. W dalszym etapie oznaczano enancjomery AMF oraz
4-OH-AMF metodami HPLC-MS/MS opisanymi w rozdziale 3.7.11 3.7.2.

3.9.2. Analiza farmakokinetyczna AMF i 4-OH-AMF

Analize farmakokinetyczng AMF 1 4-OH-AMF przeprowadzono za pomocag programu
Phoenix WinNonlin 8.3.2.116 (Certara, Princeton, NJ, USA) w oparciu o sum¢ stgzen
enancjomeréw zwigzku macierzystego i jego metabolitu, znormalizowanych w stosunku do
sredniej masy ciala szczurow:

Crorm = Cozn x mci / MGy,
gdzie: Cnom — stezenie znormalizowane, Cozn — St¢Zenie oznaczone w 0soCzU I-tego szczura,
MC; — masa ciata i-tego szczura, mcy — srednia masa ciata szczurow (281 g). Ponadto stezenia
4-OH-AMF wyrazono jako stezenia AMF, mnozac je przez wspotczynnik rowny stosunkowi
masy czgsteczkowej zwigzku macierzystego i metabolitu (135,21 Da/151,21 Da = 0,8942).

W pierwszym etapie przeprowadzono analiz¢ bezmodelowa AMF i 4-OH-AMF. Warto$ci
maksymalnego stezenia (Cmax) 1 odpowiadajacego mu czasu (Tmax) odczytano bezposrednio z
wykresu znormalizowanych stezen zwiazkoéw. Statg szybkosci terminalnej fazy eliminacji (A)
wyznaczono stosujac wazenie 1/Y?; biologiczny okres péltrwania (t2) obliczono ze wzoru
In2/A. Pole pod krzywa stezenia jako funkcji czasu w zakresie od zera do ostatniego
zmierzonego stezenia (AUC|sst) Wyznaczono metodg trapezow z interpolacja typu lin up log
down. Warto$¢ resztkowego pola powierzchni pod krzywa stezenia (AUCes) obliczono jako
iloraz ostatniego zmierzonego stezenia i statej .. Suma AUCs | AUCe stanowita pole
powierzchni pod krzywa stezenia od zera do nieskonczonosci (AUCiy). Dodatkowo dla
zwigzku macierzystego obliczono pozorny klirens (CI/F, gdzie F oznacza biodostgpnos¢) jako
iloraz Dawka/AUCi,s oraz pozorng objetos¢ dystrybucji (V/F) ze wzoru: Dawka/(AUCiqs x
A).

W drugim etapie ustalono model farmakokinetyczny i1 parametry farmakokinetyczne zwigzku
macierzystego. Testowano klasyczny model jedno- i dwukompartmentowy, z
uwzglednieniem czasu opdznienia wchianiania (Tiag), wazeniem typu VY hat’ (Yhat — stezenie
przewidywane przez model) i parametryzacja typu micro. Wartosci poczatkowe (initial
estimates) statej szybkosci eliminacji (ke) 1 pozornej objetosci dystrybucji (V/F) ustalono na
podstawie parametrow A i V,/F uzyskanych w analizie bezmodelowej, przyjmujac: ke = A;
Vi/F= V,JF dla modelu jednokompartmentowego; Vi/F= V,/F= Y% V,/F dla modelu
dwukompartmentowego. Poczatkowe wartosci Tiag, statej szybkos$ci wchtaniania (k,) oraz
statych szybkosci opisujacych dystrybucje i eliminacje zwiazku z kompartmentu centralnego
(K12, Ko1, Ki0) wynosity odpowiednio 0,4 h, 1 h™* oraz 0,5 h™. Optymalny model wybrano na

podstawie wartosci testow Akaike 1 Schwartza.
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W trzecim etapie zbudowano laczony model farmakokinetyczny zwiazek macierzysty —
metabolit, stosujac model maksymalnego prawdopodobienstwa (Maximum Likelihood
Model), dostepny w programic WinNonlin. Wykorzystano przy tym optymalny model
farmakokinetyczny AMF ustalony w drugim etapie prac (okazal si¢ nim model
jednokompartmentowy): wartosci Tiag, Ka 1 Vo/F dla AMF przyjeto jako state (frozen).
Zatozono, ze eliminacja AMF moze przebiega¢ poprzez nieodwracalny metabolizm do 4-OH-
AMF (opisany stalg szybkosci kn) lub innymi drogami (opisanymi tacznie statg szybkosci
Kerest), W tym przez wydalanie w formie niezmienionej. Dla dyspozycji 4-OH-AMF
sprawdzono model jedno- i dwukompartmentowy. Celem zapewnienia identyfikowalno$ci
statych szybkos$ci km 1 Kerest, Warto$§¢ pozornej objetosci dystrybucji Vin/F dla 4-OH-AMF
(indeks dolny ,m” oznacza metabolit) przyjeto jako rowna Vi/F AMF (model
jednokompertmentowy dyspozycji) lub wartosci Vin/F | Von/F dla 4-OH-AMF jako rowne %
Vi/F AMF (modelu dwukompartmentowy dyspozycji). Zatozono, ze poczatkowe warto$ci
(initial estimates) statych knm i Ke rest Wynosza %2 ke AMF, poczatkowa warto$¢ statej szybkosci
eliminacji 4-OH-AMF dla modelu jednokompartmentowego wynosi 0,16 h™ (A uzyskana w
analizie bezmodelowej), a poczatkowe wartosci statych szybkos$ci dystrybucji i eliminacji 4-
OH-AMF z kompartmentu centralnego dla modelu dwukompartmentowego (Kizm, K2im, Kiom)
sa rowne 0,5 h™. Zastosowano multiplikatywny model bledu resztkowego, ktory jest

odpowiednikiem wazenia 1/Y o> W klasycznym modelu farmakokinetycznym.

3.10. Analiza poziomu enancjomerow amfetaminy oraz 4-OH- AMF we
krwi ludzkiej

Badanie zanonimizowanych probek krwi ludzkiej przekazanych do rutynowych badan na
zawarto$¢ Srodkow odurzajacych przeprowadzono pod katem zawartosci enancjomerow
amfetaminy oraz poziomu 4-OH-AMF. Izolacj¢ ksenobiotykow przeprowadzono po
wykonaniu hydrolizy zgodnie z procedurg opisang w rozdziale 3.7.3. Oznaczenia S (+) i R (-)
amfetaminy oraz 4-OH-AMF dokonano metodg HPLC-MS/MS opisang W rozdziatach 3.7.1. i
3.7.2.

3.11. Ocena statystyczna

Analizg zmiennych ilo$ciowych przeprowadzono w programie R, wersja 4.1.1. wyliczajac
srednig, odchylenie standardowe, median¢ oraz kwartyle. Porownanie warto$ci zmiennych
ilosciowych w dwoch grupach wykonano za pomocg testu Manna-Whitney’a. Poréwnanie
warto$ci zmiennych iloSciowych w trzech i wigcej grupach wykonano za pomoca testu
Kruskala-Wallisa. Po wykryciu istotnych statystycznie réznic, wykonywano analize post-hoc

testem Dunna w celu zidentyfikowania rdznigcych si¢ istotnie statystycznie grup. Korelacje
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mig¢dzy zmiennymi ilo§ciowymi analizowano za pomocg wspotczynnika korelacji Spearmana.
W analizie przyjeto poziom istotnosci o = 0,05. Wartosci p < 0,05 interpretowano jako

swiadczacg o istotnych zaleznosciach.
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Wyniki badan

4.1 Oznaczanie 4-OH-AMF oraz enancjomeréow amfetaminy metoda
HPLC-MS/MS

4.1.1. Selektywnos$¢

Zoptymalizowane metody HPLC-MS/MS analizy enancjomeréw amfetaminy oraz 4-OH-
AMF pozwolity na catkowity rozdziat S (+) i R (-) amfetaminy. Uzyskano wysoki
wspotczynnik rozdzialu enancjomeréw R wynoszacy 4,6. W metodzie oznaczenia
enancjomeroéw nie stwierdzono obecnosci interferencji substancji endogennych. Przyktadowe
chromatogramy probki §lepej, probki zerowej oraz probki pozytywnej przedstawiono na ryc.
4. W przypadku analizy 4-OH-AMF zastosowanie kolumny oddziatywan hydrofilowych
pozwolito na silniejsza retencje analizowanego zwigzku i uzyskanie znacznej poprawy
warto$ci sygnalu do szumu S/N w poréwnaniu z rutynowo stosowanga kolumng w
odwréconym uktadzie faz. Podobnie jak dla metody oznaczania enancjomeréow uzyskano
chromatogramy wolne od sygnatow interferujgcych zwigzkéw endogennych. Chromatogramy

probki Slepej, zerowej oraz pozytywnej przedstawiono na ryc. 5.

x10 3 |+ESI MRM Frag=60,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@5,0 (141,0000 -> 124,0000) blank.d

141 7.384 a)11.629
0,81
0,6
0,4

x103 +ESI MRM Frag=60,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@14,0 (141,0000 -> 93,0000) blank.d

1
1,254

0,754
0,54

x103 +ESI MRM Frag=60,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@14,0 (136,0000 -> 91,0000) blank.d
41 3.288

7141

+ESI MRM Frag=60,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@5,0 (136,0000 -> 119,0000) blank.d
11 8.374

x10

N w N W R O o

' T T T ' ' ' T T ' ' ' ' i ' T T ' ' 5 T y T
0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 55 6 6,5 7 75 8 8,5 9 9,5 10 10,5 1 11,5
Counts vs. Acquisition Time (min)

Ryc. 4 Przyktadowe chromatogramy (poszczegoélnych przejs¢ MRM) materiatu badanego metodg HPLC-
MS/MS na zawarto$¢ S (+) i R (-) AMF: a) — probka Slepa, b) - probka zerowa i ¢) — probka badana. RT 7,19
- S (+) AMF Ds, RT 8,37 - R (-) AMF Ds, RT 7,401 - S (+) AMF i RT 8,66 - R (-) AMF
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x103 +ESI MRM Frag=60,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@5,0 (141,0000 -> 124,0000) zero.d

) 7.122 8.257 b) 1

x104 +ESI MRM Frag=60,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@14,0 (141,0000 -> 93,0000) zero.d

141 7.128 8002 1

x10 3 |+ESI MRM Frag=60,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@5,0 (136,0000 -> 119,0000) zero.d
241 1

x103 +ESI MRM Frag=60,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@14,0 (136,0000 -> 91,0000) zero.d
6411 1

o5 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105 11 115
Counts vs. Acquisition Time (min)

x103 +ESI MRM Frag=60,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@5,0 (141,0000 -> 124,0000) std5.d
8411

x10 4 |+ESI MRM Frag=60,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@14,0 (141,0000 -> 93,0000) std5.d

1,541 7.215 1
8.418

9.323

x105 +ESI MRM Frag=60,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@14,0 (136,0000 -> 91,0000) std5.d

I 7.401 1
5 8.663

0,5

x104 +ESI MRM Frag=60,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@5,0 (136,0000 -> 119,0000) std5.d

1 7.405 1
8.685

os 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105 11 115
Counts vs. Acquisition Time (min)

Ryc. 4 Ciag dalszy
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x10 5 +ESI MRM Frag=60,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@5,0 (141,0000 -> 124,0000) zero.d
1 3.699 1

1 a)

0,54

x10 5 |+ESI MRM Frag=60,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@14,0 (141,0000 -> 93,0000) zero.d
1 3.699 1

x10 2 +ESI MRM Frag=60,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@5,0 (152,1000 -> 135,0000) zero.d
41

x102 +ESI MRM Frag=60,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@17,0 (152,1000 -> 107,0000) zero.d
1

2,7 2,8 29

31 32 33 34 35 36 37 38 39 4 41 42 43 44 45 46 47 48 49
Counts vs. Acquisition Time (min)

w
[

x102 +ESI MRM Frag=60,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@5,0 (141,0000 -> 124,0000) blank.d b)

1
2.904 3.223

x10 2 |+ESI MRM Frag=60,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@14,0 (141,0000 -> 93,0000) blank.d
1 3.A19 1

x102 +ESI MRM Frag=60,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@5,0 (152,1000 -> 135,0000) blank.d
44
1 4,446 1

x102 +ESI MRM Frag=60,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@17,0 (152,1000 -> 107,0000) blank.d
1 4.477 1

27 28 29 3 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4 41 42 43 44 45 46 47 48 49 5
Counts vs. Acquisition Time (min)

Ryc. 5 Przyktadowe chromatogramy (poszczegoélnych przej§¢ MRM) materiatu badanego metodg HPLC-
MS/MS na zawarto$¢ 4-OH-AMF: a) — probka $lepa, b) - probka zerowa i ¢) — probka badana. RT — 3,70 - AMF
Ds, RT 4,46 — 4-OH-AMF
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x105 +ESI MRM Frag=60,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@5,0 (141,0000 -> 124,0000) std3.d

154 1 3.701 C)
14

0,51

0

x10 5 |+ESI MRM Frag=60,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@14,0 (141,0000 -> 93,0000) std3.d
1

3
24
1
0

x104 +ESI MRM Frag=60,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@5,0 (152,1000 -> 135,0000) std3.d

1 4.460
14

0,75
0,54
0,25+

0-
x10 4 +ESI MRM Frag=60,0V CF=0,000 DF=0,000 CID@17,0 (152,1000 -> 107,0000) std3.d

1 4.456
1,54
14
0,54
0-

27 28 29 3 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4 41 42 43 44 45 46 47 48 49
Counts vs. Acquisition Time (min)

Ryc. 5 Ciag dalszy.

4.1.2. Liniowo§¢

Tabela 8. Parametry krzywych wzorcowych enancjomeréw amfetaminy i 4-OH-AMF dla krwi i osocza.

a+ Sa b+ Sy wsp. korelacji r
0,014849 +
4-OH-AMF 1-50 ng/ml 0,0260755 + 0,000399 0,998
0,000681
0,031035 £
4-OH-AMF | 10-1000 ng/ml 0,20447 + 0,0449 0,999
0,000452
0,070247 +
S (+) krew | 10-1000 ng/ml -0,34110 + 0,0559 0,999
0,000579
0,080139 +
S (+) osocze | 10-1000 ng/ml - 0,62591 + 0,0854 0,999
0,000587
0,071311 +
R (+) krew | 10-1000 ng/ml - 0,31011 + 0,0455 0,999
0,000458
0,077454 +
R (-) osocze | 10-1000 ng/ml - 0,65405 + 0,0485 0,999
0,000556

413 LODiLOQ

Wyznaczony limit oznaczalno$ci dla 4-OH-AMF we w osoczu i we krwi dla S/N = 3
wynosity odpowiednio 0,6 1 0,7 ng/ml. Dla S (+) AMF i R (-) AMF we krwi i osoczu wnosily
odpowiednio 0,6 i 0,7 oraz 0,9 i 1,1 ng/ml. LOQ dla 4-OH-AMF we krwi wyznaczono na

54



poziomie 1,0 ng/ml. LOQ w osoczu oraz we krwi dla 4-OH-AMF, S (+) AMF i R (-) AMF

przyjeto najnizszy poziom kalibracyjny wynoszacy 10 ng/ml.

4.1.4.Precyzja i dokladnos$¢

Tabela 9. Precyzja i doktadno$¢ 4-OH-AMF we krwi i osoczu.

Stezenie nominalne Srednie stezenie Precyzja CV [%] Doktadnosé [%]
[ng/ml] oznaczone [ng/ml]
Powtarzalno$¢ w ciggu dnia dla krwi n=5
2,00 2,21 10,90 10,5
10,0 10,7 9,67 7,00
30,0 31,4 6,40 4,6
Powtarzalno$¢ migdzy dniami dla krwi n= 3
2,00 2,17 12,9 8,5
10,0 10,7 8,88 7,00
30,0 31,1 1,77 3,6
Powtarzalno$¢ w ciggu dnia dla osocza n=5
25,0 26,1 3,4 4.4
200 212 1,81 6,0
800 839 1,75 4,7
Powtarzalno$¢ migdzy dniami dla osocza n=3
25,0 26,3 2,60 5,2
200 215 1,99 7,50
800 844 1,78 55

Tabela 10. Precyzja i doktadno$¢ S (+) AMF we krwi i osoczu.

Stezenie nominalne Srednie stezenie Precyzja CV [%] Doktadnosé [%]
[ng/ml] oznaczone [ng/ml]
Powtarzalnos$¢ w ciggu dnia dla krwin =5
25,0 24,6 3,13 -1,60
200 189 4,90 - 5,50
800 788 1,40 - 2,75
Powtarzalno$¢ migdzy dniami dla krwin =3
25,0 24,5 2,90 - 2,00
200 190 2,88 - 5,00
800 809 1,99 1,12
Powtarzalno$¢ w ciggu dnia dla osocza n =5
25,0 25,2 1,48 0,80
200 205 1,81 2,50
800 810 1,67 1,25
Powtarzalno$¢ migdzy dniami dla osocza n =3
25,0 25,9 1,60 3,6
200 201 1,99 0,50
800 813 1,78 1,62
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Tabela 11. Precyzja i doktadno$¢ R (-) AMF we Krwi i osoczu.

Stezenie nominalne Srednie stezenie Precyzja CV [%] Doktadnos¢ [%]
[ng/ml] oznaczone [ng/ml]
Powtarzalno$¢ w ciggu dnia dla krwi n=5
25,0 245 2,9 - 2,00
200 195 3,99 -2,50
800 790 1,60 -1,25
Powtarzalno$¢ migdzy dniami dla krwi n= 3
25,0 244 2,35 -24
200 190 1,90 -2,0
800 788 2,20 - 1,50
Powtarzalno$¢ w ciggu dnia dla osocza n=5
25,0 25,6 1,10 1,50
200 210 1,90 5,00
800 813 1,65 1,62
Powtarzalno$¢ migdzy dniami dla osocza n=3
25,0 25,9 1,65 3,60
200 207 1,90 3,50
800 812 1,78 1,50

4.1.5.0dzysk i efekt matrycowy

Tabela 12. Odzysk 4-OH-AMF i stereoizomeroéw amfetaminy z krwi i osocza.

Stezenie nominalne Odzysk + SD [%] CV [%]
[ng/ml]
4-OH-AMF krew n=5
2,00 72,5+395 5,44
30,0 76,4+ 6,75 8,83
4-OH-AMF osocze n=5
25,0 75,6 £ 8,12 10,7
800 76,6 + 6,98 9,11
S (+) AMF krewn =5
25,0 79,9 £ 6,33 7,92
800 81,3 +5,40 6,64
S (+) AMF osocze n =5
25,0 83,3 +4,45 5,34
800 78,9 + 3,78 4,79
R (-) AMF krewn=5
25,0 78,9 +5.25 6,65
800 79,9 £ 4,45 5,56
R (-) AMF osoczen =5
25,0 81,9+6,98 8,52
800 80,2 + 5,12 6,38
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Tabela 13. Efekt matrycowy 4-OH-AMF i stereoizomeréw amfetaminy z krwi i osocza.

Stezenie nominalne ME =+ SD [%] MEs £ SD [%] ME;s-norm [%0]
[ng/ml]
4-OH-AMF krew n=5 stezenie IS 100 ng/ml
2,00 82,5+3,75 90,0 + 8,05 91,1
30,0 88,1 £4,55 97,8
4-OH-AMF osocze n=5 stezenie IS 100 ng/ml
25,0 88,6 + 3,98 92,2 +£ 6,23 96,0
800 106 + 7,89 114
S (+) AMF krew n =5 stezenie IS 100 ng/ml
25,0 90,0 4,25 90,0 = 8,05 100
800 101 + 3,78 112
S (+) AMF osocze n = 5 stezenie IS 100 ng/ml
25,0 89,4 + 4,89 92,2 +6,23 96,9
800 109 + 3,78 118
R (-) AMF krewn =5 IS 100 ng/ml
25,0 88,9 + 6,37 90,0 + 8,05 98,7
800 99,5+ 445 110
R (-) AMF osocze n =5 IS 100 ng/ml
25,0 88,6 + 8,25 92,2+6,23 96,0
800 104+ 7,23 112

4.2. Wynik badania materialu dowodowego

Tabela 14. Wyniki badania zawartosci i sktadu dowodow rzeczowych zawierajacy amfetaming.

Nr Masa Zawarto$¢ Zawarto$¢ Wynik Posta¢ | stosunek
sprawy | dowodu | siarczanu AMF | zasady AMF | badania GC- R/S
[d] [%] [%] MS
1 17,86 12 8,4 kofeina siarczan 1,03
2 14,12 15,1 10,5 kofeina siarczan 1,05
3 17,08 6,5 45 kofeina siarczan 1,02
4 83,63 12 8,4 kofeina i siarczan 0,93
lidokaina
5 1,89 5 3,5 kofeina siarczan 0,98
6 22,15 65,5 45,8 kofeina siarczan 0,98
7 1,73 80 56 kofeina siarczan 1,06
8 1,22 46 32, kofeina siarczan 1,00
9 329,41 6,5 45 kofeina siarczan 1,04
10 7,93 9,8 6,8 kofeina siarczan 1,00
11 13,77 8,9 6,2 kofeina siarczan 1,02
12 49,27 10 7 kofeina siarczan 1,02
13 2,39 7,8 5,4 kofeina siarczan 1,01
14 2,71 7 49 kofeina siarczan 0,95
15 10,22 10 7 kofeina siarczan 1,12
16 1,89 19 13,3 kofeina siarczan 1,01
17 1,4 27 18,9 kofeina siarczan 0,94
18 3,28 15 10,5 kofeina siarczan 0,93
19 3,79 24 16,8 kofeina siarczan 1,01
20 7,13 9 6,3 kofeina siarczan 1,03
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21 12,35 33 23,1 kofeina siarczan 1,01
22 40,56 21 14,7 kofeina siarczan 1,04
23 1,06 6 4,2 kofeina siarczan 1,04
24 11,25 11,6 8,12 kofeina siarczan 0,98
25 1,16 22,5 15,75 kofeina siarczan 1,04
26 24,62 17 11,9 kofeina siarczan 1,01
27 5,12 17 11,9 kofeina siarczan 1,03
28 2,69 26 18,2 kofeina siarczan 0,91
29 4,46 22 15,4 kofeina siarczan 0,90
30 40,12 11 7,7 kofeina siarczan 0,99
31 1,12 24,5 17,1 kofeina siarczan 1,02
32 880,5 50 35 kofeina siarczan 1,06
33 53,18 16,5 11,5 kofeina siarczan 1,01
34 2,18 20 14 kofeina siarczan 1,04
35 2,83 11 7,7 kofeina siarczan 0,97
36 12,1 26 18,2 kofeina siarczan 1,07
37 1,33 41 28,7 kofeina siarczan 0,97
38 1,4 20 14 kofeina siarczan 0,99
39 6,49 21 14,7 kofeina siarczan 1,00
40 4,79 21 14,7 kofeina siarczan 1,02
41 3,41 34,5 24,1 kofeina siarczan 0,99
42 3,31 27 18,9 kofeina siarczan 1,02
43 6,82 48,5 33,9 kofeina siarczan 1,07
44 2,56 40 28 kofeina siarczan 1,02
45 2,29 16,5 11,55 kofeina siarczan 1,04
46 26,16 8,1 5,67 kofeina siarczan 1,03
47 88,64 22,5 15,7 kofeina siarczan 1,01
48 6,28 38,5 26,9 kofeina siarczan 1,07
49 2,31 19,5 13,6 kofeina siarczan 1,07
50 2,57 24 16,8 kofeina siarczan 0,98
srednia 36,93 22,2 15,5 - - 1,01
SD 131,14 15,5 10,8 - - 0,04
CV% 355,3 68,5 69,8 - - 3,84
Mediana 4,95 19,7 13,8 - - 1,01
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4.3. Wynik badania osocza szczuréw po podaniu amfetaminy oraz
ustalenie parametrow farmakokinetycznych.

Wyniki analizy osocza szczuréw na zawartos¢ amfetaminy i 4-OH-AMF przedstawiono w

tabeli 15.

Tabela 15. Wyniki oznaczenia enancjomerow amfetaminy oraz 4-OH-AMF po dozotadkowym podaniu

racemicznej amfetaminy w dawce 10 mg/kg/m.c.

t[h] S (+) AMF R (-) AMF 4-OH AMF suma AMF | masa szczura
[ng/ml] [ng/mi] [ng/mi] [ng/ml] [a]
0 278
0,5 515,0 315,5 98,4 830,6 276,2
1 939,0 696,4 164,7 1635,4 282,8
1,5 842,8 720,6 232,0 1563,5 266,1
2 765,3 490,2 457,1 1255,4 296,2
3 614,8 349,9 882,4 964,7 295,3
4 421,7 189,4 764,6 611,1 274,3
5 417,6 189,2 446,9 606,8 289
6 374,0 181,6 4478 555,6 302
8 136,3 81,6 307,8 2179 279,6
10 70,5 31,0 221,8 101,5 264
12 38,3 21,1 201,7 59,4 283
24 <LOQ <LOQ 23,8 <LOQ 267,3
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Wyniki analizy bezmodelowej enancjomeréw amfetaminy przedstawiono w tabeli 16

Tabela 16. Parametry farmakokinetyczne enancjomerow amfetaminy po dozotadkowym podaniu racemicznej

amfetaminy w dawce 10 mg/kg/m.c. (farmakokinetyka bezmodelowa).

Parametr S (+) AMF R (-) AMF
A [1/h] 0,316 0,288
tu [N] 2,40 2,19
AUCint [h*ug/l] 4250,7 2513,6
AUC 5 [N*pg/I] 4129,6 2443
Crnax [ng/1] 939 720
Trmax [N] 1,5 1
VIF 1] 0,929 1,726
CI/F [I/n] 0,294- 0,497

Tabela 17 Parametry farmakokinetyczne amfetaminy oraz 4-OH-AMF po dozotadkowym podaniu racemicznej

amfetaminy w dawce 10 mg/kg/m.c. (farmakokinetyka bezmodelowa).

Parametr 4-OH-AMF AMF

A[1/h] 0,164 0,310

ti2 [N] 4,205 2,235

AUCiy [h*pg/l] 5730,9 6768,5

AUC,s [*ng/1] 5586,5 6577,0

Crmax [10/1] 882,4 1635,4
Tmax [N] 3 1

V. /IF [I] - 1,191

CI/F [I/h] - 0,369

Farmakokinetyke amfetaminy lepiej opisywal model jednokompartmentowy niz
dwukompartmentowy, o czym $wiadczyly mniejsze wartosci uzyskane w testach Akaike i

Schwartza: odpowiednio -8,79 vs -8,19 i -7,20 vs -5,80. Wazony wspotczynnik korelacji dla
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klasycznego modelu jednokompartmentowego amfetaminy wynosit 0,985. Dopasowanie tego

modelu do obserwowanych stezen AMF przedstawiono na Ryc. 7.

Tabela 18. Wynik analizy amfetaminy dla modelu jednokompartmentowego.

Parametr Wartos¢ Blad CV%
standardowy
Tiag [N] 0,285 0,140 49,13
ka [1/N] 2,394 1,439 60,14
ke [1/N] 0,315 0,020 6,524
ty2 [N] 2,199 0,143 6,517
V1/F[1] 1,165 0,116 9,953
CI/F [I/n] 0,367 0,020 5,675
AUCins [h*pg/l] 6804,3 385,8 5,669
Trmax [N] 1,260 0,249 19,775
Cunax [n9/1] 1577,0 182,3 11,56
e AMF model AMF obs
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Ryc. 7 Wykres potlogarytmiczny zmian stezenia amfetaminy w modelu jednokompartmentowym po

dozotadkowym podaniu racemicznej amfetaminy w stgzeniu 10 mg/kg/mc.
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Celem wyznaczenia stalej szybko$ci przemiany AMF do 4-OH-AMF (ky) zbudowano
laczony model farmakokinetyczny obejmujacy zwigzek macierzysty i metabolit. Dyspozycje
4-OH-AMF lepiej opisywat model dwukompartmentowy niz jednokompartmentowy, na co
wskazywatly nizsze wartosci testow Akaika i Schwartza — odpowiednio 283,1 vs 298,8 i1 291,0
vs 304,5. Dopasowanie pelnego modelu zwigzek macierzysty — metabolit do obserwowanych
stezen AMF i 4-OH-AMF przedstawiono na Ryc. 8
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Ryc. 8 Wykres potlogarytmiczny zmian stezenia amfetaminy i 4-OH-AMF w modelu dwukompartmentowym po
dozotadkowym podaniu racemicznej amfetaminy w stezeniu 10 mg/kg/mc.
Analiza farmakokinetyczna przeprowadzona na podstawie zbudowanego modelu
wykazala, Ze praktycznie cata podana ilos¢ AMF ulega metabolizmowi do 4-OH-AMF, co
wskazuje, ze szlak ten jest glowng drogg eliminacji AMF u szczurow. Parametry

farmakokinetyczne uzyskane dla taczonego modelu przedstawia Tabela 19.

Tabela 19. Wynik analizy 4-OH-AMF w modelu dwukompartmentowym.

Parametr Wartosé Blad standardowy CV %
Tiag (rozen) [N] 0,285 ND ND
Ka (frozen) [1/0] 2,394 ND ND
km [1/h] 0,316 0,111 35,12
Ke rest. [1/N] 9,60E-13 0,111 1,16E+13
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VI/F grozeny [1 1,165 ND ND
Kizm [1/N] 0,687 0,751 109,2
Koz [V/] 0,359 0,236 65,72
Kem [1/N] 0,798 0,298 37,36

Vil F rozeny [1] 0,583 ND ND

Vom/Frozen [1] 0,583 ND ND

Tabela 20. Wyniki oznaczen enancjomeréw amfetaminy 4-OH-AMF we krwi kobiet.

. R (- S+ sumaRiS | 4-OH-AMF
Probka [ng /(m)l] [ngsm)l] Stosunek R/S [ng/ml] [ng/ml]
1 119,6 80,5 1,49 200,0 2,40
2 82,9 71,6 1,16 154,5 2,23
3 648,9 502,7 1,29 1151,5 3,32
4 58,8 49,1 1,20 108,0 2,90
5 156,8 116,1 1,35 272,9 3,32
6 363,3 259,8 1,40 623,2 3,51
7 197,6 108,7 1,82 306,3 2,08
8 195,7 154,9 1,26 350,6 3,13
9 235,6 132,5 1,78 368,1 2,22
10 27,3 25,3 1,08 52,6 2,06
11 420,8 364,9 1,15 785,7 5,50
12 63,9 52,0 1,23 115,9 0,00
13 170,8 143,6 1,19 314,5 2,18
14 235,1 173,9 1,35 409,1 2,21
15 110,2 73,8 1,49 184,0 2,37
16 51,6 39,0 1,32 90,6 <LOQ
17 118,6 95,0 1,25 213,5 2,18
18 188,8 134,9 1,40 323,7 2,30
19 34,3 26,4 1,30 60,7 <LOQ
20 128,4 79,9 1,61 208,3 2,12
21 120,0 105,9 1,13 225,9 3,81
22 116,2 85,6 1,36 201,7 3,15
23 200,3 134,6 1,49 334,9 2,07
24 81,4 65,3 1,25 146,7 <LOQ
25 214,1 155,0 1,38 369,1 < LOQ
26 218,6 131,4 1,66 350,1 2,71
27 177,2 126,8 1,40 304,0 2,61
28 97,6 72,2 1,35 169,8 2,20
29 30,1 21,1 1,43 51,3 2,10
30 139,8 117,4 1,19 257,1 2,41

4.3 Wyniki badania krwi na zawarto$¢ enancjomeréw amfetaminy oraz 4-
OH-AMF
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31 154/4 127,3 1,21 281,6 1,92
32 311,7 242,5 1,29 554,2 1,89
33 69,6 49,6 1,40 119,2 2,53
34 12,4 11,5 1,08 23,9 1,96
35 132,4 91,1 1,45 223,5 2,10
36 209,9 153,4 1,37 363,3 2,83
37 213,5 148,9 1,43 362,4 <LOQ
38 125,4 911 1,38 216,5 3,89
39 357,8 251,8 1,42 609,6 3,14
40 236,9 170,8 1,39 407,7 2,74
41 227,0 150,7 1,51 377,71 2,60
42 97,0 74,9 1,29 1719 1,97
43 272,1 189,9 1,43 462,0 2,15
44 69,8 50,8 1,37 120,6 <LOQ
45 88,0 72,6 1,21 160,7 2,49
Tabela 21. Wyniki oznaczen enancjomeréw amfetaminy 4-OH-AMF we krwi mezczyzn.
. 4-OH-
Probka [r% /(r;w)l] [nsgga)l] Stosunek R/S Su[r:g/r?“'] S AMF
[ng/ml]
1 243,6 163,4 1,49 407,1 2,38
2* 12,9 61,7 0,21 74,5 2,99
3 503,5 3445 1,46 848,0 2,18
4 385,5 252,8 1,52 638,3 2,43
5 351,1 267,5 1,31 618,6 2,13
6 332,6 220,8 1,51 553,4 1,78
7 13,6 11,2 1,22 24,8 <LOQ
8 115,3 77,3 1,49 192,7 2,25
9 331,7 197,5 1,68 529,1 2,04
10 169,8 98,6 1,72 268,4 2,33
11 124,9 78,3 1,60 203,1 2,98
12 661,9 477,8 1,39 1139,7 6,38
13 175,2 132,3 1,32 307,5 3,06
14 386,5 263,8 1,47 650,3 3,47
15 121,7 102,7 1,19 2243 5,29
16 328,7 249,6 1,32 578,3 1,97
17 371,6 2417 1,54 613,2 2,38
18 36,1 22,1 1,63 58,2 1,98
19 242.,8 180,8 1,34 423,6 2,34
20 616,2 339,6 1,81 955,7 2,46
21 381,1 2474 1,54 628,6 2,33
22 75,5 61,4 1,23 136,9 3,27
23 123,5 93,1 1,33 216,7 2,65
24 44,1 48,2 0,92 92,4 2,73
25 107,4 75,8 1,42 183,2 2,52
26 58,7 50,8 1,16 109,5 2,72
27 29,4 27,3 1,08 56,7 2,04
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28 59,1 46,1 1,28 105,1 2,29
29 435,6 293,5 1,48 729,2 3,08
30 237,4 181,2 1,31 418,6 2,33
31 201,2 149,4 1,35 350,6 3,45
32 219,4 150,6 1,46 370,0 3,18
33 83,5 58,8 1,42 142,3 2,14
34 109,7 84,6 1,30 194,3 2,08
35 47,9 38,9 1,23 86,8 2,79
36 45,5 43,6 1,04 89,1 2,85
37 901,2 737,5 1,22 1638,6 2,74
38 42,9 34,9 1,23 77,9 1,99
36 139,5 110,5 1,26 250,0 2,84
40 4229 381,5 1,11 804,4 2,34
41 421,4 374,4 1,13 795,8 2,38
42 190,6 109,7 1,74 300,3 2,73
43 2178,2 175,8 1,58 454,0 2,44
44 322,2 217,4 1,48 539,6 2,60
45 112,8 69,2 1,63 182,0 2,57
46 238,4 148,3 1,61 386,7 2,14
47 95,8 71,9 1,33 167,7 2,64
48 151,9 118,5 1,28 270,4 2,39
49 183,8 139,6 1,32 323,4 3,70
50 74,6 56,3 1,32 131,0 1,91
51 417,2 327,8 1,27 745,0 5,52
52 210,3 143,7 1,46 354,0 2,89
53 120,3 77,4 1,55 197,7 2,60
54 162,6 90,0 1,81 252,6 1,97
55 171,3 94,5 1,81 265,7 2,03
56 27,6 25,4 1,08 53,0 1,93
57 105,0 88,7 1,18 193,8 5,58
58 62,3 57,4 1,09 119,7 1,80
59 144,6 105,7 1,37 250,3 3,79
60 391,4 279,7 1,40 671,1 8,45
61 187,3 95,7 1,96 283,1 1,99
62 32,6 22,4 1,45 55,1 2,06
63 220,5 125,7 1,75 346,2 2,74
64 103,0 71,0 1,45 174,0 4,22
65 68,3 59,0 1,16 127,4 2,31
66 578,9 393,5 1,47 972,5 3,25
67 267,8 184,5 1,45 452,3 3,12
68 265,5 186,8 1,42 452,4 4,08
69 148,5 109,7 1,35 258,2 2,94
70 14,3 12,8 1,11 27,1 1,89
71 325,6 263,8 1,23 589,4 2,34
72 46,8 36,5 1,28 83,2 2,33
73 193,2 123,1 1,57 316,3 2,53
74> 9,8 54,8 0,18 64,5 1,97
75 67,6 50,5 1,34 118,1 2,17
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76 366,3 265,3 1,38 631,6 2,77
77 484,2 336,3 1,44 820,5 4,83
78 125,8 80,5 1,56 206,3 2,57
79 380,1 263,1 1,44 643,2 4,22
80 98,5 76,6 1,29 175,1 2,67
81 206,1 151,0 1,36 357,1 2,53
82 125,4 88,5 1,42 213,9 3,52
83 357,7 265,0 1,35 622,7 3,58
84 2279 170,9 1,33 398,8 3,52
85 49,2 35,3 1,39 84,4 1,95
86 271,8 193,5 1,40 465,3 3,09
87 68,7 46,5 1,48 115,2 2,45
88 104,4 87,7 1,19 192,1 2,39
89 27,9 20,5 1,36 48,4 1,93
90 135,4 100,2 1,35 235,6 3,03

* w probkach nr 2 i nr 74, gdzie stosunck R/S < 1 potwierdzono fakt przyjmowania

amfetaminy ze wskazan medycznych, wyniki nie byly uwzglgdniane w obliczeniach

statystycznych.

Tabela 22. Poziomy amfetaminy notowane w probkach poddawanych badaniom.

SumaR (-) i S (+)

Grupa

Kobiety (n=45)

Mezczyzni (n=88)

Lacznie (n=133)

Do 100 ng/ml
100-200 ng/ml
200-300 ng/ml
300-400 ng/ml
400-500 ng/ml
500-600 ng/mi
600-700 ng/ml
700-800 ng/ml
800-900 ng/ml
900-1000 ng/ml

Ponad 1000 ng/ml

5 (11,11%)

10 (22,22%)
10 (22,22%)
12 (26,67%)

3 (6,67%)
1(2,22%)
2 (4,44%)
1(2,22%)
0 (0,00%)
0 (0,00%)
1(2,22%)

13 (14,77%)
19 (21,59%)
14 (15,91%)
11 (12,50%)
7 (7,95%)
5 (5,68%)
9 (10,23%)
3 (3,41%)
3 (3,41%)
2 (2,27%)
2 (2,27%)

18 (13,53%)
29 (21,80%)
24 (18,05%)
23 (17,29%)
10 (7,52%)
6 (4,51%)
11 (8,27%)
4 (3,01%)
3 (2,26%)
2 (1,50%)
3 (2,26%)
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4.4. QOcena statystyczna wynikéw badan materialu dowodowego oraz
biologicznego.

Tabela 23. Poréwnanie stosunku R/S amfetaminy w dowodach rzeczonych i materiale biologicznym dla kobiet i

mezczyzn,
Parametr Material dowodowy - Kobiety-B ~ Mezczyzni - C P
A (n=50) (n=45) (n=88)
sr+=SD 1,02+0,04 1,36+0,16 1,39+0,19 p<0,001
R-/S+ mediana 1,02 1,36 1,37
kwartyle 0,99-1,04 1,25-1,43 1,28 - 1,49 C,B>A

p - test Kruskala-Wallisa + analiza post-hoc (test Dunna)
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Ryc. 9 Pordéwnanie stosunku R (-) i S (+) AMF w badanych dowodach rzeczowych oraz materiale biologicznym
zabezpieczonym od kobiet i od mezczyzn.

Tabela 24. Poréwnanie stosunku R/S amfetaminy w dowodach rzeczonych i materiale biologicznym dla kobiet i
mezczyzn facznie.

Grupa
Parametr Material dowodowy Kobiety i mezczyzni P
(n=50) (n=133)
§r+SD 1,02+0,04 1,38+0,18 p<0,001
R-/S+ mediana 1,02 1,37
kwartyle 0,99 -1,04 1,26 - 1,47
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p - test Manna-Whitney'a
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Ryc. 10 Poroéwnanie stosunku R (-) i S (+) AMF w badanych dowodach rzeczowych oraz materiale
biologicznym zabezpieczonym od kobiet i od me¢zczyzn tacznie.

Tabela 25. Porownanie poziomu 4-OH-AMF we krwi dla kobiet i dla m¢zczyzn.

Grupa
4-OH-AMF [ng/ml] Kobiety Mezczyzni Lacznie p
(n=45) (n=88) (n=133)
sr+=SD 2,21+1,16 2,81+1,11 2,60+1,16  p=0,024
mediana 2,22 2,53 2,43
kwartyle 2,06 - 2,74 2,18-3,06 2,10-2,98

p - test Manna-Whitney'a

4-OH [ng/ml]

%

|:| — — —
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Ryc. 11 Poréwnanie pozioméw 4-OH-AMF w badanych probkach zabezpieczonych od kobiet i od me¢zezyzn.
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Tabela 26. Porownanie poziomu 4-OH-AMF we krwi oraz poszczegdlnych enancjomerow amfetaminy oraz ich
sumy amfetaminy we krwi w grupie kobiet.

4-OH-AMF
Parametr
Wspotczynnik korelacji Spearmana

R (-) [ng/ml] r=0,381, p=0,01
S (+) [ng/ml] r=0,385, p=0,009
SumaR (-) i S (+) [ng/ml] r=0,387, p=0,009
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Ryc. 12 Wykres rozrzutu: zalezno$¢ st¢zenia 4-OH-AMF od stgzenia R (-) AMF w badanych probkach
zabezpieczonych od kobiet.
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Ryc. 13 Wykres rozrzutu: zaleznos¢ st¢zenia 4-OH-AMF od st¢zenia S (+) AMF w badanych probkach
zabezpieczonych od kobiet.
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Ryc. 14 Wykres rozrzutu: zalezno$¢ stezenia 4-OH-AMF od tacznego stezenia enancjomeréw w badanych
probkach zabezpieczonych od kobiet.

Tabela 27. Poréwnanie poziomu 4-OH-AMF we krwi oraz poszczegdlnych enancjomerow amfetaminy oraz ich
sumy we krwi w grupie mezczyzn.

4-OH-AMF
Parametr
Wspdtezynnik korelacji Spearmana
R (-) [ng/ml] r=0,359, p=0,001
S (+) [ng/ml] r=0,396, p<0,001
SumaR (-) i S (+) [ng/ml] r=0,376, p<0,001
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Ryc. 15 Wykres rozrzutu: zalezno$¢ stezenia 4-OH-AMF od st¢zenia R (-) AMF w badanych probkach
zabezpieczonych od mgzczyzn.
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Ryc. 16 Wykres rozrzutu: zaleznosc¢ stezenia 4-OH-AMF od stezenia S (+) AMF w badanych probkach
zabezpieczonych od me¢zczyzn.
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Ryc. 17 Wykres rozrzutu: zalezno$¢ stezenia 4-OH-AMF od tgcznego stezenia enancjomerdéw w badanych
probkach zabezpieczonych od mezczyzn.

Tabela 28. Porownanie poziomu 4-OH-AMF oraz poszczegdlnych enancjomeréw amfetaminy oraz ich sumy we
krwi dla calej badanej grupy.

4-OH-AMF
Parametr
Wspotczynnik korelacji Spearmana
R () [ng/ml] r=0,383, p<0,001
S (+) [ng/ml] r=0,408, p<0,001
SumaR (-) i S (+) [ng/ml] r=0,395, p<0,001
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Ryc. 18 Wykres rozrzutu: zaleznos¢ stezenia 4-OH-AMF od stezenia R (-) AMF w badanych probkach dla catej

grupy badanej.
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Ryc. 19 Wykres rozrzutu: zalezno$¢ stezenia 4-OH-AMF od stgzenia S (+) AMF w badanych probkach dla catej
grupy badanej.
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Ryc. 20 Wykres rozrzutu: zalezno$¢ stezenia 4-OH-AMF od tgcznego stezenia enancjomerdéw w badanych
probkach dla catej badanej grupy.
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Tabela 29. Porownanie zalezno$ci migdzy poziomem 4-OH-AMEF a stosunkiem enancjomerow
w poszczegblnych przedziatach stgzen w grupie kobiet.

Wspotczynnik korelacji Spearmana pomiedzy poziomem 4-OH-AMF a

SumaR (-)iS (+) stosunkiem R-/S+

Do 200 ng/ml r=0,015, p=0,959
200-300 ng/ml r=-0,236, p=0,514
Ponad 300 ng/ml r=-0,297, p=0,203

Tabela 30. Porownanie zalezno$ci migdzy poziomem 4-OH-AMEF a stosunkiem enancjomerow
w poszczegblnych przedziatach stgzen w grupie mezczyzn.

Wspotczynnik korelacji Spearmana pomiedzy poziomem 4-OH-AMF a

SumaR (-)iS (+) stosunkiem R-/S+

Do 100 ng/ml r=-0,176, p=0,566
100-200 ng/ml r=0,005, p=0,986
200-300 ng/ml r=-0,622, p=0,02
300-400 ng/ml r=-0,727, p=0,015
400-600 ng/ml r=0,028, p=0,939
Ponad 600 ng/ml r=-0,107, p=0,662

Tabela 31. Poréwnanie zaleznos$ci miedzy poziomem 4-OH-AMF a stosunkiem enancjomerow
W poszczegdlnych przedziatach stgzen dla catej grupy badane;.

Wspotczynnik korelacji Spearmana pomigdzy poziomem 4-OH-AMF a

SumaR (-)iS (+) stosunkiem R-/S+

Do 100 ng/ml r=-0,247, p=0,323
100-200 ng/ml r=0,037, p=0,847
200-300 ng/ml r=-0,412, p=0,046
300-400 ng/ml r=-0,399, p=0,059
400-600 ng/ml r=0,144, p=0,594
Ponad 600 ng/ml r=-0,187, p=0,392

Tabela 32. Porownanie zaleznoéci migdzy poziomem catkowitym amfetaminy a stosunkiem enancjomerow
w poszczegodlnych przedziatach stezen w grupie kobiet.

Wspotczynnik korelacji Spearmana pomigdzy poziomem amfetaminy a

SumaR (-) i S (+) stosunkiem R-/S+

Do 200 ng/ml r=0,286, p=0,301
200-300 ng/ml r=-0,661, p=0,044
Ponad 300 ng/ml r=-0,322, p=0,166
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Tabela 33. Porownanie zalezno$ci migdzy poziomem catkowitym amfetaminy a stosunkiem enancjomerow w

poszczegolnych przedziatach stezen w grupie mezczyzn.

SumaR (-)iS (+) stosunkiem R-/S+

Wspotczynnik korelacji Spearmana pomigdzy poziomem amfetaminy a

Do 100 ng/ml r=-0,187, p=0,541
100-200 ng/ml r=0,339, p=0,156
200-300 ng/ml r=0,279, p=0,333
300-400 ng/ml r=-0,082, p=0,818
400-600 ng/ml r=-0,07, p=0,834
Ponad 600 ng/ml r=-0,168, p=0,489

Tabela 34. Poréwnanie zaleznosci miedzy poziomem catkowitym amfetaminy a stosunkiem enancjomeréw w

poszczegolnych przedziatach stezen w calej grupie badane;j.

SumaR-1S+  Wspotczynnik korelacji Spearmana pomigdzy sumg i stosunkiem R-/S+

Do 100 ng/ml r=0,192, p=0,308
100-200 ng/ml r=0,26, p=0,081
200-300 ng/ml r=-0,205, p=0,251
300-400 ng/ml r=-0,102, p=0,597
400-600 ng/ml r=0,001, p=0,998
Ponad 600 ng/ml r=-0,307, p=0,144
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5. Dyskusja

Amfetamina jako jeden z najczesciej naduzywanych zwigzkoéw psychoaktywnych z grupy
psychostymulantow z racji antagonistycznych oddziatywan pozadanej, podwyzszonej
aktywnoS$ci 1 czujno$ci pierwszej ostrej fazy 1 pdzniejszego niebezpiecznego uposledzania
sprawnos$ci psychomotorycznej tzw. ,,zjazdu” z nasilonymi objawami somatycznymi stanowi
problem w interpretacji toksykologicznej. Niekwestionowana toksykologiczna maksyma
»dosis facit venenum” w relacji roznicowania korzystnego czy negatywnego efektu
psychoaktywnego nie wynika z ustalonego catkowitego stg¢zenia zazytej dawki amfetaminy
okreslonej posrednio w plynach ustrojowych. Stereoselektywna analiza poziomu izomeréw S
(+) i R (-) amfetaminy z rownoczesng kontrola stgzenia wybranych metabolitow moze
stanowi¢ postgp w interpretacji w tym zakresie. Kontrole¢ wzajemnych zaleznoS$ci
enancjomeréw w dowodach rzeczowych zawierajacych amfetamine i materiale biologicznym
mozna przeprowadzi¢ wylgcznie przy uzyciu odpowiedniej szybkiej i sprawdzonej metody
analitycznej. Opracowana 1 przedstawiona w dysertacji szybka i1 selektywna analiza zostata
oparta 0 rozdzial metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcja w postaci
tandemowej spektrometrii mas. Zaproponowana metoda analizy chiralnej amfetaminy
odbiega od dotychczas stosownych ztozonych metod postepowania i1 stanowi¢ moze
uzupetnienie w analizie toksykologiczno- sadowej. Wybor i opracowanie odpowiedniej
metody jakosciowo — iloSciowej analizy enancjomeréw amfetaminy i jej metabolitu 4-OH-
AMF w materiale biologicznym stanowity podstawowe narzedzie w realizacji zalozonych
celow przedstawionej pracy eksperymentalnej. Przeglad pismiennictwa dotyczacy analizy
chiralnej amfetaminy w ptynach ustrojowych dotyczyl gtéwnie posrednich, czasochtonnych
metod jej oznaczania technikg GC-MS i LC-MS po derywatyzacji z odczynnikiem chiralnym
w odpowiednie diastereoizomery. W przypadku zastosowania metody GC-MS w celu
rozdziatu enancjomeréw amfetaminy zadowalajagce wyniki uzyskiwano z zastosowaniem
malo popularnej i wymagajacej metody negatywnej jonizacji chemicznej [66, 67, 81].
Podobnie w przypadku procedur HPLC-MS opisano przede wszystkim metody posrednie z
uzyciem klasycznych kolumn w odwroconym uktadzie faz i tworzeniem diastereoizomerdéw
w reakcji z chiralnym odczynnikiem [68, 69]. Gtowng niedogodnoscig opisywanych metod
byly skomplikowane procedury przygotowania probki (czesto kilkuetapowa derywatyzacja)
oraz konieczno$¢ stosowania odczynnikéw o wysokiej czysto$ci chiralnej. Stosunkowo
nieliczne propozycje dotyczyly metod analizy bezposredniej na kolumnach z wypetieniem

chiralnym, ktérych wysoki koszt byt nieadekwatny do krotkiego okresu eksploatacji. Dopiero
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po wprowadzeniu na rynek przystepnych cenowo i trwatych kolumn z chiralnym
wypelieniem pozwolito na rozwdj metod bezposrednich [70].

Jednym z glownych celow pracy bylo opracowanie optymalnej pod wzgledem naktadow
pracy oraz kosztow metody analizy chiralnej amfetaminy, ktora pozwolitaby na jej
zastosowanie w rutynowych analizach. W tym celu zastosowano nowg kolumng Lux® AMP,
z polisacharydowym wypelnieniem, ktora pozwolita na catkowite (R=4,6) rozdzielnie S (+) i
R (-) amfetaminy podczas 12 minutowej analizy. Zoptymalizowana metoda pozwolita na
uzyskanie lepszego rozdzialu enancjomerow w krdotszym czasie niz opracowana przez zespot
A. Maas i wsp. (R= 2,4) z uzyciem identycznej kolumny [70]. Uzyskany rozdziat
chromatograficzny byt podstawa do rutynowej analizy probek materiatu biologicznego jak i
prébek dowodoéw rzeczowych w celu oznaczenia enancjomerdéw amfetaminy. Spodziewane
niskie poziomy 4-OH-AMF w probkach krwi ludzkiej wymagatly zastosowania wysoce czulej
I selektywnej metody oznaczen jaka stanowi LC-MS/MS. Dotychczas opracowano metode
GC-MS oznaczania 4-OH-AMF w moczu, co przy wysokich warto§ciach LOD i LOQ czynito
ja nieprzydatng przy probach badania krwi [29]. Opracowane metody HPLC dotyczyty badan
poziomdéw metabolitu w moczu szczura i1 charakteryzowaly si¢ rowniez wysokimi
warto$ciami LOD 1 LOQ [50] [51]. Wieloetapowa metoda HPLC z detekcja fluorescencyjna,
ktéra pozwalata na jednoczesne oznaczenie enancjomeréw amfetaminy oraz 4-OH-AMF dla
ktorych uzyskano znacznie nizsze LOQ na poziomie 5 ng/ml, jednak wcigz byto zbyt wysokie
dla ich oznaczen we krwi ludzkiej [53]. Podobne zaleznos$ci wystepowaty w zaproponowane;j
metodzie LC-MS wykorzystanej do analizy surowicy i homogenatow tkankowych pobranych
od szczura [54]. Proby optymalizacji metod z uzyciem najczesciej stosowanych kolumn w
odwroconym ukladzie faz prowadzily do niepowtarzalnych wynikéw z uwagi na stabg
retencj¢ polarnego zwiazku jakim jest 4-OH-AMF. Zwigzek eluowal w drugiej minucie
analizy i1 podlegat wysokim efektom matrycowym, ktérych nie udato si¢ ograniczy¢ poprzez
modyfikacje w trakcie izolacji. W celu zoptymalizowania rozdzialu chromatograficznego
zastosowano kolumne oddzialywan hydrofilowych (HILIC) tj. system oparty na podziale
analitu migdzy faze ruchoma, zawierajaca powyzej > 60 % rozpuszczalnika organicznego a
warstwe wodng zwigzang z polarng faza stacjonarng. Zastosowany system pozwolil na
unikniecie wymywania zwigzku z czotem fazy ruchomej 1 zredukowanie efektow
matrycowych do akceptowalnych warto$ci. Dokonano takze proby rownoczesnego
oznaczenia 4-OH-AMF i enancjomerow amfetaminy w jednym cyklu analitycznym z
uzyciem kolumny chiralnej, mimo braku materiatéw odniesienia w postaci enancjomerow 4-
OH-AMEF. Uzyskane niezadowalajace rezultaty w postaci wysokiego LOD dla metabolitu
przy niekompletnie rozdzielonych enancjomerach, wymagaty procedowania innych

rozwigzan analitycznych. W opublikowanej w 2021 roku pracy M. Losacker i wsp.
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zmodyfikowanie warunkow chromatograficznych i przede wszystkim zastosowanie nowej
generacji detektora masowego pozwolito zarowno na rozdziat enancjomeréow 4-OH-AMF jak
1 uzyskanie LOD na poziomie 0,1 ng/ml i LOQ 0,5 ng/ml dla wszystkich badanych analitow
[85]. W przypadku badania materialu biologicznego (krwi i osocza) opracowana metoda
analizy enancjomerdw amfetaminy pozwolila na uzyskanie zadowalajacych parametrow
walidacyjnych w zakresie LOD (0,6 — 1,1 ng/ml), LOQ (10 ng/ml), liniowosci (10 — 1000
ng/ml), precyzji (CV < 3,99 %), doktadnosci (blad oznaczen < 5,5 %), odzysku (78 - 82 %) i
wplywu matrycy (ME;s-norm 91 — 112 %). Oznaczenie 4-OH-AMF we Kkrwi i osoczu
dotyczyto dwoch zakresow stezen 1 — 50 ng/ml (krew) i 10 — 1000 ng/ml (osocze). W obu
przypadkach wyznaczono parametry walidacyjne takie jak: LOD (0,6 ng/ml i osocze i 0,7
ng/ml krew), LOQ (1 ng/ml krew i 10 ng/ml osocze), liniowos¢ (1 — 50 ng/ml krew i 10 —
1000 ng/ml osocze), precyzje (CV < 12,9 % krew, < 3,4 % osocze), dokladnos¢ (blad
oznaczen < 7,0 % 1 7,5 %), odzysk (72 - 76 %) i wptyw matrycy (MEIS-norm 91 — 97 % dla
krwi 1 96 -114 % dla osocza). Opracowane metody LC-MS analizy enancjomerdéw
amfetaminy i jej metabolitu 4-OH-AMF we krwi i osoczu sa odpowiednio doktadne,
precyzyjne 1 selektywne a tym samym spelniaja wymagania stawiane metodom
bioanalitycznym.

W pierwszym etapie realizacji pracy badanie dowodow rzeczowych (n=50) w postaci
amfetamin zabezpieczanych na terenie wojewodztwa wielkopolskiego w latach 2018 — 2020 i
analizowanych w ZMS rozszerzono o analiz¢ stosunku enancjomeréw. Uzyskane wyniki
wykazatly, ze zabezpieczana na nielegalnym rynku narkotykowym amfetamina stanowi
mieszaning racemiczng pochodzacg z syntezy achiralnej. Zawarto§¢ amfetaminy w materiale
miescita si¢ w zakresie 5 — 80 % (Srednio 22,2 + 15,5 %), z mediang rowng 19,7 % dla
siarczanu i odpowiednio 3,5 — 56 %, ($rednio 15,5 + 10,8 %), z mediang wynoszaca 13,8 % w
przeliczeniu na wolng zasade. Jako zafalszowanie we wszystkich dowodach stwierdzono
kofeing poza jednym zabezpieczeniem, gdzie stwierdzono dodatkowo obecnos¢ lidokainy.
Odnoszac uzyskane rezultaty do ograniczonych danych dotyczacych rodzimego rynku
narkotykowego uzyskano zbiezne wyniki z danymi dla wojewddztwa wielkopolskiego
(Srednia 12 %, n = 6 dla wolnej zasady) oraz dla catego kraju (Srednia 13,1 %, mediana 12 %,
n = 94 dla wolnej zasady). Podobne zawartosci wystgpowaly w materiatach zabezpieczonych
w analogicznym okresie na rynku niemieckim ($rednio 21,6 % mediana 16,1 %, n = 143).
Zawarto$¢ amfetaminy w zbadanych dowodach rzeczowych nie odbiegata réwniez od danych
europejskich, gdzie jej zawarto$¢ miescita si¢ w zakresie 13 — 65 % [3, 73, 75].

Mimo braku wymogow ustawowych analizy zawarto$ci amfetaminy w zabezpieczonych
dowodach rzeczowych regularne monitorowanie sktadu jakosciowego 1 zawartosci substancji

czynnych czy poszczegoélnych enancjomeréw w kontekscie duzej zmienno$ci rynku
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narkotykowego wydaje si¢ uzasadnione. Mozliwo$¢ ustalenia metody syntezy w potaczeniu z
profilowaniem zanieczyszczen pozwala na identyfikacje pochodzenia narkotyku a analiza
sktadu jakosciowo - iloSciowego moze dostarczy¢ cennych informacji istotnych dla oceny
ryzyka zazywania produktéw obecnych na nielegalnym rynku narkotykowym.

Opracowane metody analizy 4-OH-AMF obok zmian profilu stezen enancjomeréw
amfetaminy w plynach ustrojowych postuzyly w pierwszej kolejnosci do oceny
farmakokinetyki tworzenia 4-OH-AMF na modelu zwierzgcym. Wybdr modelu zwierzgcego
tj. szczurow podyktowany byt znanym z pisSmiennictwa faktem, ze hydroksylacja w
pierScieniu aromantycznym stanowi w tym przypadku glowny szklak metabolizmu
amfetaminy [24] [31]. Podana dawka 10 mg/kg/m.c. jest allometrycznym odpowiednikiem
dawki 60 mg dla czlowieka o masie ciata 60 kg [86]. Mankamentem przyjetego modelu jest
fakt, ze szybko$¢ metabolizmu poszczegdlnych enancjomerow u szczura w odniesieniu do
cztowieka zachodzi odwrotnie tzn. stosunek R/S < 1. Na przykladzie analizy farmakokinetyki
bezmodelowej zaobserwowano, ze juz na etapie absorbcji wystepowalo zrdéznicowanie
biodostepnosci enancjomerdow, dla izomeru S (+) Cmax = 939 ng/ml przy tmax = 1,5 h a dla
izomeru R (-) Crax = 720 ng/ml przy max = 1 h. Dalsze parametry farmakokinetyczne takie jak
AUC;ns | AUCast, t12, VZ/F 1 CI/F rowniez wykazywaty zréznicowane wartosci (Tabela 15).
W podobnych badaniach Hutchaleelah nie zaobserwowano natomiast réznicy w tiy, jednak
uzyskane dane dotyczyly podania dozylnego [24]. Dotychczas obserwowane rozne wartosci
parametréw farmakokinetycznych enancjomeréw amfetaminy u szczura ttumaczone byly ich
zroznicowanym wigzaniem z biatkami, zréznicowang obj¢tosciag dystrybucji oraz klirensem.
W przypadku izomeru R (-) w badaniach in vitro w osoczu szczura zaobserwowano wyzsze
powinowactwo do bialek anizeli izomeru S (+), podczas gdy dla cztowieka nie obserwuje sig¢
istotnego wigzania z bialkami. Zr6znicowanie innych parametrow takich jak klirens i objgtos¢
dystrybucji u szczura tlumaczy si¢ niekiedy jako konsekwencje zrdéznicowanego
powinowactwa enancjomerow do biatek [26, 27]. Dotychczas nie zaobserwowano
zroznicowania na etapie absorbcji enancjomerow amfetaminy z przewodu pokarmowego,
dlatego konieczne bedzie szersze zbadanie tego zjawiska. W zwigzku z tak znacznymi
réznicami w stereospecyficznym metabolizmie model zwierzgcy z uzyciem szczurow w
ocenie czasu konsumpcji amfetaminy nalezy uzna¢ za nieprzydatny.

W dalszej czesci badan dokonano analizy catkowitego stezenia 4-OH-AMF w o0soczu
szczurdw oraz opracowano model farmakokinetyczny tworzenia tego zwiazku u szczura. W
tym celu na podstawie uzyskanych wynikéw oznaczenia sumy enancjomeréw amfetaminy
oraz 4-OH-AMF w o0soczu badanych zwierzat dokonano bezmodelowej oceny
farmakokinetyki zwigzku macierzystego 1 metabolitu (Tabela 16). Wyznaczenie parametrow

farmakokinetyki bezmodelowej postuzyto do opracowania modelu farmakokinetycznego
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zwigzku macierzystego. Testowane w programie WinNonlin modele wykazaty, ze
farmakokinetyk¢ amfetaminy lepiej opisywal model jednokompartmentowy niz
dwukompartmentowy, o czym $wiadczyly mniejsze warto$ci uzyskane w testach Akaike i
Schwartza. Ustalone wartosci farmakokinetyczne dla amfetaminy (Tabela 17) stuzyly do
budowy lacznego modelu farmakokinetycznego oceny kinetyki tworzenia 4-OH-AMF. Testy
Akaike 1 Schwartza wskazany, ze farmakokinetyke 4-OH-AMF lepiej opisywal model
dwukompartmentowy niz model jednokompartmentowy (Tabela 18). Stala szybkosci
tworzenia 4-OH-AMF (kn, = 0,316 + 0,111) wskazuje, iz metaboliczna droga wydalania
amfetaminy u szczura jest podstawowg drogg eliminacji amfetaminy z ustroju. Ustalone
warto$ci potwierdzity znacznie dluzszy okres biologicznego pottrwania t1/2 (w kinetyce
bezmodelowej) dla metabolitu wnoszacy 4,20 h w poréwnaniu do amfetaminy okreslony jako
2,23 h. Zaobserwowany znacznie dluzszy okres biologicznego poéitrwania metabolitu w
poroOwnaniu ze zwigzkiem macierzystym pozwolit na zalozenie przydatno$ci oznaczenia 4-
OH-AMF jako pdznego biomarkera ekspozycji na amfetaming. Dane literaturowe
potwierdzaja, ze w przypadku szczura za hydroksylacje amfetaminy w pierscieniu odpowiada
podrodzina cytochromu CYP2D [49], ktora t¢ sama reakcje katalizuje u cztowicka CYP2D6
[29] [30]. Dlatego, wydaje si¢ zasadnym kontunuowanie badan i potwierdzenie tej zaleznosci
na ludziach.

Metoda analizy 4-OH-AMF we krwi oraz enancjomeréw amfetaminy zostata w praktyczny
sposob wykorzystana w analizie probek krwi pelnej zabezpieczonej od osob, co do ktorych
zachodzito podejrzenie zazywania amfetaminy. Badaniom poddano krew pochodzaca od 45
kobiet oraz 90 mezczyzn, u ktéorych nie wykryto innych zwigzkéw poza amfetaming. W
przebiegu badan u dwoch mezczyzn (nr 2 i nr 74 w Tabeli 21) stwierdzono nietypowy
stosunek R/S wynoszacy 0,21 1 0,18. W pdzniejszym terminie dla tych przypadkow
potwierdzono przyjmowanie preparatdéw amfetaminy o okreslonym sktadzie enancjomerow ze
wskazan medycznych 1 z tej przyczyny nie uwzgledniano ich w pozniejszej analizie
statystycznej. Dokonana analiza probek krwi pod katem zawartosci 4-OH-AMF wykazala jej
obecnos$¢ w 126 ze 133 prob (95 % badanych prob) ze srednim stezeniem 2,60 = 1,16 ng/ml i
statystycznie istotng (p = 0,024) rdéznica migdzy grupg kobiet a me¢zczyzn (Tabela 27).
Uzyskane wyniki r6znig si¢ od rezultatow opisanych przez M. Losacker i wsp. [85], gdzie
pozytywny rezultaty uzyskano w 179 ze 475 badanych probek z uwzglednieniem
poszczegblnych enancjomerdéw tj. (S) 4-OH-AMF (mediana st¢zenia 1,2 ng/ml) i (R) 4-OH-
AMF (mediana st¢zenia 0,8 ng/ml). Uzyskane stezenie medialne 2,41 ng/ml (n=133) jest
nieznacznie wyzsze od stg¢zenia medialnego 2,0 ng/ml (suma median dwoch form
optycznych). Nizszy odsetek pozytywnych wynikoéw dla 4-OH-AMF 1 nizsza mediana st¢zen

uzyskana w badaniach niemieckiego zespolu moze wynikaé z réznic w zastosowanej
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metodyce izolacji z probek krwi. W opublikowanej pracy uzyskano odzysk na poziomie 10 —
14,6 % 1 nie prowadzono hydrolizy badanych probek krwi, przy czym do ekstraktéw po
izolacji nie dodawano metanolowego roztworu HCI w celu ograniczenia lotno$ci amfetamin.

Z dotychczas opublikowanych danych wynika, ze kobiety stanowig niewielki odsetek osob
kierujacy pojazdami pod wplywem pochodnych amfetaminy. Z informacji zebranych w latach
2000 — 2004 wynika, ze stanowity one zaledwie 15 % zatrzymanych [87]. Na podstawie
ustalen P. Sever 1 wsp. [34] stwierdzono brak istotnych réznic w poziomach metabolitoéw u
uzaleznionych kobiet (n=2) a okazjonalnie przyjmujacych ten narkotyk me¢zczyzn (n=2).
Whioski ptyngce z opublikowanych ostatnio prac wskazujg na istotny wplyw hormondéw
plciowych na farmakokinetyke i farmakodynamike ksenobiotykow. Stwierdzono zwigzek
aktywnos$ci cytochromu CYP3A4 z poziomem hormondéw plciowych 1 wyzszg aktywnos¢
izoform CYP2E1 i CYP2D6 u mgzczyzn [88, 89]. W odniesieniu do aktywnos$ci
farmakologicznej samej amfetaminy odnotowano zroznicowane subiektywne dzialanie
amfetaminy uzaleznione od poziomu zenskich hormonéw [90]. Przypuszczalnie réznice w
poziomie 4-OH-AMF w badanych grupach mogg by¢ efektem wyzszej aktywnosci CYP2D6 u
mezczyzn.

Ostatnim z badanych aspektow byla ocena zrdznicowanego poziomu enancjomerow
amfetaminy w zabezpieczonych probkach krwi. W analizowanych probkach krwi kobiet i
mezczyzn uzyskano wartosci mediany stosunku R/S na poziomie odpowiednio 1,36 i 1,37,
ktére nie wykazywaty istotnych statystycznie roznic. Mediana stosunku R/S dla catej grupy
badanej wynosita 1,37 a zmierzony zakres zawieral si¢ w przedziale 0,92 do 1,81 ze $rednig
wynoszaca 1,38 + 0,18. W przypadku oso6b zazywajacych leki, wylaczonych z grupy
badawczej (dwie osoby) stosunek R/S byt nizszy niz 1,0 (1,5 % badanej populacji). Notowane
w piSmiennictwie zakresy dla stosunku R/S sa bardzo zréznicowane. W badaniach Hess 1
wsp. $redni stosunek R/S w badanej grupie (n=28) wynosit 1,82 + 0,18 z mediang réwng 1,69
1 zakresem od 1,38 do 4,5 [81]. Petres 1 wsp. uzyskali zakres od 0,97 do 1,66, ze $rednig 1,15 1
mediang 1,10 [66]. W opublikowanych wynikach badan zespotu Losacker w badanej grupie
(n=425) zakres stosunku R/S wynosit 0,88 — 4,05 ze $rednig i mediang na poziomie
odpowiednio 1,23 1 1,11. W 75 przypadkach (18 %) stosunek R/S byt ponizej wartosci 1,0
[85]. Poziomy R/S > 1,0 mogg sugerowac etap absorbcji amfetaminy do ustroju po doustnym
podaniu co zgodne jest z wynikami uzyskanymi przez zespét Wan po doustnym podaniu
racemicznej amfetaminy 4 probantom (zakres R/S 0,84 — 1,18) [45].

Oznaczony stosunek R/S dla probek krwi réznit si¢ w istotny sposob od stosunkow
notowanych w dowodach rzeczowych potwierdzajagc stereoselektywny metabolizm
amfetaminy (Tabele 23 1 24). Stosunek formy R/S poddano analizie w zaleznos$ci od poziomu

amfetaminy w przedzialach stezen ustalonych do 100 ng/ml. W badanych zakresach nie
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potwierdzono istotnych zaleznosci pomigdzy stezeniem amfetaminy a stosunkiem formy R/S
z wyjatkiem istotnej zaleznosci (p = 0,044) w zakresie stezen 200-300 ng/ml w grupie kobiet
(n=10), nie potwierdzonej dla catej badanej grupy. W analizie zaleznosci stosunku R/S od
stezenia przeprowadzonym przez M. Loasacker zaobserwowano istotnie wyzsze stosunki R/S
przy stezeniach < 100 ng/ml (n=178). co moze zdaniem autoréw sugerowaé po6zng fazg
eliminacji amfetaminy z ustroju [85]. Zdaniem autora rdéznice mogg by¢ zwigzane z
liczniejszg grupa badawcza dla stezen < 100 ng/ml (n = 178 vs n = 18) oraz zastosowaniem
metody o bardzo niskim LOQ na poziomie 0,5 ng/ml i zwigzanej z tym mniejszej precyzji
oznaczen.

Zalezno$¢ stosunku R/S od stezenia 4-OH-AMF w grupie m¢zczyzn wykazuje ujemng
korelacje w zakresie stezen 200 — 400 ng/ml, ktorej nie zaobserwowano w przypadku analizy
grupy kobiet. Rowniez w catej grupie zaobserwowano ujemng korelacj¢ w zakresie 200 -300
ng/ml (Tabele 29, 30 1 31). Zakladajac, ze stosunek R/S wzrasta z czasem to obserwowany
spadek stezenia 4-OH-AMF moze sugerowaé intensywniejszy metabolizm w poczatkowe;j
fazie intoksykacji.

Koncepcja wzrostu stosunku R/S w czasie 1 mozliwos$¢ oceny fazy intoksykacji oraz czasu
ostatniego przyjecia zostata zweryfikowana przez Losacker i wsp. w trakcie badanie probek
osocza pobranych od pacjentéw kliniki leczenia uzaleznien w kontekscie deklarowanego
ostatniego zazycia. Pacjenci, ktorzy zgodzili si¢ wzig¢ udziat w badaniu deklarowali czas
ostatniego zazycia, droge przyjecia i czestotliwo$¢ przyjmowania. Wyznaczono zalezno$¢
miedzy deklarowanym czasem ostatniego przyjecia amfetaminy a stosunkiem R/S
y=0,861+0,021x ze wspoOtczynnikiem korelacji P = 0,728 i przedziatem ufnosci 95 %.
Zaproponowano rowniez stosunek R/S wyzszy niz 1,09 jako warto$¢ odcigcia dla okresu 6
godzin od ostatniego przyjecia odpowiadajacemu okresowi ostrej fazy intoksykacji [85].

Do jednoznacznej oceny przydatnosci metabolizmu enancjomerow amfetaminy oraz
tworzenia metabolitu 4-OH-AMF w interpretacji fazy przemian amfetaminy w ustroju oraz
szacowania czasu jej zazycia uzasadnionym bytoby przeprowadzenie kontrolowanych badan

na ochotnikach, co aktualnie z przyczyn etyczno-prawo jest ograniczone.

6. Whioski

1 Opracowane procedury analizy enancjomerow amfetaminy oraz jej metabolitu tj.
4-OH-AMF spetniajg kryteria walidacyjne dla metod przeznaczonych do oznaczania
lekow 1 ich metabolitow w ptynach biologicznych w celach sadowych lub klinicznych.
Zastosowanie chiralnej fazy stacjonarnej pozwala na calkowity rozdziat
enancjomerdéw bez konieczno$ci derywatyzacji a zastosowanie kolumny oddziatywan
hydrofilowych (HILIC) pozwolito na opracowanie zoptymalizowanie metody

oznaczania 4-OH-AMF
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Wstepna ocena farmakokinetyczna modelu zwierzgcego do jego uzycia w ocenie
biotransformacji enancjomeréw amfetaminy w kontek$cie szacowania czasu migdzy
zazyciem a pobraniem proby krwi z uwagi na wysoki stosunek formy S/R juz w
pierwszym pobraniu krwi. W przypadku 4-OH-AMF jego okres biologicznego
pottrwania ty, 4,20 h vs 2,23 h dla amfetaminy moze wskazywac potencjalne
zastosowanie jako p6znego biomarkera ekspozycji

Ocena analizowanych dowodow rzeczowych zawierajacych amfetaming wskazuje na
forme racemiczng zwigzku o $rednim stezeniu 22,2 % i medianie 19,5 w przeliczeniu
nasiarczani 15,51 13,7 w przeliczeniu na zasade.

W badanej grupie (tacznie dla kobiet i mezczyzn) Stwierdzono stosunek
enancjomerdow R/S na poziomie 1,38 + 0,18 istotnie rd6zny od stosunku wystepujacego
w racemicznej amfetaminie, ktory potwierdza stereospecyficzny charakter przemian
metabolicznych, potencjalnie przydatny w ocenie fazy intoksykaciji.

Stezenie 4-OH-AMF jest dodatnio skorelowane z poziomem poszczegdlnych
izomerow optycznych amfetaminy oraz catkowitym stezeniem amfetaminy we krwi
zardbwno kobiet jak 1 mezczyzn, przy czym wystepuja istotne rdznice w poziomie
4-OH-AMF migdzy kobietami a me¢zczyznami.

Stosunek poziomu 4-OH-AMF vs stosunek R/S wykazywat ujemng korelacje w grupie
mezczyzn w zakresie stezen 200 — 400 ng/ml, ktdrej nie zaobserwowano W przypadku
kobiet. W 1acznej analizie kobiet i mezczyzn zaobserwowano istotng ujemng
korelacje, ktora wystgpita w zakresie 200 - 300 ng/ml

W badaniu zaleznosci stosunku R/S wzgledem poziomu amfetaminy zaobserwowano
korelacje w przedziale 200 — 300 ng/ml w grupie kobiet przy braku istotnej korelacji
dla me¢zczyzn i calej badanej populacji.

Zaproponowany model praktycznego  monitoringu  procesu  metabolizmu
enancjomeréw amfetaminy z metabolitem w postaci 4-OH-AMF po zweryfikowaniu
w kontrolowanych warunkach klinicznych moze stanowi¢ wartosciowe uzupetnienie

w interpretacji wyniku badania sgdowo-toksykologicznego.
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7. Streszczenie

Autor: mgr Artur Tezyk

Tytul: Ocena przydatnosci analizy amfetaminy i jej metabolitu w opiniodawstwie
sadowo-lekarskim

Celem pracy byla ocena wykorzystania przemian metabolicznych amfetaminy takich jak
tworzenie 4-OH-AMF oraz stereospecyficznego metabolizmu enancjomerow w  celu
interpretacji wynikow oznaczenia amfetaminy w probkach krwi pobranych od oséb
podejrzanych o jej naduzywanie.

Do realizacji celow badawczych opracowano metody HPLC-MS/MS do rozdziatu 1
oznaczania enancjomeréw amfetaminy i jej metabolitu tj. 4-OH-AMF w materiale
biologicznym (krew i osocze). W przypadku analizy enancjomerow zastosowanie kolumny z
chiralnym wypehieniem pozwolito na catkowity rozdziat enancjomeréw w izokratycznej
metodzie trwajacej 10 minut. W drugiej izokratycznej, trwajacej 6 minut metodzie
zastosowano wypetnienie kolumny faza oddziatywan hydrofilowych — HILIC, na ktorej
zachodzila lepsza retencja 4-OH-AMF. Zastosowano optymalne warunki izolacji metoda
ekstrakcji do fazy statej (SPE). Dla obu metod wyznaczono parametry walidacyjne, jak limit
wykrywalnosci 1 oznaczalno$ci, precyzj¢ 1 dokladno$é, efekt matrycowy, odzysk i1
selektywno$§¢. Opracowane metody spelnialy kryteria walidacyjne wymagane dla metod
bioanalitycznych.

Opracowane metody zostaly wykorzystane do oznaczen enancjomerow amfetaminy oraz
metabolitu 4-OH-AMF we krwi os6b przyjmujacych amfetaming w celach niemedycznych
(n=133, kobiety — 45, m¢zczyzni - 88) oraz w osoczu szczurow (n=13), ktérym podawano
dozotadkowo roztwoér racemiczne] amfetaminy. Chromatograficzny rozdzial enancjomerow
ustanowiony w metodzie HPLC-MS/MS postuzyt réwniez do oceny sktadu enancjomerow
amfetaminy w dowodach rzeczowych poddawanych wczesniej badaniom jakosciowo —
ilo§ciowym metodami GC-MS i HPLC-DAD.

We wszystkich badanych dowodach rzeczowych (n=50) stwierdzono obecnos¢
racemicznej amfetaminy, ktora wystepowata srednio w stezeniach 22,26 % 1 medianie 19,57
% w przeliczeniu na siarczan 1 15,58 % 1 13,72 % w przeliczeniu na zasade, ktore §wiadczyty
0 achiralnej metodzie syntezy zwigzku. Jako gtowne zafalszowanie amfetaminy na rynku
narkotykowym w regionie wielkopolskim wystgpowata kofeina.

W badaniu krwi ludzkiej uzyskano zréznicowany stosunek R/S amfetaminy w grupie
badanej wynoszacy Srednio 1,38 + 0,18 ng/ml, ktory $wiadczyl o sterospecyficznym

metabolizmie zwigzku. W 95 % badanych stwierdzono obecnos¢ 4-OH-AMF w istotnie
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réznym S$rednim stezeniu (p = 0,024) miedzy kobietami (2,21 + 1,11 ng/ml) a mezczyznami
(2,81 + 1,11 ng/ml). Srednie stezenie 4-OH AMF w calej badanej grupy wynosito 2,60 + 1,16
ng/ml. Analiza statystyczna wykazata dodatnig korelacje stezenia 4-OH-AMF z poziomem
amfetaminy jak i poszczegélnymi enancjomerami (p < 0,001), co oznaczalo, ze im wyzsze
bylto stezenie 4-OH AMF tym wyzsze byly poziomy amfetaminy jak i poszczegodlnych jej
enancjomeréw. W badaniach zaleznosci poziomu 4-OH-AMF od stosunku R/S
zaobserwowano ujemng korelacje w zakresie stezen 200 — 400 ng/ml u mgzczyzn (p = 0,02)
przy braku istotnych zaleznos$ci w grupie kobiet. Dla catej badanej grupy stwierdzono ujemna
korelacje w przedziale 200 — 300 ng/ml (p = 0,046). W badaniu zaleznos$ci mi¢dzy stezeniem
amfetaminy we krwi a stosunkiem enancjomerow stwierdzono dodatnig korelacje w zakresie
stezen 200 — 300 ng/ml w grupie kobiet (p = 0,044) przy braku podobnej zaleznosci w grupie
me¢zczyzn oraz w catej badanej grupie.

W przypadku zwierzat rdéwniez zaobserwowano zroznicowany metabolizm dla
poszczegolnych enancjomerdow. Stwierdzono, ze w odroznieniu od czlowieka izomer R (-)
ulegatl szybszym przemianom metabolicznym niz izomer S (+). Analiza farmakokinetyczna
wykazata znacznie dluzszy czas biologicznego péttrwania 4-OH-AMF niz amfetaminy tj. ty)
4,20 h vs 2.23 h, co moglo wskazywac na potencjalne zastosowanie tego metabolitu jako

pdznego biomarkera zazycia amfetaminy.

8.  Summary

Author: Artur Tezyk M.Sc.

Title: Assessment of the usefulness of the analysis of amphetamine and its metabolite
for medico-legal purposes

The aim of the study was to assess the potential use of amphetamine metabolic
transformations, such as the formation of 4-OH-AMF and the stereospecific metabolism of
enantiomers, to interpret the results of amphetamine determination in blood samples taken
from suspects.

HPLC-MS/MS methods for the separation and determination of amphetamine enantiomers
and the determination of its metabolite, i.e. 4-OH-AMF, in biological material (blood and
plasma) were developed for the purposes of research. In the case of enantiomeric analysis, the
use of a chiral packed column allowed the complete separation of the enantiomers in the
isocratic method of 10 minute-duration. In the second isocratic method, which lasted 6
minutes, the column was filled with the hydrophilic interaction phase - HILIC, where better
retention of 4-OH-AMF took place. The optimal isolation conditions were applied by the

method of solid phase extraction (SPE). For both methods, validation parameters were
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determined, such as the limit of detection and quantification, precision and accuracy, matrix
effect, recovery and selectivity. The developed methods met the validation criteria required
for bioanalytical methods.

The developed methods were used for the determination of amphetamine and enantiomers
4-OH-AMEF in the blood of non-medical amphetamine users (n = 133, females - 45, males -
88) and in the plasma of rats (n = 13) administered intragastrically with a racemic
amphetamine solution (dose 10 mg/kg of body weigh) The chromatographic separation of
enantiomers established in the HPLC-MS/MS method was also used to evaluate the
enantiomeric composition of amphetamine in the physical evidence previously subjected to
qualitative and quantitative studies using GC-MS and HPLC-DAD methods.

In all the examined material evidence (n = 50), the presence of racemic amphetamine was
found, which was present on average in concentrations of 22.26% and median 19.57% in
terms of sulphate and 15.58% and 13.72% in terms of base, which testified to an achiral
method of synthesizing the compound. Caffeine was the main adulteration of amphetamine in
the drug market in the Greater Poland region.

In the study of human blood, a differentiated R/S ratio of amphetamine in the test group
was obtained, averaging 1.38 + 0.18 ng / ml, which was indicative of the sterospecific
metabolism of the compound. In 95% of the subjects, 4-OH-AMF was found in significantly
different mean concentrations (p = 0.024) between women (2.21 £+ 1.11 ng / ml) and men
(2.81 £ 1.11 ng / ml). The average concentration of 4-OH AMF in the entire study group was
2.60 + 1.16 ng / ml. Statistical analysis showed a positive correlation between the
concentration of 4-OH-AMF and the level of amphetamine and individual enantiomers (p
<0.001), which meant that the higher the concentration of 4-OH AMF, the higher the levels of
amphetamine and its individual enantiomers. In studies on the dependence of the level of 4-
OH-AMF on the R/ S ratio, a negative correlation was observed in the concentration range of
200 - 400 ng / ml in men (p = 0.02), with no significant relationships in the group of women.
For the entire study group, a negative correlation was found in the range of 200-300 ng / ml (p
= 0.046). In the study of the relationship between the concentration of amphetamine in the
blood and the ratio of enantiomers, a positive correlation was found in the concentration range
of 200-300 ng / ml in the group of women (p = 0.044), with no similar relationship in the
group of men and in the whole study group.

n animals, different metabolism was also observed for individual enantiomers. It was found
that, unlike in humans, the R (-) isomer underwent faster metabolic changes than the S (+)
isomer. Pharmacokinetic analysis showed a significantly longer biological half-life of 4-OH-
AMF than that of amphetamines, i.e. ty, 4.20 h vs. 2.23 h, which could indicate a potential
use of the of the metabolite as a late biomarker of use.
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Zalacznik nr 1

UCHWALA NR 29/2008

z dnia 20.06.2008 r.
Lokalnej Komisjl Etycznej do Spraw Do$wiadczer na Zwierzgtach w Poznaniu

§1

Na podstawie art. 30 ust. 1 pkt 1 ustawy z dnia 21 stycznia 2005r. o doswiadczeniach na zwierzetach (Dz. U. Nr 33,
poz. 289) i § 14 ust. 3 rozporzadzenia Ministra Nauki i Informatyzacji z dnia 29 lipca 2005r. w sprawie Krajowe]
Komisji Etycznej do Spraw Do$wiadczer na Zwierzetach oraz lokalnych komisji etycznych do spraw doswiadczen
na zwierzetach (Dz. U. Nr 153, poz. 1275), po rozpatrzeniu wniosku, pt.: Farmakoklinetyka eliminacji
enancjomeréw amfetaminy i je] potencjalne zastosowanie w opiniodawstwie sgdowo-lekarskim z
dnia 30.05.2008 r. , zlozonego przez prof, Romana Wachowiaka z Katedry | Zakladu Medycyny Sadowej UM w
Poznaniu , lokalna komisja etyczna:

WYRAZA ZGODE

na przeprowadzenie do$wiadczen na zwierzetach w zakresie wniosku.

§2
W wyniku rozpatrzenia wniosku, o ktorym mowa w § 1, lokalna komisja etyczna ustalila, ze:
1. Wniosek nalezy zaliczy¢ do kategorii:
Badania naukowe na zwierzetach
2. Najwyzszy stopien inwazyjnosci proponowanych procedur nie przekracza wartosci 2.
3. Do$wiadczenia beda przeprowadzone na zwierzetach (gatunek, liczba zwierzat):

szczury szczepu Wistar-40 sztuk

4. Doswiadczenia bedg przeprowadzone przez (nazwisko i imig, nazwa jednostki doswiadczalnej):
Prof. Wachowiaka Romana z Katedry i Zakladu Medycyny Sadowej UM w Poznaniu z zespolem

5. Doswiadczenia beda przeprowadzane na tkankach | narzadach uzyskiwanych od zwierzat w ramach:

§3

Integralng cze$6 niniejszej uchwaty stanowi uzasadnienie i kopia wniosku, o ktérym mowaw § 1.

[ Pieczeé lokalnej komisji etycznej] Podpisy czlonkéw lokalne] komisji etycznej biorgeych udziat w gIosowq\niu:
1. Prof. dr hab, Krzysztof W. Nowak, Przewodniczgcy LKE
2. Dr Czestaw Sadowski, Wiceprzewodniczacy LKE .. S S,
3. Dr Pawel Antosik

4, Prof. dr hab. Teresa Bobkiewicz-Koziowska
LOKALNA KOMISJA ETYCZin 5. Dr Elzbieta Czarniewska
do Spraw Doswiadczan na Zvaerzetach 6. Prof, dr hab. Szymon Godynicki
60-657 Paznon. ul. Worynshka 35 7. Dr Pawel Olszewski
lel 001 8487198, 1ax 0561 €467197 8. Mgr inz. Przemyslaw Wylegata

9. Dr Aleksandra Zigtek-Berdychowska

mu)
1. Whnioskodawca,
2. aa

Pouczenie

Strona niezadowolona z ninlejsze] uchwaty moze wnies¢ odwolanle do Krajowej Komis)l Etyczne] do Spraw Doéwiadczen na Zwierzgtach w terminie 30 dni od dnia
otrzymanla uchwaty.

Qdwolanie skiada sig za posrednictwem lokaine] komisjl etyczne], ktdra wydata uchwale, zgodnle z § 20 rozporzadzenia Ministra Nauki | Informatyzac]i z dnia 28 Ii
2005r. w sprawie Krajowej Komisji Etyczne] do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach oraz lokalnych komis|i etycznych do spraw doéwiadczer na z»tferzler.acn (Dz. Up:lar
153 poz. 1275). .U
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Zalacznik nr 2

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNAi 11

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51, 854 60 60
ul. Fredry 10 fax. (+48 61) 854 61 07
61-701Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 471/11

Nﬂ.rmhnm_fe pricpiséw Ustawy ¢ dnia § grudnia 1996 r. o gawodach lekarya | lekarea dentysty (De. UL 1997, Nr 28. par 152); Rocporzadzenia Minisira Zdrowis | Opieki Spolecinej t
dnin 11 maja 1999r, w spraveie szezegdlowych tavad, I {yrwania | fi la oray trybu dyinl, komisji b h (D1 U. Nr 47, por.480); Rotportadienia Ministra Zirowia ¢
dria [1 marca 2005 r. w sprawie sictegdlowych wymngan Dobrej Prakiyki Kitnicenej (De U. 2005, Nr 57, por. $80); Ustavy 1 dnia 6 1erzeinin 2001r. Prawe farmacentyczne (Dz U. £
2004r. Nr 33, poz $13 2¢ tm); Rozporiadecnia Ministra Finanséw t dula 30 kwictnin 2004r. w sprnvie obowiquhowego ub lo edpowiedztainoict cywiinej badacza | sponsors
bz U. 2004 nr 101, por 1034 2 pdin tm); Rowpordienia Ministra Finanséw ¢ dnia 18 maja 2005r. j zporuplienie w sprovie obowiqihoirey pl
z:{_pn:nird:urnnid cywilnef badrcra i sponsora (Dt U. Nr 101, por. 845); Rotporzqdienia Ministrn Zdrowia ¢ dniz 30 kwietnin 1084, w sprovie sposobu prowadzenis badad
h € udiial loletnich (D U. 2004 Nr 104, por 1108); Rotporzadzentn Ministra Zdrowia ¢ diia 10 hirictnia 2004r. w sprovic tglastanin slespodtioranego cigthiego
nicpotadancgo dzialanin produktu leczniczega (Dr U. Nr 104, por. 1107); Rotporzqdzenia Minisira Zdrmwia ¢ dnla 4 listopaida 2008r, w sprowie wzordw dokumentdw preedhldanyeh

W oiriqzku £ badanicin Minicunym produkt lectniczego oraz w sprawie i spasobu in oplat w1 roty badunia kilnicznego (De. U. Nr 20), por. 1247), Aierujae sig
Zasadami Prawidlowego Proveadzenia Badari Klini h=GCP - of | w oparcin e Dehl: Helsirsh
Komisja, na posiedzeniu w dniu: 12 maja 2011 r.

rozpatrzyla wniosek, ktory przedstawit Pan:
prof. dr hab. n. med. Roman Wachowiak

w sprawie prowadzenia badan w

Katedrze i Zaktadzie Medycyny Sadowej UM w Poznaniu

Glowny badacz: mgr farm. Artur Tezyk

Temat o o
badari: "Ocena przydatnosci analizy amfetaminy i jej metabolitow w

opiniodawstwie sagdowo-lekarskim”.

BRAK CECH EKSPERYMENTU MEDYCZNEGO

Komisja wyraza zgode na prowadzenie badari

ere/wc;z';iczqcy Komisji

’l\ //47/ "/ /

Prof. zw. d\(rhab'./rhed. Zygmunt Przybylski
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