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Indeks Hirscha dorobku naukowego na dzien 20.04.2016: 8
Liczba cytowan na dzien 20.04.2016: 186
Laczny Impact Factor dorobku naukowego: 32,921

Laczna liczba punktow MNiSW dla catego dorobku naukowego: 531,5
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OMOWIENIE TEMATYKI I CELU BADAN ORAZ UZYSKANYCH WYNIKOW PRAC
ZAWARTYCH W JEDNOTEMATYCZNYM BLOKU PUBLIKAC]I

Wykaz skrotow

2C-B - 2-(4-bromo-2,5-dimetoksyfenylo)etanoamina

2-DPMP - dezoksypipradrol

2-MMC - 2-metylometkatynon

3-MMC - 3-metylometkatynon; metafedron

4-MEC - 4-metyloetylokatynon

4-MMC - 4-metylometkatynon; mefedron

5-APB - 5-(2-aminopropylo)benzofuran

a-PVP - a-pirolidynopentiofenon

BZP - 1-benzylopiperazyna

DAD - detektor szeregu diod

dMRM - dynamiczne monitorowanie wybranych reakcji

ELISA - test immunoenzymatyczny

EMCDDA - Europejskie Centrum Monitorowania Narkotykéw i Narkomanii

EWS - System Wczesnego Ostrzegania UE

FTIR - spektrometria w podczerwieni z transformacja Fouriera

GC-EI-MS - chromatografia gazowa potaczona ze spektrometrig mas z jonizacja elektronowg

GC-MS - chromatografia gazowa potaczona ze spektrometrig mas

HPLC-DAD - wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcja diodowa

IS - wzorzec wewnetrzny

JWH-018 - naftalen-1-ylo(1-pentylo-1H-indol-3-ylo)metanon

LC - chromatografia cieczowa

LC-MS - chromatografia cieczowa potaczona ze spektrometrig mas

LC-MS/MS - chromatografia cieczowa potgczona z tandemowa spektrometrig mas

LC-QQQ-MS - chromatograf cieczowy potaczony ze spektrometrem mas z potréjnym kwadrupolem

LC-QTOF-MS - chromatograf cieczowy polaczony ze spektrometrem mas z hybrydowym detektorem typu
kwadrupol-analizator czasu przelotu

LOD - granica wykrywalno$ci

LOL - zakres liniowo$ci

LOQ - granica oznaczalno$ci

LSD - dietyloamid kwasu D-lizergowego

mCPP - meta-chlorofenylopiperazyna

MDA - 3,4-metylenodioksyamfetamina

MDPBP - 3',4'-metylenodioksy-a-pirolidinobutyrofenon

MDMA - 3,4-metylenodioksymetamfetamina

MDMB-CHMICA - 2-{[1-(cykloheksylometylo)-1H-indolo-3-ylo]formamido}-3,3-dimetylomaslan metylu

MDPV - 3,4-metylenodioksypirowaleron

MPA - metiopropamina

MRM - monitorowanie wybranych reakgc;ji

MS - spektrometria mas

MXE - metoksetamina

NBOMe - N-metoksybenzylowe pochodne fenetyloamin z grupy 2C

NMR - spektrometria magnetycznego rezonansu jagdrowego

NSP - nowe substancje psychoaktywne

OUN - o$rodkowy uktad nerwowy

PMA - para-metoksyamfetamina

PMMA - para-metoksymetamfetamina

RRT - wzgledny czas retencji

STS-135 - N-(adamantan-1-yl)-1-(5-fluoropentyl)-1H-indolo-3-karboksamid

SWGTOX - Naukowa Grupa Robocza ds. Toksykologii Sgdowej

THC - A°tetrahydrokannabinol

THCCOOH - 11-nor-9-karboksy-A®-tetrahydrokannabinol

UR-144 - (1-pentyloindolo-3-ylo)(2,2,3,3-tetrametylcyklopropylo)metanon

XLR-11 - (1-(5-fluoropentylo)-1H-indolo-3-y1)(2,2,3,3-tetrametylocyklopropylo)metanon
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WPROWADZENIE

Tematyka badan zawartych w gtéwnym bloku publikacji dotyczyta opracowania
czutych metod analitycznych pozwalajacych na jednoznaczng identyfikacje i oznaczenie
nowych substancji psychoaktywnych (NSP) w materiale biologicznym (gtéwnie we krwi
pobranej od os6b przyjmujacych te $rodki) oraz oceny objawow dziatania NSP przy
wyznaczonym ich stezeniu w ptynach ustrojowych. W publikacjach podjeto takze préby
okreslenia wptywu NSP na sprawno$¢ psychomotoryczng. Uzyskane wyniki badan
dostarczyty rowniez danych epidemiologicznych odno$nie rodzaju najczesciej
przyjmowanych NSP w Polsce, w tym powodujacych zatrucia ostre i/lub $§miertelne oraz
schematow ich przyjmowania.

Narkotyki projektowane

Wzrost liczby nowych substancji pojawiajacych sie na rynku narkotykowym
zostat zaobserwowany w latach 80. i 90. ubiegtego wieku, kiedy to do obrotu
wprowadzono wiele pochodnych fenetyloaminy oraz tryptaminy. Bardzo duza liczba
tych zwigzkéw, okreslanych jako ‘narkotyki projektowane’ (designer drugs) zostata
opisana przez Aleksandra i Anne Shulgin w dwdch ksigzkach: "PiHKAL"
(Phenethylamines I Have Known And Loved: A Chemical Story of Love; Fenetyloaminy,
ktére poznatem i pokochatem: Chemiczna historia mitosci) i "TiHKAL" (Tryptamines
[ Have Known And Loved: The Continuation; Tryptaminy, ktére poznatem i pokochatem:
Kontynuacja) [1, 2]. Ich autorzy przedstawili w nich metody syntezy, a takze
dawkowanie i dziatanie, ktore byty oparte o ich osobiste doSwiadczenia po uzyciu tych
substancji. Jedng z fenetyloamin opisanych przez Shulginéw byta 4-bromo-2,5-
dimetoksyfenetyloamina (2C-B). Dziatanie tej pochodnej fenetyloaminy jest podobne do
meskaliny, LSD albo psylocybiny, przez co czesto bywata stosowana jako ich zamiennik.
Pomimo, ze 2C-B po raz pierwszy zostata zsyntetyzowana w 1974 roku [1], to byta
substancjg bardzo rzadko spotykang w Polsce, a pierwszy przypadek jej zabezpieczenia
zarejestrowano dopiero w maju 2007 r. [3]. Dwa lata péZniej, na przetomie lat 2009-
2010, wykrytem 2C-B we krwi pobranej od dwdch osob i byly to pierwsze w kraju
przypadki zidentyfikowania tej substancji w materiale biologicznym. Wyniki
przeprowadzonych wtedy badan przedstawitem w pracy Determination of 2C-B in
biological material, ktéra zostata opublikowana na tamach czasopisma Problems of
Forensic Sciences w 2011 roku [4]. 2C-B byta substancjg znang od wielu lat i w momencie
prowadzenia przedstawianych badan byta zwigzkiem kontrolowanym przez Ustawe
z dnia 29 lipca 2005 roku o przeciwdziataniu narkomanii (Dz.U. 2005 Nr 179 poz. 1485,
z pozZn. zm.). Sprzedawano j3 na rynku narkotykowym, zazwyczaj dla ograniczonej
grupy osob eksperymentujacych z nowymi narkotykami. Zjawisko masowego
wprowadzania do obrotu nowych syntetycznych substancji zaczeto sie rozwija¢ od 2006
roku w Europie, a od okoto 2008 roku w Polsce i byto czym$ nowym.

Nowe substancje psychoaktywne (NSP)

Od pojawienia sie po raz pierwszy w 2006 r. produktu o nazwie ‘Spice’, liczba
NSP wprowadzanych na rynek narkotykowy systematycznie i intensywnie
(a w ostatnim czasie lawinowo) wzrasta. Istnieje szereg okreslen, ktérych uzywa sie
w stosunku do tych srodkéw. W krajach anglojezycznych funkcjonuja pod nazwa legal
highs lub herbal highs (w przypadku preparatéw roslinnych), w Polsce wszystkie tego
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typu $rodki okre$lane s3 mianem ‘dopalacze’, natomiast w literaturze przedmiotu
najczesciej wystepuja jako NSP lub tez okreslane sg jako ‘nowe narkotyki’. Oficjalnie nie
sa one przeznaczone do spozycia przez ludzi i s3 sprzedawane pod trywialnymi
nazwami, jako tzw. ‘odczynniki do badan’ (research chemicals, RCs), ‘przedmioty
kolekcjonerskie’ (collectibles), ‘nawozy roslinne’ (plant fertilizers), ‘sole do kapieli’ (bath
salts) i ‘kadzidetka’ (incenses), dla unikniecia odpowiedzialnos$ci karne;j.

Zgodnie z definicjag zawartg w Decyzji Rady Europy nr 2005/387/JHA dotyczace;j
wymiany informacji, oceny ryzyka i kontroli nowych substancji psychoaktywnych [5],
NSP s3 to ,nowe $rodki odurzajace lub substancje psychotropowe, w czystej formie lub
w preparatach, ktéra nie sg wymienione w konwencjach Organizacji Narodow
Zjednoczonych (ONZ) [6, 7], ale ktore moga stanowiC zagrozenie dla zdrowia
publicznego poréwnywalne do wywotywanego przez takie substancje”.

Pierwsze NSP byly sprzedawane legalnie, a ich posiadanie nie byto zabronione
poniewaz nie byty kontrolowane przepisami Ustawy o przeciwdziataniu narkomanii. Ich
zakup byt mozliwy w sklepach, ktére otwierano w wiekszosci polskich miast.
Poczatkowo sktadnikami ‘dopalaczy’ bytly pochodne piperazyny, z ktérych
najpopularniejsza byta 1-benzylopiperazyna (BZP), ale na rynku wkrétce pojawity sie
tez pierwsze syntetyczne kannabinoidy. Po objeciu kontrolg BZP (takze w Polsce) na
rynek trafilty pierwsze pochodne katynonu. Producenci nowych narkotykéw poszukiwali
takze informacji o lekach, ktére nie trafity na rynek farmaceutyczny. Wytwarzali je
i wprowadzali na rynek ‘dopalaczy’. W 2007 roku w Europie pojawit sie mefedron, ktory
do Polski trafit dwa lata pdZniej. Jego popularno$¢ wzrastata i szybko stat sie
najpopularniejszag NSP w Polsce i wielu innych europejskich krajach. Przyjmowanie
mefedronu doprowadzito do wielu zatru¢, w tym $miertelnych, co spowodowato
dopisanie tego zwigzku do list substancji kontrolowanych. Przypadek zatrucia
mefedronem zostat przeze mnie opublikowany w 2012 roku w jJournal of Analytical
Toxicology [H1]. Byta to pierwsza publikacja opisujaca zatrucie tg substancja, majace
miejsce w Polsce.

Piperazyny

o I .
49 Aryloaminy

1 B Tryptaminy
= Opioidy
24 Fenetyloaminy

14 16”1"3'. | ® B Inne
Syntetyczne kannabinoidy

I — - i/ I . L] . . Syntetyczne katynony

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Liczba substancji

Rok zgloszenia

Rys. 1. Liczba nowych substancji psychoaktywnych (NSP) raportowanych do Systemu
Wczesnego Ostrzegania UE w latach 2005-2014 [8].
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NSP objete kontrolg prawng sg natychmiast zastepowane przez ich nowe
niekontrolowane pochodne. Zwigzki te trafiajga na rynek bez zadnych badan ich
toksycznosci czy toksykokinetyki. Nieznane dziatanie tych Srodkéw stanowi
bezposrednie zagrozenie dla zdrowia, a nawet utraty zycia ich uzytkownikéw. Wzrost
liczby substancji wprowadzanych na rynki narkotykowe doprowadzit decyzja Rady
Europy do powstania Systemu Wczesnego Ostrzegania (Early Warning System, EWS)
o nowych srodkach w 2005 roku. System ten jest prowadzony przez Europejskie
Centrum Monitorowania Narkotykéw i Narkomanii (European Monitoring Centre for
Drugs and Drug Addiction, EMCDDA). W 2008 roku do EMCDDA zgtoszono
13 NSP. W kolejnych latach rejestrowano odpowiednio 24 (2009), 41 (2010), 49 (2011),
73 (2012), 81 (2013) oraz 101 NSP w 2014 roku (rys. 1). Jak wynika z raportéw tej
organizacji, w latach 2005-2014, na rynek europejski wprowadzono w sumie ponad
400 NSP, a obecnie monitorowanych jest ich ponad 450 [8]. Dotychczas nie sg dostepne
dane z 2015 roku, ale mozna sie spodziewa¢, ze liczba NSP, ktére pojawity sie na rynku
w ubieglym roku nie bedzie nizsza od tej z roku 2014.

Gwattowny wzrost liczby NSP obserwowany od 2010 roku réwniez w Polsce
doprowadzit do zdecydowanych dziatan organéw administracji rzadowej skutkujacych
zamknieciem prawie 1400 sklepéw oferujacych ‘dopalacze’ i konfiskaty ponad 100 tys.
preparatéw. Niestety efekty tych dziatan byty krotkotrwate, a obecnie sprzedaz NSP,
gléwnie przez Internet, sukcesywnie rosnie. Polska jest obecnie jednym z europejskich
krajow, w ktorych konfiskuje sie najwieksze iloSci NSP [8]. Substancje te sg zazwyczaj
sprowadzane spoza Europy (gtéwnie Chin i Indii), po czym na miejscu s3a
konfekcjonowane. Coraz cze$ciej sg takze wytwarzane w nielegalnych laboratoriach na
terenie naszego kraju. W Polsce w Ustawie o przeciwdziataniu narkomanii regulujacej
problematyke Srodkéw psychoaktywnych znajdujg sie wykazy Srodkow odurzajacych
(N) i substancji psychotropowych (P). Srodki psychoaktywne s3 podzielone na 4 grupy
w zaleznoS$ci od ryzyka wywotania uzaleznienia oraz zakresu stosowania dla celéw
medycznych. W przypadku stwierdzenia zasadnos$ci objecia kontrolg nowej substancji,
ww. ustawa jest nowelizowana. W ostatniej nowelizacji, ktéra weszta w zycie 1 lipca
2015 roku, na listach substancji kontrolowanych pojawito sie kolejnych 114 NSP.

NSP nalezg do réznych grup chemicznych, m.in. katynonoéw, fenetyloamin,
tryptamin, piperazyn i syntetycznych kannabinoidéw. W ostatnich latach pojawity sie
substancje nalezgce do aminoindandéw, aryloalkiloamin oraz arylocykloheksyloamin.
W sklepach internetowych oferowane s3g takze pochodne wielu produktéw leczniczych,
glownie benzodiazepin (np. fenazepam, cinazepam czy flubromazolam bedacy
analogiem triazolamu), ktore nie sg objete lekospisem w Polsce. Ze wzgledu na dziatanie
NSP mozna podzieli¢ m.in. na zwigzki o dziataniu stymulujgcym, psychodelicznym oraz
dysocjacyjnym. Z chemicznego punktu widzenia NSP stanowig najczeSciej proste
modyfikacje substancji kontrolowanych. Jest to spowodowane faktem, Ze substancje te
sg syntetyzowane w celu ominiecia obowigzujacych przepiséw antynarkotykowych,
zwykle poprzez zmiane struktury znanych Srodkéw odurzajacych i substancji
psychotropowych, albo przez wytworzenie substancji o odmiennych strukturach
chemicznych, ale wywotujacych objawy podobne do efektéow dziatania na oSrodkowy
uktad nerwowy (OUN) znanych narkotykéw. Tworzone sg poprzez wprowadzanie do
struktur dodatkowych grup chemicznych, np. metylowych lub tez zastgpienie atomu
wodoru atomem halogenu (Br, Cl, I). Czesto pojawiaja sie izomery strukturalne
substancji kontrolowanych, np. 3-metylometkatynon (3-MMC), ktéry zastgpit
kontrolowany od 2010 roku mefedron (4-metylometkatynon, 4-MMC), a nalezy
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zaznaczy¢, ze zidentyfikowano takze 2-MMC, ktorego dziatanie jest stabsze od 4-MMC
i 3-MMC. Wsrdéd NSP szczegdlng popularno$¢ zyskaty takze substancje, ktére pierwotnie
przeznaczone byly do badan naukowych nad receptorami. Ze wzgledu na charakter
substancji psychoaktywnych kluczowe znaczenie maja cztery rodzaje receptoréw -
dopaminowe, adrenergiczne, serotoninowe oraz kannabinoidowe. Endogennymi
ligandami  trzech  pierwszych receptorow s3 odpowiednio  nastepujace
neuroprzekazniki: dopamina, adrenalina i noradrenalina oraz serotonina. Z Kkolei
najbardziej znang substancjg dziatajaca na receptory kannabinoidowe jest
A%-tetrahydrokannabinol (THC). Ws$réd NSP wymieni¢ nalezy metoksybenzylowe
pochodne fenetyloamin, czyli tzw. NBOMe oraz syntetyczne kannabinoidy (obecnie
zidentyfikowano ponad 130 zwigzkow z tej grupy).

ZALOZENIA I CEL BADAN

NSP stanowia istotny problem miedzy innymi dla toksykologéw sadowych
i klinicznych oraz ustawodawcéw wielu krajéow. Zwigzane jest to gléwnie z bardzo
szybkim wzrostem liczby substancji oraz ich duzym podobienstwem chemicznym
w grupie. Badania przesiewowe na obecno$¢ NSP w materiale biologicznym powinny
by¢ czescig rutynowego toku postepowania w przypadkach zatrué. Objecie analizg duzej
liczby zwigzkéw z réznych grup chemicznych stanowi jednak powazne wyzwanie dla
analityka, co sprawia, Ze dotychczas nie opracowano kompleksowych metod
przesiewowych, ktére umozliwialyby wykrywanie tak szerokiego spektrum tych
zwigzkdbw w materiale biologicznym. Popularne testy immunochemiczne nie s3
efektywne dla roznorodnych i zmiennych NSP. Dodatkowo dostarczajg one czesto
wynikéow btednych zaréwno dodatnich, jak i ujemnych. Stosowane w wielu
laboratoriach metody analityczne, takie jak chromatografia gazowa potaczona ze
spektrometrig mas (GC-MS), czy wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcja
diodowa (HPLC-DAD) okazujgq sie w stosunku do NSP niewystarczajace. Skutkuje to
brakiem mozliwosci jednoznacznej identyfikacji substancji obecnych zar6wno we krwi
0s06b trafiajacych do szpitalnych oddziatéw toksykologicznych z podejrzeniem zatrucia,
jak i osob, ktore ulegty zatruciom Smiertelnym oraz oséb podejrzanych o stosowanie
NSP, w tym kierowcow. Brak skorelowania danych dotyczacych zaobserwowanych
objawow oraz stezen konkretnych substancji u oséb stosujacych NSP uniemozliwia
okresSlenie ich wplywu na organizm, a takze sprawno$¢ psychomotoryczng. Zdrowotne
i spoteczne konsekwencje uzywania NSP stajg sie coraz istotniejszym problemem. Dane
pozwalajace na ocene tego zjawiska s3 ciggle fragmentaryczne. Dziatania majace na celu
przeciwdziatanie rozpowszechnianiu sie NSP wymagaja wiec skutecznych badan.

Nowoczesne techniki analityczne rozszerzaja mozliwosci badawcze. Z tego
wzgledu podjeto préobe kompleksowego podejscia do problemu identyfikacji NSP
w plynach ustrojowych. Celem czeSci badan zawartych w jednotematycznym bloku
publikacji byto opracowanie metody przesiewowej pozwalajacej na jednoczesne objecie
szerokiego spektrum NSP z wielu grup chemicznych oraz metod potwierdzajacych
umozliwiajacych ich jednoznaczng identyfikacje i oznaczenie w plynach ustrojowych,
w szczeg6lnosci we krwi.

Réznorodno$¢ NSP wymaga aby opracowywane metody byty czute i selektywne,
a zastosowane techniki ekstrakcji umozliwiaty izolacje zwigzkéw o réznym charakterze
z matrycy biologicznej z zadawalajacag wydajnoscia. Jednoczesnie zatozono, Zze metody
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musz3 by¢ wydolne do identyfikacji i oznaczania zwigzkéw posiadajacych podobna
strukture chemiczng i podobne wtasciwosci fizykochemiczne, w tym réwniez izomeréw
strukturalnych. Ponadto oprécz rdznorodnosci, NSP stwarzaja duze trudnoSci
analityczne ze wzgledu na ich dziatanie na organizm w matych dawkach oraz szybkie
i liczne przemiany metaboliczne, ktéorym ulegaja w organizmie. Prowadzi to do
wystapienia niskich stezen zwigzkéw macierzystych i ich licznych metabolitéw
w bioprdébkach. Metody powinny charakteryzowa¢ sie niska granicg wykrywalnosci
(LOD). Opracowane procedury przesiewowe powinny mie¢ charakter otwarty, tzn.
zapewniajacy mozliwo$¢ ustawicznego dotgczania nowych zwigzkéw do postepowania
analitycznego. Szczegdlny nacisk potozono wiec na chromatografie cieczowg potaczong
z tandemowa spektrometria mas, ktéra umozliwia wigczanie do badan kolejnych
zwigzkow badZz modyfikacje stworzonej biblioteki. Kolejnym zatozeniem byto
opracowanie metod prostych i szybkich, umozliwiajacych analize duzej liczby probek.
Bardzo istotnym elementem uwzglednianym przy opracowywaniu metod badawczych
byta ich zgodnos$¢ ze standardami obowigzujacymi w miedzynarodowej kontroli jakoSci
badan. Realizowano to poprzez prowadzenie odpowiednich proceséw walidacji. Przy
opracowywaniu metod uwzgledniono roéwniez niewielka objeto$¢ bioprébki potrzebng
do przeprowadzenia analizy.

Kolejnym celem byta ocena objawow dziatania NSP, przy wyznaczonym ich
stezeniu w probkach krwi. Znajomo$¢ zaobserwowanych objawéw, okolicznosci
zdarzenia, oszacowanie czasu, w ktérym nastgpito przyjecie NSP i wyniki analizy
toksykologicznej umozliwity okres$lenie wptywu wybranych $rodkéw na organizm,
a w szczeg6lnosci na sprawno$¢ psychomotoryczng. Ocena stezen NSP dotyczyta takze
sekcyjnego materiatu biologicznego, a wiec okresSlenia zakreséw stezen - toksycznych
i spotykanych w przypadkach zatru¢ $miertelnych. Wieloletni monitoring NSP
w materiale biologicznym nadsytanym do rutynowych badan do Instytutu Ekspertyz
Sadowych (IES) w ramach dzialalnosci opiniodawczej dostarczyt danych
epidemiologicznych odnos$nie do rodzaju najczeSciej przyjmowanych NSP w Polsce,
w tym powodujacych zatrucia ostre i/lub Smiertelne oraz schematéw ich przyjmowania.

MATERIAL. BADAWCZY

Przedmiotem badan byty gtéwnie préby ptynéw ustrojowych, przede wszystkim
krwi, pobierane od o0s6b zmartych oraz oséb uwiktanych w kolizje z prawem,
a w szczegolnosci kierowcéw, ktore stanowity material nadestany do IES, w latach
2011-2016, wraz z postanowieniami organéw dochodzeniowych o przeprowadzenie
analizy chemiczno-toksykologicznej. tacznie przebadano ponad 2000 préb krwi.
Badaniami objeto takze préby moczu i ptynu z gatki ocznej, a takze inny materiat
sekcyjny, w tym wycinki narzadéw wewnetrznych pobranych od oséb zmartych, ktére
przed $miercig przyjmowaty NSP. Opisy objawdw i okolicznos$ci zdarzenia uzyskiwano
z protokotéw pobrania krwi wypetnianych przez lekarza, akt sprawy oraz innych
ustalen faktycznych w sprawach.

Préby krwi kontrolnej (wolnej od analitow) stosowane do opracowania
i walidacji metod pochodzity ze stacji krwiodawstwa.

W niektorych pracach materiatem badawczym byly takze $rodki i substancje
zabezpieczone na miejscu zdarzenia, wystepujace w formie proszkéw i krysztatow.
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Certyfikowane substancje wzorcowe stosowane podczas opracowywania
i walidacji metod pochodzity z firm Cayman Chemical Company, LGC Standards,
Lipomed, Cerilliant oraz NMI (Australian Government National Measurement Institute).
Niektére substancje stosowane do opracowywania metody przesiewowej pochodzity
z materiatow zabezpieczonych na rynku narkotykowym, ktore zidentyfikowano
metodami chromatografii gazowej potaczonej ze spektrometria mas z jonizacja
elektronowg (GC-EI-MS), chromatografii cieczowej potaczonej ze spektrometrig mas
(LC-MS) z wykorzystaniem hybrydowego detektora typu kwadrupol-analizator czasu
przelotu, spektrometrii w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR) oraz
spektrometrii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR), zgodnie z procedurami
stosowanymi w IES.

Pozostate stosowane odczynniki chemiczne byty czystosci do HPLC.

METODYKA BADAWCZA

Ciaggle pojawiajace sie NSP sprawiajg, Zze metodyka ich oznaczania w materiale
biologicznym musi by¢ nieustannie rozwijana. Cechami, ktoére umozliwiajg
kompleksowg analize szerokiego spektrum NSP w materiale biologicznym
charakteryzujg sie tylko metody wykorzystujagce nowoczesne techniki sprzezone,
szczegblnie chromatograficzne z detekcja mas, np. chromatografii cieczowej
z tandemowa spektrometrig mas (LC-MS/MS). Wymog niskiej granicy wykrywalnosci
dla metod stosowanych do wykrywania tych zwigzkéw w réznego rodzaju bioprébkach
wynika zarowno z konieczno$ci objecia analiza przesiewowg zwigzkéw o réznym
charakterze chemicznym, jak i wprowadzania ich do organizmu w niskich dawkach, jak
to ma miejsce np. w przypadku syntetycznych kannabinoidéw oraz pochodnych
fenetyloaminy, szczeg6lnie substancji z grupy NBOMe, dla ktérych dawka aktywna
najczesciej nie przekracza 1 mg.

Dlatego tez do badan stosowano gtéwnie techniki sprzezone. Do rozdzielania
analitow stosowano chromatografie cieczowa (LC), a do identyfikacji spektrometrie mas
(MS), a czasem detekcje diodowg (DAD). W badaniach wykorzystywano chromatografy
cieczowe potaczone ze spektrometrami mas w postaci potroéjnego kwadrupola (LC-QQQ-
MS) oraz z hybrydowym detektorem typu kwadrupol-analizator czasu przelotu
(LC-QTOF-MS). Do gtéwnych zalet opracowanych metod sprzezonych naleza wysoka
czuto$¢ i selektywnos$¢. Metody te zapewniajg takze jednoznaczng identyfikacje oraz
eliminujg potencjalne interferencje ze strony matrycy materiatu biologicznego dzieki
komplementarno$ci, czyli uzyciu dwéch réznych metod wytwarzajacych sygnaty
analityczne na roznych zasadach. W badaniach wykorzystano réwniez technike GC-MS.
Metody GC-MS i HPLC-DAD stosowano takze podczas analizy materiatéw
niebiologicznych (m.in. proszkéw i krysztatéw) zabezpieczonych na miejscu zdarzenia.
Szczegotowe informacje na temat opracowanych metod podano w poszczegdlnych
publikacjach [H1-H15].
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OMOWIENIE UZYSKANYCH WYNIKOW

Badaniami zawartymi w przedstawianym cyklu publikacji objeto zwigzki
nalezace do réznych grup NSP. Najwieksze grupy stanowity katynony oraz syntetyczne
kannabinoidy. Opracowano metody umozliwiajagce identyfikacje i oznaczenie NSP
w materiale biologicznym. W pracach omdéwiono takze popularne formy w jakich
wystepuja konkretne NSP, a takze dawki i drogi podania. Opublikowane prace
dostarczaja danych dotyczacych wptywu NSP na organizm, w tym na sprawno$¢
psychomotoryczng, w szczegdélnosci w odniesieniu do wyznaczonych stezen. Istotne jest
takze omowienie przypadkéw zatru¢ NSP wraz z wyznaczonymi we krwi (i innym
materiale) ich stezeniami oraz opisami efektow wywotywanych przez te substancje.
Z uwagi na fakt, ze wiekszo$¢ NSP bedacych tematem moich prac to zwigzki nowe,
istnieje bardzo mato danych literaturowych na ich temat. Dlatego prowadzone przeze
mnie prace nalezy traktowac jako prekursorskie i wiodace w tej tematyce.

Opracowane metody analityczne

Metoda przesiewowa

Istnieje duze zapotrzebowanie na szybkie metody przesiewowe, Kktore
umozliwialyby identyfikacje NSP w materiale biologicznym. Pomimo tego, jak
dotychczas nie zostaly opracowane takie metody. Metody immunochemiczne s3
ograniczone do konkretnych grup zwigzkéw. Dostepne testy nie s3 specyficzne
i wystarczajaco czute, aby wykrywac¢ NSP, a w konsekwencji pojawiajace sie na rynku
nowe substancje sg za ich pomoca stabo lub tez w ogole nie wykrywane. Najwiekszym
ograniczeniem metod immunochemicznych jest jednak to, Ze s3 one zawsze
ukierunkowane na zwiazki o podobnym charakterze chemicznym z okres$lonych grup.
Nie istnieja testy, ktére umozliwialyby jednoczesng identyfikacje zwiazkéw z wszystkich
grup NSP.

Kluczowa z punktu widzenia procesu identyfikacji nowych zwigzkow jest metoda
LC-MS/MS. Opublikowane dotychczas nieliczne metody obejmujgce najszersze
spektrum zwigzkow ograniczaty sie do kilkudziesieciu substancji z wybranych grup NSP.
Czesto wymagaty wieloetapowego przygotowania probek oraz kilku nastrzykow
(ze wzgledu na rézne warunki chromatograficzne dla réznych grup zwigzkéw), co
znaczaco komplikowato i wydtuzato procedure badawczg, a w konsekwencji takze
koszty [9-11]. Dlatego w pierwszej kolejnoSci postanowitem zajg¢ sie opracowaniem
metody prostej i szybkie;j.

Bardzo waznym elementem procesu analitycznego, decydujacym o wyniku
analizy, jest proces przygotowania probek. Do izolacji NSP z matrycy biologicznej
opracowano prosta procedure przygotowania, wymagajaca uzycia proby krwi
o objetosci zaledwie 0,2 ml [H2]. W przypadku analizy ztoZzonych matryc, zwtaszcza
biologicznych, proces izolacji moze prowadzi¢ do utraty czeSci analitow, dlatego
konieczne jest stosowanie wzorcow wewnetrznych. Dodanie wzorcéw wewnetrznych
przed przystapieniem do przygotowania prébki umozliwia skorygowanie tych strat.
Ponadto, uniezaleznia otrzymane wyniki od objetosci pobieranego ekstrahenta i wahan
dziatania aparatury. Idealnymi wzorcami wewnetrznymi sg oczywiscie deuterowane
pochodne analitéow. Dlatego do krwi dodawano deuterowane pochodne zwigzkéw
z najpopularniejszych grup NSP - Kkatynonéw i syntetycznych kannabinoidéw
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(odpowiednio mefedron-D3 i JWH-018-Do). Izolacje NSP z krwi prowadzono poprzez
stopniowe stragcanie acetonitrylem (o objetosci 0,6 ml). Uzyskany supernatant po
odwirowaniu przy 13 000 obr/min przez 5 min odparowywano w temperaturze 37°C.
Suchg pozostato$¢ rozpuszczano w 0,1% roztworze kwasu mréwkowego w wodzie (v/v).

Zaproponowana procedura izolacji analitow z prébek jest bardzo prosta
i zapewnia powtarzalng wydajno$¢ znaczgco upraszczajac procedure. Najwazniejsza
wada tej metody izolacji jest wyosobnienie wraz z analitami duzej iloSci sktadnikow
matrycy krwi. Wspétizolowane sktadniki matrycy wplywaja na jako$¢ oznaczen
technika LC-MS poprzez wywotywanie tzw. efektow matrycowych. Takie efekty mogg
prowadzi¢ do btednych oznaczen analitu w badanej prébce. Sktadniki matrycy moga
wptywac na najwazniejsze parametry metody jakimi sg liniowoS$¢, precyzja i doktadnos¢
oznaczen. Efekty takie badatem w szczegélnosci w odniesieniu do syntetycznych
kannabinoidéw (UR-144, XLR-11 i STS-135), a ich wyniki przedstawitem w pracy [H3].
W pracy tej sprawdzitem wptyw sposobu ekstrakcji (stracanie acetonitrylem, ekstrakcja
ciecz-ciecz, ekstrakcja do fazy statej) na wielko$¢ efektéw matrycowych. Przedstawitem
takze prosty sposéb okreSlania i przedstawiania efektow matrycowych (tzw.
znormalizowane profile). Opracowana metoda taczy zalety oraz eliminuje wady
dotychczas stosowanych dwoch - nastrzyku po kolumnie (metoda jakoSciowa dla catego
chromatogramu) oraz dodatku wzorca po ekstrakcji (metoda iloSciowa okre$lajaca efekt
matrycowy tylko w miejscu elucji badanej substancji). Umozliwia ilosSciowe okreslenie
efektow matrycowych w calym chromatogramie, co ma szczeg6lne znaczenie podczas
opracowywania nowych metod analitycznych. Uzyskane wyniki pokazaly znaczna
zalezno$¢ efektow matrycowych od sposobu przygotowania probki, rodzaju
analizowanego zwigzku i monitorowanego jonu [H3].

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze nadrzednym celem podczas opracowywania
procedury przesiewowej [H2] bylo zastosowanie takiej metody izolacji, ktora
obejmowata szerokie spektrum zwigzkéw o réznych wtasnosciach fizykochemicznych.
Stracanie niewielkiej objetosci krwi w konsekwencji ograniczyto zuzycie
rozpuszczalnikow i czas przygotowania oraz przelozyto sie takze na ograniczenie
kosztow. Nie liczac czasu odparowywania acetonitrylu, catkowity czas przygotowania
jednej probki krwi wynosi zaledwie kilka minut, co pozwala na poréwnanie tej
procedury do tych stosowanych w metodach immunochemicznych. W przypadku
przygotowywania wiekszej liczby probek czas przygotowania przypadajacy na jednag
probke jest znaczaco kroétszy.

Do badan zastosowano chromatograf cieczowy serii 1200 potaczony ze
spektrometrem mas 6460 w postaci potrojnego kwadrupola firmy Agilent Technologies.
Rozdziat analitéw nastepowat na kolumnie Zorbax SB-C18 (2,1 x 50 mm, 1,8 pm) firmy
Agilent Technologies. Faza ruchoma podawana na kolumne w trybie gradientowym
sktadata sie z mieszaniny 0,1% roztworu kwasu mréwkowego w wodzie (v/v) i 0,1%
roztworu kwasu mréwkowego w acetonitrylu (v/v). Zastosowanie krotkiej kolumny
oraz prostego programu gradientu sktadu fazy pozwolito na znaczne skrdcenie czasu
analizy, a dodatkowo umozliwito zastosowanie przeptywu na poziomie 0,3 ml/min, co
przetozyto sie na niewielkie zuzycie faz ruchomych [H2].

Uzycie techniki LC-MS/MS zapewnito czuto$¢, selektywnos¢ i specyficznos$¢, ktore
sg niezbedne w analizie przesiewowej w kierunku wielu NSP. Nie bez znaczenia jest fakt,
ze tego typu techniki stajg sie coraz powszechniejsze w laboratoriach toksykologicznych,
co sprawia, Ze opracowana przeze mnie metoda moze by¢ rutynowo wykorzystywana
w innych jednostkach. Opisane powyzej urzadzenie pracowato w trybie dynamicznego
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monitorowania wybranych reakcji (dAMRM) oraz detekcji jonéw dodatnich. Tryb dMRM
polega na monitorowaniu przejs¢ MRM dla konkretnego zwigzku tylko w czasie
zblizonym do oczekiwanego dla tego zwigzku czasu retencji (zastosowano przedziat
detekcji + 0,5 min), co istotnie wptywa na czuto$¢. Dla kazdego z analitow (z wyjatkiem
trzech) monitorowano po trzy przejScia MRM (jon macierzysty oraz po trzy jony
fragmentacyjne). W sumie rejestrowano 432 przejscia MRM. Pozostate istotne
parametry detektora masowego wynosily odpowiednio: napiecie kapilary: 3500 V,
przeptyw i temperatura gazu (azot): 10 I/min i 325°C, przeptyw i temperatura gazu
ostonowego: 10 1/min i 350°C, ci$nienie nebulizera: 40 psi [H2].
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Rys. 2. Przyktadowy chromatogram MRM ekstraktu z krwi wzbogaconej 36 NPS,
w stezeniu 100 ng/ml [H2].

Opracowana przeze mnie metoda przesiewowa umozliwia objecie analizg 143
NSP z réznych grup (liczba zwigzkéw): katynonéw (36), fenetyloamin (26), tryptamin
(18), piperazyn (9), piperydyn (2), syntetycznych kannabinoidéw (34), aryloalkiloamin
(7), arylocyklokesyloamin (3), aminoindanéw (2) i innych zwigzkéw (6). Szczegétowe
parametry metody wraz z wyszczeg6lnieniem analizowanych zwigzkéw przedstawiono
w pracy [H2]. ZatoZzeniem byto stworzenie metody otwartej, do ktérej mozna by wiaczac
kolejne substancje pojawiajace sie na rynku. Dlatego obecnie metoda obejmuje juz
prawie 170 NSP. Zastosowany program gradientowy pozwala na elucje tak duzej liczby
zwigzkow w czasie ponizej 10 min (catkowity czas analizy wraz ze stabilizacjg fazy
ruchomej wynosi 14 min). Wiekszo$¢ analitow jest bardzo dobrze rozdzielona dzieki
réznym czasom retencji oraz odmiennym parom MRM. Kilka zwigzkow (w szczegdlnosci
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izomery strukturalne, np. 2-MMC, 3-MMC i 4-MMC) charakteryzowaty sie identycznymi
parami MRM i zblizonymi czasami retencji. Niemniej zastosowanie dwoch wzorcow
wewnetrznych (mefedron-Ds i JWH-018-D9) znaczaco utatwito identyfikacje poprzez
okreslanie wzglednych czaséw retencji (RRT). Dla 32 NSP przeprowadzono walidacje,
a dla 104 okreslono granice wykrywalnosci. Oszacowane LOD mieScity sie w zakresie od
0,01 do 3,09 ng/ml, ale tylko dla 15 z nich byty wyzsze niz 1 ng/ml. Nalezy zaznaczy¢, ze
LOD byty obliczane dla pary MRM o najnizszej intensywnosci z trzech monitorowanych.
Tak niskie granice detekcji $wiadczg, Ze metoda jest odpowiednia do wykrywania NSP
we krwi, w tym tych z grup syntetycznych kannabinoidéw oraz pochodnych
fenetyloaminy z grupy NBOMe. Zwigzki te charakteryzuja sie bardzo wysokim
powinowactwem  odpowiednio @ do  receptoré6w  serotoninowych  5-HT2a
i kannabinoidowych CB1 [12, 13]. Ich dawki aktywne sg wiec bardzo niskie (znacznie
ponizej 1 mg), co skutkuje bardzo niskimi stezeniami we krwi. Opracowana procedura
jest od kilku lat rutynowo stosowana w Pracowni Analiz Toksykologicznych IES.
Uzyskiwane wyniki, ktére omoéwiono ponizej i w Kkilku publikacjach [H5, H6, H7]
potwierdzajg jej uzytecznosc¢.

Metody ukierunkowane

Opracowane przeze mnie metody celowane mozna podzieli¢ na dwie grupy - te
stosowane do oznaczania zwigzkow z grup katynonéw i pochodnych fenetyloaminy oraz
te, ktére stosowano podczas analizy iloSciowej syntetycznych kannabinoidow.
W badaniach materiatu biologicznego stosowatem gtéwnie poprzednio opisany aparat

LC-QQQ-MS.

Metody celowane opracowatem do oznaczania we krwi (a takze innych
materiatach biologicznych) m.in. mefedronu [H1, H4], 2-metylometkatynonu (2-MMC)
[H4], 3-metylometkatynonu (3-MMC) [H4, H6, H8], bufedronu [H4, H9],
metamfepramonu (dimetylometkatynonu) [H4], etkatynonu [H4],
4-metyloetylokatynonu (4-MEC) [H10], a-pirolidynopentiofenonu (a-PVP) [H7],
3,4-metylenodioksypirowaleronu (MDPV) [H11], metoksetaminy (MXE) [H12],
5-(2-aminopropylo)benzofuranu  (5-APB) [H8], (1-pentyloindolo-3-ylo)(2,2,3,3-
tetrametylcyklopropylo)metanonu (UR-144) [H13, H14] i 2-{[1-(cykloheksylometylo)-
1H-indolo-3-ylo]formamido}-3,3-dimetylomaslanu metylu (MDMB-CHMICA) [H15].

Do izolacji syntetycznych kannabinoidéow - UR-144 i MDMB-CHMICA stosowano
strgcanie acetonitrylem podobnie jak w przypadku wyzZej opisanej procedury
przesiewowej. Jako wzorzec wewnetrzny uzywano deuterowang pochodng JWH-018,
ktéra byta dodawana do krwi w iloSci pozwalajacej na osiagniecie stezenia 10 ng/ml.
Z kolei izolacje NSP nalezacych do pozostatych grup prowadzono poprzez ekstrakcje
ciecz-ciecz ze Srodowiska zasadowego. Przed ekstrakcja do 0,2 ml krwi dodawano
deuterowang pochodng mefedronu (do osiggniecia stezenia 100 ng/ml) oraz 0,2 ml
0,5 M buforu weglanowego (pH 11 lub 12, w zaleznosci od metody). Nastepnie
dodawano 1 ml chlorku n-butylu, proby wytrzasano za pomoca worteksu, po czym
wirowano. Faze organiczng (0,8 ml) przenoszono do kolejne;j fiolki i po dodaniu 0,1 ml
0,025 M HCI odparowywano przez okoto 10-15 minut. Pozostatg faze wodng (kwas)
nastrzykiwano na kolumne chromatograficzna.

W swoich pracach analizowatem réwniez inne nizZ krew materiaty biologiczne.
W przypadku ptynu z galki ocznej procedury przygotowania byty identyczne jak dla
krwi. W celu wyznaczenia catkowitego stezenia zwigzkéw w moczu (w tym sprzezonych
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z kwasem glukuronowym), materiat ten przed ekstrakcja poddawano hydrolizie
enzymatycznej z [3-glukuronidaza/arylsulfatazg (50 pl, przez 60 min przy 55°C) [H13].
Wycinki narzagdéw wewnetrznych homogenizowano po czym uzyskane homogenaty
(rownowazne 0,2 g tkanki) traktowano podobnie jak préby krwi [H15]. Jednym
z ciekawszych materiatow byly suche plamy krwi, ktérych badania podjatem sie
w ramach jednej z prac [H12]. W tym przypadku kawatki nasigknietego krwig kartonu
macerowano 0,025 M kwasem solnym, a nastepnie uzyskane maceraty poddawano
ekstrakcji ciecz-ciecz. Material badawczy stanowity takze S$rodki i substancje
zabezpieczone na miejscu zdarzenia, wystepujace w formie proszkéw i krysztatéw, lub
tez opakowan po preparatach stanowigcych ‘dopalacze’ [H1, H8, H9]. Wyniki tych
badan nie s3 jednak tematem niniejszego autoreferatu.

Rozdziat syntetycznych kannabinoidéw nastepowat na kolumnie Kinetex C18
2,6u 100A (100 x 4,6 mm) firmy Phenomenex. Taka kolumne zastosowatem ze wzgledu
na fakt, ze syntetyczne kannabinoidy charakteryzujg sie mniejszg polarnoscig przez co
w odwroconym uktadzie faz sg eluowane z kolumny po dtugim czasie. Kolumna Kinetex
posiada ziarno, ktore w przeciwienstwie do wiekszosci wypetnien kolumn
chromatograficznych, nie jest catkowicie porowate, co zwieksza sprawno$¢ i powoduje,
ze piki stajg sie znacznie wezsze i wyzsze, w szczegollnosci te pochodzace od zwigzkow
stabo eluowanych (o dtugich czasach retencji). Optymalizacja ksztattu piku przektada sie
na osiggniecie lepszej czutosci, co ma kluczowe znaczenie dla zwigzkéw wystepujacych
we krwi w bardzo niskich stezeniach. Rozdziat zwigzkéw z pozostatych grup nastepowat
na wczesniej opisanej kolumnie Zorbax SB-C18.

We wszystkich metodach celowanych [H1, H5-H15] faza ruchoma byta
podawana na kolumne w trybie gradientu sktadu fazy, ktérg stanowita mieszanina 0,1%
roztworu kwasu mrowkowego w wodzie (v/v) i 0,1% roztworu kwasu mréwkowego
w acetonitrylu (v/v). Przeptyw fazy ruchomej wynosit 0,5 ml/min (na kolumnie Kinetex)
lub 0,3 ml/min (na kolumnie Zorbax), a objeto$¢ nastrzyku 10 pl. Catkowite czasy analiz
wynosity odpowiednio 7 min (UR-144 [H13]), 22 min (UR-144 [H14], MDMB-CHMICA
[H15]) i 23 min (UR-144 [H13]) dla metod oznaczania syntetycznych kannabinoidow
oraz 13 min (MXE [H12]), 14 min (mefedron [H1], 3-MMC [H6 i H8], a-PVP [H7], 5-APB
[H8], bufedron [H9], MDPV [H11]) lub 17 min (4-MEC [H10]) dla pozostatych substancji.

Spektrometr masowy pracowat w trybie MRM lub dMRM. We wszystkich
metodach, dla kazdego z analitbw monitorowano po trzy lub nawet cztery przejScia
MRM. Pozostate parametry detektora masowego s3 opisane w poszczegélnych
publikacjach [H1, H6-H15].

Rozdzielanie izomerow konstytucyjnych

NSP nalezace do jednej grupy bardzo czesto charakteryzujg sie zblizong budowa
chemiczng, stanowigc izomery strukturalne. Rozdzielenie oraz jednoznaczna
identyfikacja izomerdéw strukturalnych sg niezwykle wazne z kilku powodéw. Zwiazki te
réznig sie wilasSciwosciami farmakologicznymi i toksykologicznymi, dziataniem
i efektami, ktéore wywotuja oraz réznym statusem prawnym co skutkuje odmienng
penalizacja za ich posiadanie. Opracowatem i przedstawitem metody umozliwiajace
rozroznienie mefedronu (4-MMC) i 3-MMC, a takze izomeréw 5-APB i 6-APB
w publikacji [H8].
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Do problematyki wrécitem w kolejnej pracy [H4]. Poréwnatem mozliwosci
réznych metod analitycznych (GC-MS, HPLC-DAD, LC-MS/MS) do rozdzielenia
i odroznienia mefedronu i jego izomeréw: 3-MMC, 2-MMC(, bufedronu, metamfepramonu
i etkatynonu. Wszystkie te zwigzki charakteryzujg sie identyczng masg molowg
wynoszaca 177,24 g/mol, a r6znig sie tylko miejscem przylaczenia grupy metylowej (rys.
3). Nalezy zaznaczy¢, ze wszystkie z nich moga by¢ stosowane w celu wprowadzenia sie
w stan odurzenia, ale tylko 2-MMC nie jest kontrolowany Ustawg o przeciwdziataniu
narkomanii, a pozostate (précz mefedronu) trafity na liste substancji psychotropowych
grupy I-P dopiero w potowie 2015 roku.

Wszystkie = omawiane  techniki umozliwiaja  rozrdéznienie  izomerow
konstytucyjnych mefedronu. W metodzie GC-MS konieczne jest rdéwnoczesne
wykorzystanie czas6w retencji i widm masowych. W zastosowanych w metodzie HPLC-
DAD warunkach nie mozna byto rozrézni¢ poszczeg6lnych izomeréw na podstawie ich
czasOw retencji, ale umozliwity to odmienne widma UV/VIS. Warunki rozdziatu
zoptymalizowano dla metody LC-MS/MS (rys. 4), w ktérej identyfikacja byta dodatkowo
wspomagana poprzez réznice w intensywnos$ciach jonow potomnych (dla analitow
monitorowano 10 przej$¢ MRM (m/z): 178,1 — 72,1; 178,1 — 77,1; 178,1 — 91,1; 178,1
— 105,1;178,1 —» 117,1; 178,1 — 131,1; 178,1 — 133,1; 178,1 — 144,1; 178,1 — 145,1;
178,1 — 160,1). Rozdziat izomeréw w tej metodzie nastepowat na wczesniej opisanej
kolumnie Kinetex. Faza ruchoma sktadajgca sie z mieszaniny 0,1% roztworu kwasu
mréwkowego w wodzie (v/v) (A) i 0,1% roztworu kwasu mréwkowego w acetonitrylu
(v/v) (B) byta podawana na kolumne w warunkach izokratycznych (7% fazy B)
z szybkoscig 0,8 ml/min. Zoptymalizowane warunki chromatograficzne pozwolilty na
bardzo dobre rozdzielenie sze$ciu analitow (mefedronu, 3-MMC(C, 2-MMC, bufedronu,
metamfepramonu i etkatynonu), ktore byty eluowane w zakresie od 4,3 min do 10,5 min
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Rys. 3. Wzory strukturalne izomeréw mefedronu: a - metamfepramon
(dimetylokatynon), b - etkatynon, c - bufedron, d - 2-metylometkatynon
(2-MMC(), e - metafedron (3-MMC(), f - mefedron (4-MMC(C).
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Rys. 4. Chromatogram LC-MS/MS izomerdw metylometkatynonu
(1 - metamfepramon, 2 - etkatynon, 3 - bufedron, 4 - 2-MMC(, 5 - mefedron,
6 - 3-MMC) [H4].

W pracy okreslono takze LOD dla kazdej z metod. W przypadku GC-MS (w trybie
przemiatania zakresu mas) byto to 1000-2500 ng/ml, co sprawia, Ze metoda ta nadaje
sie tylko do analizy materiatu niebiologicznego. LOD dla metod HPLC-DAD i LC-MS/MS
byty znacznie nizsze i wynosity odpowiednio 1,4-2,7 ng/ml oraz 0,03-0,39 ng/ml,
potwierdzajac, Zze moga one by¢ wykorzystywane w analizie materiatéw biologicznych,
w tym krwi.

Walidacja

Wszystkie opracowywane metody poddawatem procesowi walidacji zgodnie
z zaleceniami Naukowej Grupy Roboczej ds. Toksykologii Sadowej (Scientific Working
Group for Forensic Toxicology, SWGTOX) [14]. Umozliwito to zapewnienie rzetelnych,
wiarygodnych i doktadnych wynikéw, co ma decydujgce znaczenie w przypadku analizy
toksykologicznej, ktérej wyniki stanowig materiat dowodowy. W kazdej z metod
okreslano LOD, granice oznaczalnosci (LOQ), zakres liniowosci (LOL), a takze
selektywnos¢, precyzje 1 dokladnos¢. Krzywe kalibracyjne przygotowywano
w zakresach, ktére obejmowaty poziomy stezen spotykane we krwi dla konkretnych
zwigzkow. Dla kannabinoli najczesciej od 0,2 do 50 ng/mL (MDMB-CHMICA) lub od
0,5do 501 100 ng/ml (UR-144) oraz dla pozostatych NSP od 1 do 100 ng/ml (mefedron)
lub do 200 ng/ml (3-MMC i a-PVP), od 5 do 500 ng/ml (MDPV), w niektérych
przypadkach do 1000 ng/ml (bufedron i 4-MEC), a nawet do 5000 ng/ml (3-MMC
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i 5-APB). W przypadku moczu zakresy byly inne, np. od 50 do 2000 ng/ml dla MXE
[H12]. Liniowo$s¢ metod byta zachowana w catych testowanych zakresach.
Wspotczynniki determinacji (R?) mieScity sie w zakresie od 0,9770 do 0,9997
i wskazywaty na bardzo dobre dopasowania krzywych kalibracyjnych. Prébki, w ktérych
wykazywano wyzsze stezenia byty ponownie analizowane po rozcienczeniu wolng od
analitow krwig (lub moczem), tak aby uzyskane wyniki mieScity sie w zakresach
liniowosci. Jako LOD przyjmowano stezenia, dla ktérych stosunek sygnat do szumu
(S/N) byt réwny 3 dla przejscia MRM o najmniejszej intensywnosci z trzech
monitorowanych. LOD mieScity sie w zakresach od 0,02 do 1,8 ng/ml. Jako granice
oznaczalno$ci najcze$ciej przyjmowano najnizszy punkt krzywych kalibracyjnych (0,2-5
ng/ml). Wydajno$c¢ ekstrakcji obliczano przez poréwnanie sygnatu analitycznego (pole
powierzchni analitu / pole powierzchni wzorca wewnetrznego, IS) dla zwigzkow
ekstrahowanych z krwi do sygnatu analitycznego dla zwigzkéw dodanych do krwi po
ekstrakcji w tym samym stezeniu. Wyznaczone wydajnosci ekstrakcji dla metod
ukierunkowanych miescity sie w zakresie od 62,3% (dla UR-144 [H13]) do 110,0% (dla
MDPV [H11]). Efekty matrycowe (szczegolnie istotne w metodach LC-MS) obliczano
poprzez poréwnanie intensywnosci pikow pochodzacych od nieekstrahowanego wzorca
do tych zmierzonych dla wzorca dodanego do uprzednio ekstrahowanej matrycy
(zgodnie ze sposobem Matuszewskiego [H3]). Objete badaniami anality
charakteryzowaly sie wlasnosciami zaréwno ostabiania (62% dla 3-MMC [H6]) jak
i wzmacniania jonizacji (do nawet 287% dla MDMB-CHMICA [H15]). Precyzja metod
mieScita sie w zakresach akceptowalnych na forum miedzynarodowym dla analizy
materiatu biologicznego (<16%) [14]. Wszystkie eksperymenty prowadzono w co
najmniej pieciu powtdrzeniach, a eksperymenty dotyczace powtarzalnosci w co
najmniej trzech seriach pomiarowych, w kilku réznych dniach. Badania wydajnosci
ekstrakcji i efektu matrycy prowadzono najczeSciej na kilku poziomach stezen.
Stabilnos$¢ analitéw badano po przechowywaniu ekstraktéw w temperaturze pokojowej
(24 godziny), w +4°C (72 godziny) oraz ponizej -20°C (6 tygodni). Selektywnos$¢ badano
poprzez analize prob krwi wolnej od analitéw pobranych od 8-20 oséb, jak i prob krwi
pochodzacych z ekspertyz opracowywanych w IES, w ktérych wykazano inne (od
testowanych) srodki odurzajace i substancje psychotropowe. W zadnej z opracowanych
metod nie stwierdzono interferencji.

Nowe substancje psychoaktywne w materiale biologicznym

Katynony

Katynony s3 syntetycznymi pochodnymi katynonu, ktéry jest jednym ze
sktadnikéw psychoaktywnych rosliny o nazwie khat (Czuwaliczka jadalna, tac. Catha
edulis). Khat jest stosowany w celach leczniczych (m.in. jako $rodek antydepresyjny)
oraz w celu wprowadzania sie w stan odurzenia najcze$ciej przez mieszkancow Afryki
i Pétwyspu Arabskiego. Pochodne katynonu pod wzgledem budowy chemicznej sa
pochodnymi fenetylaminy. Sg substancjami o dziataniu pobudzajagcym i empatogennym,
uzywanymi zamiennie do amfetaminy i MDMA, a takze kokainy. Wszystkie te zwigzki
dziatajg podobnie na te same receptory adrenergiczne. Pomimo, Ze do niedawna byty
znane nieliczne zwigzki z grupy katynonéw to kilka lat temu zdominowaty one rynek
narkotykowy. W latach 2008-2010 najpopularniejszym katynonem w Europie byt
mefedron. Liczne przypadki zatru¢ spowodowane tg substancjg spowodowaty, Ze trafit
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on na liste substancji kontrolowanych przez Ustawe o przeciwdziataniu narkomanii
w 2010 roku.

Smiertelne zatrucie mefedronem opisatem w pracy [H1]. Byl to pierwszy
w Polsce przypadek zatrucia tg substancjg, ktéry zostat opublikowany w czasopi$mie
o zasiegu Swiatowym. W kurtce zmartego mezczyzny ujawniono kilka woreczkow
foliowych zawierajacych biaty proszek. W wyniku testéw przeprowadzonych przez
policje stwierdzono w nich obecno$¢ 2C-B. Do Instytutu nadestano krew i ptyn z gatki
ocznej pobrane ze zwtok mezczyzny celem potwierdzenia w nich obecnosci 2C-B.
Przeprowadzone badania nie potwierdzilty obecnosci tego zwigzku w materiale
biologicznym, nawet w ilo$ciach $ladowych. Dopiero kilka miesiecy pdZniej udato sie
uzyska¢ zabezpieczone woreczki z proszkami, a przeprowadzone badania ujawnity
w nich obecno$¢ mefedronu w stezeniu 80,4-87,3%. Mefedron wykazano takze we krwi
i ptynie z gatki ocznej, w stezeniach odpowiednio 5,51 7,1 pg/ml. Do czasu publikacji tej
pracy opisano wcze$niej zaledwie dwa przypadki, w ktérych przyczyna zgonu byto
zatrucie mefedronem. Wyznaczone w tych przypadkach stezenia we krwi wynosity
3,31 22 pg/ml. Przeprowadzone przeze mnie badania wskazywaty, ze mezczyzna przyjat
wysoka dawke mefedronu, co skutkowato wysokim stezeniem tego zwigzku we krwi,
a w konsekwencji zgonem (w wyniku przeprowadzonej autopsji stwierdzono
uszkodzenie pnia mdzgu).

W ramach badan prowadzonych w powyZszej pracy sprawdzitem takze czy
mefedron i 2C-B  wywotuja reakcje krzyzowe z popularnymi testami
immunoenzymatycznymi ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Okazato sie, zZe
pomimo podobnej struktury testy przeznaczone do wykrywania pochodnych
amfetaminy i metamfetaminy nie daja reakcji krzyzowych z mefedronem i 2C-B.
Potwierdzono tym samym, Ze popularne testy stosowane w laboratoriach
toksykologicznych moga nie by¢ w stanie ujawni¢ NSP. Jednoczes$nie przypadek ten
pokazat jak wazne jest przesytanie do jednego laboratorium wszystkich materiatéw
zabezpieczonych na miejscu zdarzenia, a takze zainspirowat do przy$pieszenia badan
nad opracowaniem metody przesiewowej do wykrywania NSP w materiale
biologicznym.

Po objeciu kontrola prawng mefedronu na rynku pojawity sie jego
niekontrolowane analogi, w tym izomery konstytucyjne - bufedron, etkatynon i 3-MMC.
Byty one sprzedawane jako ,legalny mefedron”. Bufedron, podobnie jak i mefedron, byt
po raz pierwszy zsyntetyzowany w latach 20. ubiegtego wieku i podobnie jak wiele
innych NSP trafit na rynek narkotykowy w wyniku przeszukiwan literatury naukowe;j
i dawnych patentow pod katem nie wprowadzonych do sprzedazy farmaceutykow.
Kolejna praca [H9] byta pierwsza na $wiecie, ktéra dotyczyta oznaczania bufedronu we
krwi przez co poznano stezenia tego zwigzku wystepujace we krwi konsumentow.
W pracy tej przedstawiono dwa przypadki. W pierwszym krew pobrano od kierowcy
zmartego w wyniku obrazen poniesionych w wypadku samochodowym, a w drugim od
osoby zywej, podejrzanej o posiadanie $Srodkoéw odurzajacych. W obu przypadkach
ujawniono opakowania z proszkami, ktére réwniez nadestano do badan. W wyniku
przeprowadzonych badan w proszkach wykazano obecnos$¢ bufedronu w stezeniach od
58 do 68%. We krwi zmartego kierowcy stwierdzono bufedron i MDPV w stezeniach
odpowiednio 127 i 38 ng/ml, natomiast we krwi mezczyzny podejrzanego o posiadanie
narkotykow wykazano bufedron w stezeniu 3 ng/ml. Przeprowadzone badania
pozwolity na stwierdzenie, Ze kierowca byl pod dziataniem bufedronu i MDPV
w momencie wypadku, a zwigzki te w wykazanych stezeniach wptywaty uposledzajaco
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na jego sprawno$¢ psychomotoryczng. Z kolei niskie stezenie wykazane w drugim
przypadku $wiadczyto o odlegtlym w czasie przyjeciu tej pochodnej katynonu.

W pracy omoéwiono takze podobienstwa w dziataniu i toksycznoSci (m.in.
pobudzenie, euforia, podniecenie, zwiekszona koncentracja, brak poczucia gtodu, brak
potrzeby snu, podwyzszone tetno i ciSnienie krwi) bufedronu oraz amfetaminy
i mefedronu. Ze wzgledu na brak danych na temat farmakodynamicznych,
farmakokinetycznych i toksykologicznych wtasciwosci bufedronu tego typu poréwnania
takze stajg sie cennym Zrddiem informacji.

W tym samym czasie popularniejszym od bufedronu stawat sie inny katynon -
4-MEC [H10]. Mialo to swoje odzwierciedlenie w pracy eksperckiej w IES, gdzie byt
najczesciej wykrywanym substytutem mefedronu w preparatach ‘dopalaczy’. Zwiazek
ten stwierdzano takze w materiale biologicznym. Publikacja [H10] byta pierwsza,
w ktorej przedstawiono stezenia 4-MEC we krwi (46-152 ng/ml). Opisano w niej trzy
przypadki, w ktérych wykazano 4-MEC w materiatach biologicznych i niebiologicznych.
Pierwszy z omawianych przypadkéw dotyczyt wypadku samochodowego ze skutkiem
$Smiertelnym. Przy zwlokach kierowcy ujawniono woreczek z zapieciem strunowym
zawierajacy biaty proszek. Do badan nadestano krew i mocz wraz z ww. woreczkiem.
Drugi przypadek dotyczyt zgonu mezczyzny, ktéry podczas imprezy przyjmowat
‘dopalacze’. Nad ranem zostal przez kolegdw znaleziony nieprzytomny i przewieziony
do szpitala, gdzie zmart. Lekarz medycyny sadowej stwierdzit, ze przyczyng zgonu byto
,2uszkodzenie waznych osrodkéw pnia mézgu”. Do badan nadestano materiat pobrany
podczas sekcji zwlok wraz z woreczkiem zawierajagcym $ladowe ilos$ci substancji.
W trzecim przypadku krew pobrano od mezczyzny posiadajgcego biaty proszek
nieznanego pochodzenia.

W obu biatych proszkach zabezpieczonych w ww. sprawach wykazano 4-MEC
w stezeniu 51% i 78%. Natomiast w $ladach z woreczka znalezionego przy zmartym po
imprezie meZczyZznie wykazano obecno$¢ para-metoksyamfetaminy (PMA), para-
metoksymetamfetaminy (PMMA), 4-MEC, kofeiny i kreatyniny. W krwi i moczu kierowcy
wykazano 4-MEC w stezeniach odpowiednio 152 i 122 ng/ml. W obu materiatach byt
takze obecny alkohol etylowy. We krwi zmartego mezczyzny stwierdzono obecno$¢
4-MEC w stezeniu 56 ng/ml, ale nie byla to jedyna obecna substancja. Wykazano
réwniez znaczne ilo$ci PMA (>2 pg/ml), a takze PMMA, amfetamine, metamfetamine,
THC i jego metabolit 11-nor-9-karboksy-THC (THCCOOH). We krwi mezczyzny
z ostatniej sprawy stwierdzono obecnos$¢ 4-MEC w stezeniu 46 ng/ml.

3-MMC byt najczesciej wykrywanym w materiale biologicznym katynonem
od 2013 roku. W pracy [H8] przedstawitem stezenia 3-MMC i 5-APB wykazane we krwi
mezczyzny, ktory ulegl Smiertelnemu zatruciu tymi zwigzkami. Uzyskane wyniki oraz
ustalenia pozwolity na powigzanie stezen z przyjetymi dawkami. 5-APB nalezy do grupy
benzofuranéw i aryloalkiloamin, a budowa jest zbliZzony do
3,4-metylenodioksyamfetaminy (MDA). 20-latek zakupit przez Internet ‘dopalacze’,
ktére przyjat wraz z alkoholem. Ze wzgledu na pobudzenie psychoruchowe, ktore
wystapito po kilkunastu minutach, zostat przewieziony do szpitala, gdzie zmart w czasie
kréotszym niz 4 godziny od uzycia ‘dopalaczy’. Do badan nadestano krew zmartego i pie¢
opakowan ‘dopalaczy’, zawierajacych oddzielnie biaty proszek i Kkrysztatki.
Przeprowadzone badania ujawnity w krysztatkach 3-MMC w stezeniach 85-93%,
a w proszkach 5-APB w stezeniach 99% i 100%. We krwi wykazano obie NSP
w stezeniach odpowiednio 1,6 i 5,6 pg/ml, a ponadto diazepam, nordiazepam,
midazolam i $ladowe ilo$ci 7-aminoklonazepamu. Dodatkowo u mezczyzny stwierdzono
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alkohol w stezeniu 1,4%o0. Dzieki znajomo$ci masy proszkéw i Kkrysztatow
w zabezpieczonych opakowaniach (w tym tych oryginalnie zamknietych) mozna byto
domniemywac, Ze mezczyzna przyjat okoto 500 mg 3-MMC i 400 mg 5-APB. Stanowito to
kilka typowych dawek, ktére wynosza przecietnie 75-175 mg dla 3-MMC i 50-100 mg
dla 5-APB. Mezczyzna przyjat NSP wraz z 80 g alkoholu (250 ml wdédki). Takie iloSci
substancji skutkowaty szeregiem zaburzen (zaobserwowanych w szpitalu), zaré6wno
neurologicznych (pobudzenie, drgawki) jak i sercowo-naczyniowych (nadci$nienie,
tachykardia, arytmia). Wystgpity takze hipertermia i bradykardia. Przyczyng zgonu byta
ostra zapa$¢ Krazeniowa, ktoéra nastgpita po zatrzymaniu akcji serca wywotanym
przyjeciem znacznej ilosci NSP wraz z alkoholem. Wykazane pochodne benzodiazepiny
byty podane pacjentowi w szpitalu, natomiast 7-aminoklonazepam pochodzit
z odleglego przyjecia klonazepamu i nie miat znaczenia toksykologicznego. Praca ta byta,
podobnie jak powyzej omdéwione, pierwsza opublikowang w czasopiSmie o zasiegu
Swiatowym, w Ktoérej przedstawiono stezenia we krwi zaréwno 3-MMC, jak i 5-APB.
Opisany przypadek umozliwit powigzanie przyjetych dawek obu substancji ze
stezeniami, ktére wystapily po 4 godzinach od przyjecia oraz efektami jakie wywotaty.
W pracy omoéwiono takze problematyke rozdzielenia i identyfikacji izomeréw
(3-i4-MMC oraz 5-i 6-APB).

Problematyke oznaczania 3-MMC i interpretacje stezen tego zwigzku we krwi
oraz efekty jakie wywotuje przedstawitem w pracy [H6]. Dyskusje oparto na wynikach
badan 95 przypadkéw z okresu od poczatku roku 2013 do potowy roku 2015, w ktorych
wykazano we krwi obecno$¢ 3-MMC. Objety badaniami okres dotyczyl czasu, kiedy
zwigzek ten byt ‘legalny’, czyli od czasu pojawienia sie na rynku do objecia go kontrolg
prawng (w dniu 1 lipca 2015 roku). Liczba przypadkéw, w ktérych stwierdzano 3-MMC
w kolejnych latach wzrastata, co Swiadczyto o coraz wiekszej popularnosci tego
katynonu. Zdecydowang wiekszos$cig uzytkownikow (prawie 94%) byli mezczyZni,
a przecietny wiek konsumenta to 26 lat. W wiekszoSci przypadkéw (76 z 95) 3-MMC nie
byt jedyna substancja, ktérg wykazano we krwi. Innymi obecnymi we krwi zwigzkami
byty zaréwno NSP (gtéwnie inne katynony), jak i tradycyjne narkotyki (m.in. THC,
amfetamina, MDMA, a takze pochodne benzodiazepiny). Wykazane stezenia 3-MMC we
wszystkich 95 przypadkach miescity sie w zakresie od $ladowych (< 1 ng/ml) do
1,6 pg/ml (Srednia 51,3 ng/ml, mediana 18,5 ng/ml). Bioragc pod uwage poszczeg6lne
rodzaje zdarzen, w ktérych wykryto ten zwigzek, jego stezenia wynosity odpowiednio:
u o0s6b podejrzanych o prowadzenie pojazdéw po ich przyjeciu 1-171 ng/ml,
u kierowcow bioracych udziat w wypadkach drogowych <1-29 ng/ml, u posiadajgcych
narkotyki 2-408 ng/ml, zatrutych (w tym $miertelne) <1-1600 ng/ml i innych (m.in.
gwatty, Kkradzieze, porwania) <1-61 ng/ml. W zadnym z przypadkéw zatrué
$Smiertelnych 3-MMC nie byto jedyna substancjg, ktora przyczynita sie do zgonu.
Charakterystyczne byly natomiast w wielu przypadkach jego stosunkowo niskie
stezenia, ktore byty zapewne wynikiem diugich odstepéw czasu pomiedzy przyjeciem
NSP i zgonem, a takze procedur ratunkowych wdrazanych podczas leczenia szpitalnego.
Dodatkowo do takiego stanu rzeczy z cata pewnos$cig przyczynit sie krotki biologiczny
okres péttrwania 3-MMC, ktéry jest szacowany na 0,8 h. Z tego wzgledu wykazanie
niskich stezen 3-MMC nie wyklucza mozliwo$ci zatrucia tym katynonem.

Istotng czescig pracy byla proba okreslenia wplywu 3-MMC na sprawnos¢
psychomotoryczng oraz korelacji tego wplywu ze stezeniami zwigzku we krwi.
Zagadnienie to zostalo omdéwione ponize;.
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[stotne znaczenie na scenie NSP miat rowniez a-PVP, ktorego stezeniami we krwi
oraz wptywem na sprawnos$¢ psychomotoryczng, efektami jakie wywotuje oraz ich
zalezno$cig od stezenia zajeto sie w kolejnych badaniach [H7]. Kwestie te oméwiono
w dalszym podrozdziale. a-PVP wykazano w 66 opracowywanych w IES ekspertyzach
w okresie od poczatku 2014 roku do polowy 2015 r. Zwigzek ten jest pochodng
katynonu o budowie zblizonej do pirowaleronu. a-PVP zostat opracowany w 1963 roku,
ale na rynku ‘dopalaczy’ pojawit sie kilka lat temu i stat sie jednym z najczeSciej
wykrywanych NSP w Polsce (wykazano go w prawie 7% z 948 probek analizowanych
w kierunku NSP). Podobnie jak w przypadku 3-MMC, popularnos$¢ tego zwigzku
intensywnie wzrastata, az do czasu objecia go kontrolg prawng. Wyznaczone stezenia
a-PVP we wszystkich 66 przypadkach mieScity sie w zakresie od $ladowych (< 1 ng/ml)
do 6,2 pg/ml ($rednia 140 ng/ml, mediana 27 ng/ml). Biorac pod uwage poszczeg6lne
rodzaje zdarzen, w ktérych wykryto ten zwigzek, jego stezenia wynosity odpowiednio:
u os6b podejrzanych o prowadzenie pojazdéw po ich przyjeciu 6,4-991 ng/ml,
u kierowcow bioracych udziat w wypadkach drogowych 10,2-30 ng/ml, u posiadajacych
narkotyki <1-98 ng/ml, zatrutych 1,2-56 ng/ml, zmartych 1,1-6200 ng/ml i innych (m.in.
gwalty i kradzieze) 2,6-136 ng/ml. Podobnie jak w przypadku 3-MMC zdecydowang
wiekszo$cig uzytkownikdw o-PVP (prawie 88%) byli mezczyzni, a przecietny wiek
konsumenta byt identyczny - 26 lat. W wiekszoSci przypadkéw (43 z 66) o-PVP nie byt
jedyna substancjg, ktérg wykazano we krwi. U oséb hospitalizowanych z powodu
zatrucia nie zaobserwowano zadnych efektéw, a tylko u jednej wystapity zaburzenia
widzenia, zawroty glowy oraz naprzemienne odczucie ciepta i zimna.
Charakterystycznym efektem obserwowanym u uzytkownikéw a-PVP byta takze agresja.
Z 12 przytoczonych przypadkéw zgonoéw tylko w jednym a-PVP bezposrednio
przyczynito sie do zgonu (wykazane we krwi stezenie - 6,2 pg/ml). Pomimo tego uzycie
tego katynonu wigze sie z duzym ryzykiem utraty zdrowia i zycia. Przeprowadzona
w publikacji dyskusja moze poméc w interpretacji stezen a-PVP i przewidywaniu
wywotanych efektow.

Oznaczanie i interpretacja stezen MDPV (innej pochodnej katynonu
i pirowaleronu o budowie zblizonej do MDMA) we krwi byta tematyka publikacji [H11].
W pracy przedstawiono cztery przypadki, w ktorych wykazano tg substancje. W dwoch
przypadkach $miertelnych (wypadek samochodowy, zgon po imprezie) wyznaczone
stezenia MDPV byty znacznie nizsze (38 i 17 ng/ml) niz w przypadkach, w ktérych krew
pobrano od oséb zywych (306 i 124 ng/ml odpowiednio u kobiety podejrzanej
o posiadanie narkotykow i kierowcy). We wszystkich badanych probach krwi obecne
byty takze inne substancje. W dwoch przypadkach wykazano pochodne benzodiazepiny
co sugeruje, Ze s3 one przyjmowane w celu zlagodzenia negatywnych efektow
wywotywanych przez MDPV. Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze biorac pod
uwage rodzaje zdarzen, ktére zaistnialy z udziatem NSP, wyznaczone steZenia tego
zwigzku byty w zakresach typowych warto$ci wcze$niej opisywanych w literaturze.

Syntetyczne kannabinoidy

Najwieksza, najbardziej zréznicowang i najszybciej rozwijajaca sie grupe NSP
stanowig obecnie syntetyczne kannabinoidy. Maja one zdolno$¢ oddziatywania
w organizmie na receptory kanabinoidowe, nasladujac efekty wywotywane przez THC,
czyli gléwng substancje psychoaktywng konopi. Jednakze produkty zawierajace

2-24



syntetyczne kannabinoidy najczeSciej nie zawierajg marihuany. Sa one sprzedawane
jako preparaty ro$linne i reklamowane jako ,legalna” i ,bezpieczna” alternatywa
marihuany. Nalezy jednak podkresli¢, ze stosowane w stosunku do tych preparatow
okreslenie ,dopalacze roslinne” jest bardzo mylace. W rzeczywisto$ci materiat roslinny
jest tylko nos$nikiem, na ktdry nanoszone sg substancje syntetyczne o stabszym lub
silniejszym dziataniu od THC. W ostatnim czasie pojawily sie takze nowe produkty
w postaci ptynéw zawierajace syntetyczne kannabinoidy do uzytku w elektronicznych
papierosach [15].

Pierwszy syntetyczny kannabinoid - JWH-018 - pojawit sie w Polsce w 2008
roku. Od tego czasu obserwowany jest ciagly wzrost liczby tych substancji
wprowadzanych na rynek. W latach 2013-2015 najcze$ciej wykrywanym w produktach
‘dopalaczy’ syntetycznym kannabinoidem w Polsce byt UR-144 [16]. Jego popularnos¢
spowodowata moje zainteresowanie tym zwigzkiem, ktére zaowocowato dwoma
publikacjami [H13 i H14].

W pierwszej z nich [H13] oméwiono zagrozenia dla zdrowia i Zycia, ktére jest
zwigzane z przyjmowaniem UR-144. W pracy zaprezentowano przypadek zatrucia
mezczyzny, ktéry wypalil papierosa z nieznang substancja. U mezczyzny wystgpity
drgawki, po czym stracit przytomno$¢. Przy przyjezdzie zespolu ratownictwa
medycznego wciaz byt nieprzytomny, ale po 15 minutach odzyskat przytomnos¢. Miat
wtedy halucynacje i twierdzil, ze ,widzi surykatki”. Mezczyzna zostal zabrany do
szpitala, gdzie po dniu hospitalizacji wrocit do zdrowia. W pracy opisano wystepujace
u pacjenta objawy oraz parametry zyciowe rejestrowane w szpitalu, a takze
zastosowane leczenie. Przedstawiono réwniez obserwacje $wiadkow i ratownikéw
medycznych. Od meZczyzny pobrano krew i mocz, ktore nadestano do badan wraz
z zabezpieczonym woreczkiem foliowym z pozostato$ciami proszku. Slady substancji
poddano badaniom metodag GC-MS. W wyniku tych badan uzyskano dwa piki
o zblizonych czasach retencji i widmach. Pierwszy z nich zidentyfikowano jako UR-144.
Obecno$¢ drugiego piku wytlumaczono termiczng degradacja pierScienia
cyklopropylowego, ktora nastepowata w komorze nastrzykowej. Ze wzgledu na fakt, ze
syntetyczne kannabinoidy sg przyjmowane poprzez palenie rozwazono mozliwos¢
powstawania tego samego produktu rowniez podczas przyjmowania UR-144. Dlatego
préba krwi byta analizowana nie tylko w kierunku zwigzku macierzystego, ale takze
produktu pirolizy (1-(1-pentylo-1H-indolo-3-ylo)-3-metylo-2-(propano-2-ylo)but-3-en-
1-onu). Badania prowadzone przy uzyciu aparatu LC-QQQ-MS potwierdzity obecnos¢ we
krwi obu zwigzkéw. Monitorowano 6 par MRM, z ktorych 4 byty wspolne dla obu
zwigzkow. Piki poszczegélnych par MRM roéznity sie intensywnoS$ciami oraz czasami
retencji. W przypadku tej metody zwigzek macierzysty zostat zidentyfikowany jako
drugi pik na chromatogramie. Wyznaczone we krwi stezenie UR-144 wynosito 6,1 ng/ml.
Obecnos$¢ obu zwigzkéw we krwi sprawita, ze zdecydowano sie analizowa¢ mocz
w kierunku ich metabolitéw. Badania moczu prowadzono za pomocg aparatu LC-QTOF-
MS. Przeprowadzone eksperymenty ujawnity w moczu obecno$¢ pieciu metabolitow,
podczas gdy zwigzki macierzyste byty nieobecne. Potwierdzito to hipoteze, ze UR-144
jest intensywnie metabolizowany i wydalany z moczem w formie metabolitéw. Dane
dotyczace czasu zdarzenia i czasu pobrania prob materialu pozwolity na poréwnanie
stezen tego syntetycznego kannabinoidu z innymi (AM-2201, JWH-018, a takze THC).
Wystepujace u mezczyzny objawy - utrata przytomnoSci, drgawki, afazja, tachykardia,
halucynacje - mogty by¢ jednoznacznie skojarzone z obecnos$ciag UR-144 w organizmie
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i powigzane z wyznaczonym stezeniem. Opisany przypadek wskazywal zagrozenia dla
zdrowia i zycia, ktore jest zwigzane z przyjmowaniem UR-144.

Kolejna praca [H14] rdéwniez zwigzana byta z obecnos$cia syntetycznego
kannabinoidu UR-144 we krwi. W pracy opisano objawy wskazujgce na uposledzenie
sprawnosci psychomotorycznej, ktére wystgpity u sprawcy wypadku samochodowego
i zostaty zaobserwowane przez funkcjonariuszy policji oraz lekarza. Mezczyzna nie
odniést w nim obrazen, ale ze wzgledu na uszkodzenia samochodu nie mégt sie z niego
wydostac. Policja przybyta na miejsce i uwolnita mezczyzne, ale miata z nim utrudniony
kontakt. Spowodowalo to zabranie go na badania i pobranie krwi. Badania
przeprowadzone przez lekarza wskazywaty, ze mezczyzna moze by¢ pod dziataniem
narkotykow. Dokonana przeze mnie analiza krwi ujawnita obecno$¢ UR-144 w stezeniu
14,6 ng/ml (jak rowniez produktu pirolizy). Uzyskane dane dotyczace wchtaniania oraz
wywotywanych efektow poréwnano z tymi dla innych syntetycznych kannabinoidéw
(m.in. AM-2201 i JWH-018) oraz THC. Zagadnienia zwigzane z wptywem UR-144 na
sprawno$¢ psychomotoryczng oméwiono ponizej.

Nowe syntetyczne kannabinoidy pojawiaja sie miedzy innymi jako efekt ciggtej
nowelizacji Ustawy o przeciwdziataniu narkomanii. Te, ktore stajg sie kontrolowane sg
natychmiast zastepowane przez nowe niekontrolowane substancje. Ostatnia zmiana
ustawy o przeciwdziataniu narkomanii spowodowata zmiane statusu 114 substancji,
w tym 30 syntetycznych kannabinoidéw, ktére zostaly wprowadzone na liste Srodkow
odurzajacych grupy I-N i sg kontrolowane od 1 lipca 2015 roku. Zmiany te
prawdopodobnie przyczynity sie do znaczacych zmian w sktadzie preparatéw
roslinnych sprzedawanych na terenie naszego kraju. Na poczatku lipca 2015 roku media
w Polsce informowaty o wielu zatruciach ‘dopalaczami’. W ciggu dwéch tygodni
odnotowano kilkaset przypadkéw zatru¢, w tym Smiertelnych, ktére w wiekszosci
wigzano z przyjeciem preparatu ,Mocarz”. Produkt o tej nazwie byt obecny na polskim
rynku co najmniej od 2010 [17]. Byt to jeden z najbardziej popularnych preparatéw
roslinnych, ale jego sktad chemiczny zmieniat sie w czasie. Wedtug danych IES
i Narodowego Instytutu Lekéw w Warszawie w kolejnych latach identyfikowano w nim
JWH-203, JWH-081, JWH-019 (2010), UR-144, 5F-AKB48 (2014), UR-144, XLR-11
i MDMB-CHMICA (2015).

Pomimo tak wielu przypadkéw zatru¢, rutynowe analizy materiatu biologicznego
pobieranego od hospitalizowanych pacjentow nie byty prowadzone. W latach 2015-
2016 nadestano do badan do IES materiat pobrany od kilkunastu oséb zatrutych
syntetycznymi kannabinoidami. Jeden z przypadkow, ktéry opublikowatem w kolejnej
pracy [H15] dowodzi, Ze wiele ostrych zatru¢ obserwowanych w Polsce w lipcu 2015
roku mogto by¢ wynikiem uzycia preparatu ,Mocarz” zawierajacego MDMB-CHMICA.

Przypadek dotyczyt mtodego mezczyzny, ktéry wypalit zakupione przez Internet
‘dopalacze’. Przyjecie preparatu ,Czeszacy grzebien” (zawierajgcego prawdopodobnie
UR-144 lub XLR-11), zgodnie z zeznaniami $wiadkéw, skutkowato odurzeniem, ale nie
doprowadzito do tragicznych konsekwencji. Po kilku godzinach od przyjecia tego
‘dopalacza’ mezczyzna zapalit drugi produkt - ,Mocarz”. W nastepstwie tego mezczyzna
upadt na podtoge, wymiotowat i charczat, po czym utracit przytomnos¢. Przy przyjeciu
do szpitala, pacjent byt gteboko nieprzytomny (Skala Glasgow 3), wiotki, niewydolny
krazeniowo i oddechowo, bez gtebokich odruchéw $ciegnistych, bez oznak
funkcjonowania OUN. Pomimo intensywnego leczenia, stan pacjenta sie nie poprawiat.
W czwartym dniu hospitalizacji doszto do zatrzymania krazenia i mezczyzna zmart.
W wyniku autopsji lekarz medycyny sadowej stwierdzit wystgpienie niewydolnos$ci
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oddechowej, krazenia, serca, nerek i watroby, a takze uszkodzenie OUN. Przyjeta przez
lekarza przyczyng $mierci byta niewydolnos$¢ wielonarzadowa. Krew, z6t¢ i wycinki
narzagdow wewnetrznych (moézgu, ptuca, zotgdka, watroby, nerki) zostaly pobrane
podczas sekcji zwlok i przestane do IES wraz z przyzyciowo pobrang prébka krwi
(pobrang dwie godziny po przyjeciu preparatu ,Mocarz”) celem przeprowadzenia
analizy toksykologiczne;.

W wyniku przeprowadzonych badan we krwi pobranej przyzyciowo wykazano
obecno$¢ MDMB-CHMICA w stezeniu 5,6 ng/ml. Pomimo, Ze meZczyzna zmart po
czterech dniach hospitalizacji $lady tego zwigzku wykazano takze we krwi sekcyjnej
oraz zotci, mézgu, zotadku, watrobie i nerce. Bardzo duze powinowactwo MDMB-
CHMICA do receptora CB1 sprawia, ze dawki dziatajace tego zwigzku sg bardzo niskie
(0,05-0,3 mg). W konsekwencji bardzo tatwo o przedawkowanie, a niewiedza co do
sktadu przyjmowanego preparatu poteguje zagrozenia. Analiza wynikéw pozwolita
przyjac, ze MDMB-CHMICA wywotat szereg niekorzystnych skutkéw (nudnosci, utrate
przytomnos$ci, niewydolno$¢ krazeniowa, niewydolno$s¢ oddechowsq, arefleksje).
Niewydolno$¢ wielonarzagdowa doprowadzita w konsekwencji do zgonu. Wykazane
stezenie MDMB-CHMICA we krwi przyzyciowej, jak i wywotane przez ten zwigzek efekty,
byty podobne do tych obserwowanych w przypadkach ostrych zatru¢ po przyjeciu
innych syntetycznych kannabinoidéw. Stosunkowo wysokie stezenie MDMB-CHMICA
w médzgu byto zgodne z danymi dotyczacymi dystrybucji THC. Opisany przypadek
pokazat jak duze zagrozenie dla zdrowia, a nawet utraty zycia ich uzytkownikow
stanowi przyjecie substancji o nieznanym dziataniu i nieznanej toksycznosci.

Inne NSP

W publikacjach z wybranego jednotematycznego cyklu zajmowatem sie gtéwnie
syntetycznymi katynonami i kannabinoidami. W pracy [H2] badaniami objatem ponadto
zwigzki z grup tryptamin, fenetyloamin, aryloalkiloamin, arylocykloheksyloamin,
aminoindanow, piperydyn, piperazyn i innych. Wsrod NSP, ktére wykrywatem
w materiale nadsylanym do badan oznaczano, précz katynonéw i syntetycznych
kannabinoidéw, takze fenetyloaminy, piperazyny, piperydyny i aryloalkilaminy [H5].
Wiekszg uwage skupitem na aryloalkiloaminie 5-APB, ktdra byta tematem publikacji
[H8] oraz MXE, ktorg mozna zaliczy¢ do arylocykloheksyloamin [H12].

MXE jest nowa substancja, ktéra zostata po raz pierwszy zidentyfikowana
w ‘dopalaczach’” w 2010 roku. Budowg jest zblizona do fencyklidyny oraz ketaminy.
Pomimo, ze MXE byta popularna wsréd uzytkownikéw ‘dopalaczy’ nie opublikowano
zbyt wielu prac opisujacych zatrucia tym zwigzkiem, a te nieliczne dotyczyty zatruc
ztozonych. W publikacji [H12] przedstawiono wyniki badan moczu oraz suchych plam
krwi w kierunki MXE. Opisane zatrucie Smiertelne MXE byto pierwszym opublikowanym
przypadkiem, w ktéorym zgon mogt by¢ jednoznacznie powigzany z przyjeciem tej
substancji. Materiat do badan zostal pobrany ze zwtok mezczyzny, przy ktérych
znaleziono 28 opakowan z roznymi preparatami ‘dopalaczy’. Niestety pakiet z krwia
zostal zniszczony podczas transportu, a krew wyciekta i wsigkneta w tekturowe
opakowanie. W zwiagzku z powyzszym w pierwszej kolejnosci badaniom poddano mocz,
w ktorym wykazano obecno$¢ MXE w stezeniu 85 pg/ml. Ze wzgledu na wykazanie
w moczu MXE w tak wysokim stezeniu zdecydowatem sie podda¢ badaniom plamy krwi
z opakowania. W tym celu okreslono kolejno gramature tektury, z ktérej wykonane byto
opakowanie (400 g/m?2), a nastepnie mase wyschnietej krwi (z 1 ml pozostawato 0,1795
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+ 0,0173 g). Te dane umozliwity przygotowanie krzywej kalibracyjnej dla suchych plam
krwi, a nastepnie oszacowanie stezenia MXE we krwi, ktére wynosito 5,8 ug/ml. Takie
stezenie MXE we krwi znacznie przekraczato stezenia wystepujace u oso6b, ktore
stosowaty ta substancje i nie ulegly ostremu zatruciu.

Stezenia NSP we krwi

Okreslenie zakresow stezen terapeutycznych (niskich, dla srodkéw niemajacych
zastosowania leczniczego), toksycznych i spotykanych w przypadkach zatrué
$Smiertelnych jest niezwykle istotne dla interpretacji uzyskanych wynikow
i orzecznictwa sadowego. Niestety w przypadku NSP brak jest danych, ktére
umozliwityby okre$lenie takich zakreséw. Srodki te najczesciej nie s3 stosowane
terapeutycznie, a wiec nie istnieje mozliwo$¢ monitorowania stezen po podaniu
okreslonych dawek. Dlatego wyniki pochodzace z rutynowej pracy eksperckiej stanowia
cenne zrodto takich danych.

Wieloletnie badania pozwolity na okreSlenie stezen NSP w r6znych materiatach
biologicznych, gtéwnie we krwi. Dla popularnych NSP mozna byto okresli¢ zakresy
stezen, ktore byty obserwowane w réznych rodzajach zdarzen. Takie dane odnoszace sie
do 3-MMC i a-PVP zebratem, opracowatem i oméwitem w dwoch publikacjach [H6 i H7].
Zakresy, ktére przedstawitem w obu pracach opartem na odpowiednio 95 i 66
przypadkach analizowanych w ramach pracy eksperckiej w IES, w ktérych wykazano
powyzsze katynony. W tabelach Ii Il przedstawitem wyznaczone zakresy stezen.

Tabela I. Zakresy stezen 3-MMC wyznaczone dla réznych typéw zdarzen [ng/ml]

(n =95) [H6]
Prowadzenie Wypadki Posiadanie Zatrucia Inne Wszystkie
pojazdow drogowe narkotykéw
(n=66) (n=4) (n=9) (n=6) (n=10) (n=95)
C min 1 <1 2 <1 <1 <1
C max 171 29 408 1600 61 1600
C $rednie 35,8 8,8 51,6 276,2 23,9 51,3
C mediana 18,0 2,9 21,0 16 19,8 18,5

Tabela II. Zakresy stezen o-PVP wyznaczone dla réznych typéw zdarzen [ng/ml]

(n = 66) [H7]
Prowadzenie Wypadki Posiadanie | Zatrucia nie Zgony Inne Wszystkie
pojazdow drogowe narkotykéw | $miertelne
(n=24) (n=4) (n=10) (n=4) (n=12) (n=12) (n=66)
C min 6,4 10,2 <1 1,2 1,1 1,9 <1
C max 99 30,0 98 56 6200 136 6200
C $rednie 38,3 22,8 25,3 20,0 629,1 28,9 140,0
C median 32,0 25,5 21,0 21,3 23,8 15,0 27,0

Stezenia wyznaczone w przypadkach prowadzenia pojazdu, spowodowania

wypadku drogowego oraz posiadania narkotykéw mozna traktowac jako stezenia, ktore
sg typowymi dla przypadkéw odurzania sie tymi substancjami. Do tej samej grupy
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mozna zaliczy¢ takze inne przypadki i zatrucia nie $Smiertelne. Nalezy zaznaczy¢, ze
czesto klasyfikacja zdarzen byta trudna, niejednokrotnie tez brak danych uniemozliwiat
lub utrudniat prawidtowsg ich klasyfikacje. Jak fatwo zaobserwowa¢ w powyzszych
tabelach zakresy stezen moga naktadac sie na siebie. Zar6wno w przypadku 3-MMC jak
i a-PVP spotkano sie z przypadkami zgonéw, w ktorych wykazywano te substancje
w bardzo niskich stezeniach okoto 1 ng/ml. Powod6w takiego stanu rzeczy mogto by¢
kilka. Zgon mogt nastapic¢ z przyczyn innych niz zatrucie, a z kolei w przypadku zatrucia
te katynony mogty nie by¢ jedynymi substancjami wykrytymi w materiale. Ponadto zgon
mogt nastgpi¢ po dtuzszym czasie i intensywnych zabiegach ratowania Zycia, co moze
wptywac na obnizenie stezenia ksenobiotyku we krwi. Nalezy tez mie¢ na uwadze, ze
efekt toksyczny moze wystapi¢ takze przy niskich stezeniach. Srednie i mediany stezen
dla zatru¢ (tabela I) i zgondéw (tabela II) s3 jednak znaczaco wyzsze niz dla pozostatych
typow zdarzen.

Pomimo, ze dane dotyczace stezen 3-MMC i a-PVP we krwi s3g najliczniejsze to
pozostate moje publikacje réwniez dostarczajg wielu cennych informacji do interpretacji
wynikow analizy w odniesieniu do ciezkoSci zatrucia. W szczegolnosci te, ktore
szczegotowo opisuja przypadki zatrué i wyznaczone stezenia we krwi, a ich przyczyna
moze by¢ jednoznacznie skojarzona z przyjeciem konkretnej substancji. Przyktadem
moga by¢ zatrucia mefedronem (5,5 pg/ml) [H1], MXE (5,8 pg/ml) [H12], MDMB-
CHMICA (5,6 ng/ml) [H15] oraz 3-MMC (1,6 pg/ml) i 5-APB (5,6 pg/ml) [H8]. Niektére
powyzsze przypadki sg cytowane m.in. w ksigzce Disposition of Toxic Drugs and
Chemicals in Man pod redakcja Randalla C. Baselta [18], ktéra jest szczegdlnie przydatna
dla oséb interpretujacych wyniki analiz toksykologicznych. Zakresy stezen dla innych
NSP przedstawiono w tabeli V.

Rozpowszechnienie NSP

Badania materiatu biologicznego nadsytanego do IES pozwolity na rozpoznanie
rozpowszechnienia uzywania NSP, rodzaju przyjmowanych $rodkéw oraz schematéw
ich uzywania. W pracy [H5] podsumowatem trzyletni okres, obejmujacy lata 2012-2014.
W objetym analizie czasie przebadano ponad 1000 prob krwi w kierunku NSP. W 112
préobach wykazano obecnos$¢ co najmniej jednej NSP, z ktérych 75 dotyczyto roku 2014,
wskazujgc na coraz wieksze ich rozpowszechnienie. Zestawiajagc NSP z klasycznymi
narkotykami, rozpowszechnienie NSP jest poréwnywalne do tego obserwowanego dla
amfetaminy (drugiej po THC wykrywanej we krwi substancji) i mozna je oszacowac na
poziomie kilkunastu procent spraw pozytywnych. Analizowane zdarzenia dotyczyty
gtownie przypadkéw prowadzenia pojazdéw po wuzyciu Srodkéw odurzajacych,
spowodowania wypadkow drogowych po ich przyjeciu, posiadania lub uzywania
narkotykow, kradziezy, zgwatcen, porwan, samobodjstw oraz zatru¢, w tym zatruc
$Smiertelnych. Wykryte NSP nalezaty do grup: katynondéw (88%), syntetycznych
kannabinoidéw (5%), fenetylamin (3%), piperazyn i piperydyn (3%), aryloalkiloamin
(1%) i innych (1%). NajczeSciej wykrywanymi substancjami byty (w nawiasach podano
liczbe identyfikacji): 3-MMC (50), a-PVP (23), pentedron (16), 3',4'-metylenodioksy-a-
pirolidinobutyrofenon (MDPBP) (12), UR-144 (7), etkatynon (5), mefedron (5), MDPV
(4), 4-MEC (3), bufedron (3), dezoksypipradrol (2-DPMP) (3), metylon (2) i 2C-B (2).
W pojedynczych przypadkach wykazano 2-MMC, 2C-P, eutylon, 25I-NBOMe,
meta-chlorofenylopiperazyne (mCPP), efedron, metiopropamine (MPA) i 5-APB. Nalezy
zaznaczy¢, ze nie wszystkie zwigzki bylty wykrywane przez caty trzyletni okres badan.
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Jedne sie pojawiaty, a inne znikaty z rynku, co jest cechg charakterystyczng dla NSP.
MDPV, 2C-B, 2C-P, bufedron i mCPP zostaty wykryte tylko w 2012 roku, podczas gdy
5-APB, eutylon i MPA tylko w 2013 roku. a-PVP, 2-MMC, 25I-NBOMe oraz efedron
wykazano w ekspertyzach tylko z 2014 roku. Niektére substancje byty obecne przez
dwa lub trzy lata, ale czesto$¢ ich wykrywania sie zmieniata. Pentedron, MDPBP i UR-
144 byly obecne przez trzy lata, ale wykrywano je coraz czeSciej. 3-MMC wykazano
w 11 przypadkach z 2013 r. i w 39 z 2014 r. Czesto$¢ wykrywania poszczeg6lnych NSP
w kolejnych latach przedstawiono w tabelach I1Ii IV.

Tabela III. Czesto$¢ wykrywania poszczegdélnych NSP w latach 2012-2014 [H5].

Liczba identyfikacji w latach

Substancja | 2012 2013 2014 |2012-2014
3-MMC 11 39 50
a-PVP 23 23

10 16
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mefedron
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2-DPMP
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5-APB 1
efedron 1
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eutylon 1
mCPP 1
MPA 1
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W wielu analizowanych przypadkach stwierdzono obecno$¢ wiecej niz jednej
NSP, a czesto NSP wraz z konwencjonalnymi narkotykami, takimi jak amfetaminy,
kannabinole, kokaina, a takze lekami z grupy pochodnych benzodiazepiny, ktére bywaja
stosowane w celach niemedycznych. Obecno$¢ pojedynczej NSP wykazano w 35%
przypadkow, natomiast dwie lub wiecej NSP w 19% pozytywnych przypadkow. NSP
tacznie z konwencjonalnymi narkotykami wykazano w 65% przypadkéw. Obecno$¢
wiecej niz jednej nowej substancji w materiale biologicznym moze by¢ wyttumaczona na
dwa sposoby - przyjeciem wiekszej liczby substancji lub tez przyjeciem preparatu
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zawierajgcego wiecej niz jeden sktadnik. NajczeSciej obserwowano jednoczesna
obecnos$¢ zwigzkéw z grupy katynonéw - gtéwnie 3-MMC, a-PVP, pentedronu i MDPBP.
Z tradycyjnych Srodkéw obecnych w badanych materiatach wraz z NSP nalezy wymienic
(z zachowaniem czestos$ci ich identyfikacji): THC i/lub jego metabolit THCCOOH,
amfetamine, klonazepam i/lub jego metabolit 7-aminoklonazepam, diazepam,
benzoiloekgonine (metabolit kokainy), nordiazepam i MDMA. W pojedynczych
przypadkach wykazano takze MDA, PMA, PMMA i pseudoefedryne. Szczegétowe
potaczenia pomiedzy poszczegdlnymi NSP i klasycznymi Srodkami przedstawiono na
rysunku 5.

Tabela IV. Liczba identyfikacji NSP oraz wyznaczone we krwi stezenia
(112 przypadkow, 143 identyfikacje NSP, lata 2012-2014) [H5].

Liczba . Srednie .
Substancja identyfikacji Zal([ll'les stezen stezenie l_VIe'dlana
g/ml] [ng/ml] stezen [ng/ml]
3-MMC 50 <1-1600 96 13
a-PVP 23 3,6 - 650 74,5 31
pentedron 16 8,6 - 360 98,4 27
MDPBP 12 2-7010 620 45
UR-144 7 0,6 -19 8,3 6,1
etkatynon 5 9-114 43,4 23
mefedron 5 13 -5500 1774 692
MDPV 4 17 - 306 117 72
4-MEC 3 28 - 208 104,7 78
bufedron 3 0,7 -200 60,4 20,5
2-DPMP 3 22-57 33,7 22
2C-B 2 1,6; 14 7,8 7,8
metylon 2 1,6; 115 58,3 58,3
251-NBOMe 1 3 - -
2C-P 1 nie wyznaczone - -
2-MMC 1 1,4 - -
5-APB 1 5600 - -
efedron 1 200 (w moczu) - -
eutylon 1 33 - -
mCPP 1 15 - -
MPA 1 9,5 - -
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Rys. 5. Potaczenia (wspolna obecnos$¢ we krwi) pomiedzy NSP (szare kétka)
i konwencjonalnymi narkotykami (czarne kotka). Liczbe identyfikacji i liczbe
potaczen przedstawiono w kétkach [H5].

Wplyw na sprawnos$¢ psychomotoryczng

NSP stajg sie coraz cze$ciej uzywanymi substancjami psychoaktywnymi na catym
Swiecie. Prowadzenie pojazdéw pod ich wptywem jest coraz powszechniejsze i staje sie
problemem szczego6lnie istotnym w odniesieniu do bezpieczenstwa ruchu drogowego.
Obecny stan wiedzy na temat wptywu NSP na sprawno$¢ psychomotoryczng jest bardzo
ograniczony. Badania laboratoryjne sa prowadzone w bardzo ograniczonym zakresie,
a opisy przypadkoéw rzadko publikowane. Sprawe komplikuje fakt dynamicznych zmian
na rynku NSP, co sprawia, Zze ewentualne dane czesto dotycza substancji juz nie
stosowanych. Z tego wzgledu w kilku pracach [H6, H7, H9, H10, H11, H14]

2-32



podejmowatem proby okreSlenia wptywu wybranych NSP na sprawno$¢
psychomotoryczng kierowcéw. Ograniczeniem uzyskanych przeze mnie danych jest
brak standaryzacji oceny wptywu i obserwowanych efektéw. Analizowane substancje
czesto wystepowatly niesamodzielnie, a wiec obserwowane efekty mogty by¢ wynikiem
ich synergistycznego dziatania. Z kolei zaletg jest to, Ze sa to dane pochodzace
z autentycznych sytuacji, ktére miaty miejsce na drodze, a takie dane s3 znacznie
bardziej adekwatne do rzeczywistosci niz testy eksperymentalne prowadzone
w warunkach laboratoryjnych.

Najbardziej istotne wydaja sie prace, ktore dotyczyly najpopularniejszych
w naszym Kkraju NSP, nalezacych do grupy katynonéw. Wczes$niejsze publikacje
wskazywaly, ze pochodne katynonu mogg upo$ledza¢ sprawno$¢ psychomotoryczna,
a prowadzenie pojazdéw po ich uzyciu stwarza zagrozenie dla uzytkownikéw droég
publicznych, pasazeréw i pieszych [19]. W pracy [H7] analizowatem dane zebrane od 28
kierowcow oraz 22 osoéb, ktére stosowaty a-PVP. Pomimo, ze najbardziej uzytecznag
grupa byty osoby, u ktérych wykazano tylko t3 substancje, oddzielnie analizowano
réwniez osoby, u ktérych wykazano o-PVP wraz z innymi $rodkami. Stezenia a-PVP
wyznaczano w ramach rutynowej pracy eksperckiej, a zaobserwowane objawy
pochodzity gtéwnie z protokotéw pobrania krwi wypetnianych przez lekarza podczas
pobierania tych prob oraz innych ustalen faktycznych w sprawach. Grupe kierowcow,
u ktérych wykazano tylko o-PVP podzielono na dwie podgrupy - z objawami i bez
objawoéw. W podgrupie bez postrzegalnych objawéw wykazane stezenia mieScity sie
w zakresie 6,4-71 ng/ml (Srednia 32,8 ng/ml, mediana 31,0 ng/ml), natomiast
w podgrupie kierowcow, u ktérych wystapily objawy wykazane stezenia mieScity sie
w podobnym zakresie 8,2-68 ng/ml, ale Srednia i mediana byty wyzsze, odpowiednio
40,1 ng/ml i 42,0 ng/ml. Istotniejsze objawy, ktére wystepowaly u kierowcow to
dezorientacja, agresja, pobudzenie, niepewny i chwiejny chéd, gadatliwo$¢ i zaburzenia
mowy. U oséb tych wielko$¢ Zrenic byta zmienna (stwierdzano zaréwno waskie, jak
i szerokie, stabo reagujgce na $wiatto). Podobna sytuacja byla obserwowana dla
kierowcéw, u ktérych wykazano a-PVP wraz z innymi NSP i/lub klasycznymi
narkotykami. Srednie i mediany dla kierowcéw bez objawéw (28,3 ng/ml i 24,0 ng/ml)
byty nizsze niz dla kierowcoéw z postrzegalnymi objawami (51,3 ng/ml i 40,5 ng/ml).
Dodatkowo przeanalizowane dane dla pozostatych uzytkownikéw o-PVP potwierdzity
powyzsze wyniki. Sugeruje to, ze a-PVP uposledza sprawno$¢ psychomotoryczng,
a wystapienie objawoéw koreluje z wyzszymi stezeniami o-PVP we krwi. Do
potwierdzenia tej hipotezy zastosowano test U Manna-Whitneya. Pomimo, Ze niektore
parametry byly niskie, uzyskane dane wskazaty na korelacje stezen i objawow. Mozna
byto takze zaproponowac stezenie 40 ng/ml, jako warto$¢ odciecia dla prognozowania
istotnego wptywu na sprawno$¢ psychomotoryczng. Uzyskane dane wskazujg wiec, ze
stopien upos$ledzenia sprawnosci psychomotorycznej, a wiec takze i ryzyko
spowodowania wypadku, moze wzrasta¢ wraz ze stezeniem o-PVP we krwi.

Podobne badania przeprowadzono dla 3-MMC, a uzyskane wyniki przedstawiono
w pracy [H6]. Tak jak powyzej, kierowcow podzielono na dwie grupy (cztery podgrupy).
U kierowcow, u ktérych wystgpity objawy, byly one zblizone do tych obserwowanych po
uzyciu a-PVP. Pomimo, Ze grupa badanych byta stosunkowo duza i liczyta 70 osob, to
uzyskane wyniki byty niejednoznaczne. W Zadnej z grup nie stwierdzono Kkorelacji
pomiedzy okre$lonym poziomem stezen 3-MMC a wystepowaniem objawow. Moze
istnie¢ kilka wyjasnien takiej sytuacji. Po pierwsze, bardzo krotki biologiczny okres
pottrwania 3-MMC (0,8 h) powoduje szybkie obnizanie sie stezen tego zwigzku we krwi.
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Kolejnym problemem jest brak stabilnosci 3-MMC, w szczegélno$ci, gdy materiat jest
przechowywany w niewtasciwych warunkach. Istniejg badania wskazujace, zZe
przechowywanie zamrozonej (-20°C) krwi nie powoduje degradacji mefedronu
(izomeru 3-MMC), podczas gdy w +4°C i w temperaturze pokojowej zaobserwowano
znaczne obnizanie sie stezen tego zwigzku (juz po kilku dniach) [20]. Pomimo, ze w IES
zapewnione sg odpowiednie warunki przechowywania materiatu biologicznego, to poza
kontrolg pozostaje etap pomiedzy pobraniem proébek krwi, a dostarczeniem do badan.
Po trzecie, brak korelacji miedzy stezeniami 3-MMC i objawami moze by¢ wynikiem
zjawiska tolerancji. Osoby, u ktorych nie wystepuja postrzegalne objawy, a posiadaja
wysokie stezenia NSP we krwi, mogg by¢ czestymi uzytkownikami tych $rodkow.
Dlatego skorelowanie stezenia 3-MMC z objawami i stopniem uposledzenia wymaga
dalszych badan.

W kolejnych publikacjach wskazano, Ze takze inne pochodne katynonu moga
uposledza¢ sprawno$¢ psychomotoryczng i w konsekwencji zwieksza¢ ryzyko
uczestniczenia w wypadku. Tak byto w przypadku bufedronu, MDPV i 4-MEC, ktérych
obecno$¢ stwierdzono w prébach krwi pobranych od dwoch kierowcow zmartych
w wyniku obrazen odniesionych podczas wypadkéw samochodowych [H9 i H10].
W obu przypadkach wykazane stezenia byty stosunkowo wysokie, ale jednoczesna
obecno$¢ odpowiednio bufedronu i MDPV oraz 4-MEC i alkoholu etylowego
uniemozliwia jednoznaczne powigzanie upos$ledzenia sprawnosci tylko z jednym
konkretnym zwigzkiem. Podobna sytuacja miata miejsce w przypadku kolejnego
kierowcy zatrzymanego do kontroli drogowej, u ktérego zaobserwowano objawy
mogace Swiadczy¢ o byciu pod dziataniem $rodkéw odurzajacych (stabo reagujace na
Swiatto Zrenice oraz betkotliwa mowa). W pobranej krwi takze wykazano obecno$¢
kilku substancji - MDPV, THC i jego metabolitu oraz metabolitu JWH-018 [H11].

W jednej z prac [H14] probowatem okresli¢ wptyw syntetycznego kannabinoidu
UR-144 na sprawno$¢ psychomotoryczng. Podstawa moich rozwazan byl wcze$niej
opisany wypadek samochodowy. Uczestniczyl w nim mezczyzna, u ktérego we krwi
wykazano obecnos$¢ UR-144 w stezeniu 14,6 ng/ml oraz produktu jego pirolizy. Krew
pobrano dwie godziny po zdarzeniu, a lekarz pobierajgcy zaobserwowat rozszerzone
zrenice, stabo reagujace na Swiatto, zaburzenia ruchu i chwiejny ch6d. Powyzsze objawy
wraz z tymi zaobserwowanymi przez funkcjonariuszy policji (pobudzenie i utrudniona
komunikacja) Swiadczyty, ze mezczyzna jest pod dziataniem Srodka odurzajgcego. Jako,
Ze nie istnialy prace dotyczace wptywu UR-144 na sprawno$¢ psychomotoryczng
w swoich rozwazaniach opieratem sie na danych dotyczacych THC i innych
syntetycznych kannabinoidéw (m.in. JWH-018 i AM-2201). U kierowcéw stosujgcych
inne syntetyczne kannabinoidy stezenia i objawy byty zblizone do opisanych przeze
mnie. Dawki i wyznaczone stezenie UR-144 porownatem do dawek i stezen THC,
w szczeg6lnosci w odniesieniu do ewentualnego czasu przyjecia. Udato sie znaleZ¢
szereg podobienstw pomiedzy tymi dwoma substancjami. Rozwazatem takze wplyw
wtasciwosci farmakokinetycznych UR-144 na procesy jego wchianiania oraz wplyw
wtasciwosci farmakodynamicznych (i oddziatywania z receptorami kannabinoidowymi)
na wywotywane przez ten zwigzek efekty. Dodatkowo rozwazytem wplyw nosnika,
z ktorym jest palony UR-144 na wchtanianie i wywolywane efekty. CatoSciowe
spojrzenie na te zagadnienia pozwolilo na stwierdzenie, ze przyjecie UR-144 moze
prowadzi¢ do upos$ledzenia sprawnosci psychomotorycznej i stanowi¢ zagrozenie dla
bezpieczenstwa ruchu drogowego.
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PODSUMOWANIE BADAN

Rynek narkotykowy NSP ma swojg specyfike. Polega ona m.in. na dynamicznych
zmianach szerokiego spektrum zwigzkoéw, a takze rownoczesnym przyjmowaniu wielu
réznych substancji. Wymagato to opracowania nowego systemu, pozwalajacego na
identyfikacje NSP przyjmowanych przez uzytkownikéw. Aby to byto mozliwe, konieczne
byto opracowanie selektywnych i czutych metod analitycznych umozliwiajacych
identyfikacje i oznaczanie nowych substancji w materialach biologicznych.
Zastosowanie tych metod w praktyce miato istotne znaczenie zar6wno poznawcze, jak
i praktyczne. Skuteczno$¢ opracowanych metod zostata udowodniona poprzez ich
zastosowanie w rutynowej pracy eksperckiej. Uzyskane wyniki badan dostarczytly
szeregu danych toksykologicznych, farmakokinetycznych i farmakodynamicznych.

Podsumowujac, gtéwnymi osiggnieciami badan opisanych w pracach tworzacych
jednotematyczny blok publikacji byto:

- opracowanie i optymalizacja czutej i specyficznej przesiewowej metody
(LC-MS/MS) stuzacej do wykrywania i wstepnej identyfikacji NSP we krwi,

- opracowanie, optymalizacja i walidacja szeregu metod analitycznych stuzacych
do oznaczania NSP w materiale biologicznym,

- prowadzenie prekursorskich w skali kraju analiz materiatu biologicznego na
obecno$¢ NSP,

- okreSlenie poziomow stezen niskich, toksycznych i Smiertelnych dla NSP (wiele
z prac wchodzacych w sktad cyklu byty pierwszymi opublikowanymi w czasopismach
o zasiegu $wiatowym, w ktorych oznaczono i przedstawiono stezenia wybranych NSP
we krwi),

- ocenienie objawOw dziatania NSP, przy wyznaczonym ich stezeniu w plynach
ustrojowych,

- oszacowanie wptywu NSP na organizm, w tym na sprawno$¢
psychomotoryczna,

- dostarczenie danych epidemiologicznych odno$nie do rodzaju najczeSciej
przyjmowanych NSP w Polsce, w tym powodujacych zatrucia ostre i/lub Smiertelne oraz
schematéw ich przyjmowania,

- dostarczenie wielu danych $wiadczacych o realnym zagrozeniu zdrowia i zycia
zwigzanym z przyjmowaniem NSP.
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