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Receptory opioidowe

Opioidy endogenne jako naturalne substancje wystepujace w ludzkim moédzgu odgrywaja
bardzo istotng rol¢ w zachowaniu, wyrazaniu emocji, poziomie motywacji, odpornosci na bol
oraz wptywaja na apetyt. Wyrdznia si¢ 3 rodzaje opioidowych receptoréw endogennych:

e u (receptory MOR) — aktywowane przez morfine, wywotujg euforie, analgezje i moga

prowadzi¢ do depresji oddechowej,

e « (receptory KOR) — aktywowane przez metopon, ketaming, morfing, mentol i
oksykodon; pobudzone receptory KOR wywotuja dysforig, efekt przeciwbolowy i
halucynogenny, sedacj¢; przyczyniaja si¢ do zwigkszenia apetytu, pobudzaja wzrost
prolaktyny (hormonu majgcego wplyw na zdolno$¢ uczenia si¢). Aktywacja
receptorow Kk moze powstrzymac przed uzaleznieniem od kokainy, morfiny lub
alkoholu ze wzgledu na przeciwstawne skutki do receptoréw L,

e O (receptory DOR) — substancje wykazujace powinowactwo do tych receptoréw
dziatajg antydepresyjnie, ich aktywacja prowadzi do zmniejszenia odczuwalnosci bolu
jednak w znacznie stabszym stopniu jak w przypadku receptoréw p.

Agonistami, czyli zwigzkami pobudzajacymi receptory opioidowe sg opioidy, grupa
substancji naturalnych, pdtsyntetycznych i syntetycznych. Do naturalnych opioidow zalicza
si¢ opiaty, ktore wystepuja w maku i jego przetworach (opium), jak na przyktad morfina i
kodeina, ktore po odpowiedniej modyfikacji chemicznej, prowadza do otrzymania
polsyntetyczncyh opiatow — np. heroiny i oksykodonu. Do syntetycznych opioidoéw zaliczaja
si¢ glownie silne leki przeciwbolowe, w tym: fentanyl, tramadol, metadom i buprenofrina.
Uzywanie tych zwigzkéw bez odpowiedniej opieki medycznej moze prowadzi¢ do zagrozenia
zycia i zdrowia.

Pozakliniczne stosowanie opioidow
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Skutkiem stosowania opioidow w celach terapeutycznych jest zmniejszenie odczuwania
bolu. Efektem ubocznym, nie majacym zadnego znaczenia klinicznego, jest uczucie euforii,
odurzenia, apatii, sennosci, czy blogostanu. Stany te sg na tyle pozadane, ze prowadza do
silnego uzaleznienia. Wedhig szacunkowych danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (World
Health Organization - WHO), wsrod wszystkich dostgpnych uzywek najwigkszy odsetek
uzaleznionych siega po tyton (32%), heroing (23%) oraz marihuang (17%), co przedstawiono

na Rys. 1.

Potencjalne uzaleznienie od rekreacyjnych uzywek

M kokaina

M heroina

B marihuana

m tyton
alkohol

inne

Rys.1. Wykres przedstawiajqcy potencjalne uzaleznienie od uzywek wedtug WHO

Pozakliniczna konsumpcja opioidow moze wywolywac rozne reakcje w zaleznos$ci od
dawki, stopnia uzaleznienia, celu uzywania, osobniczej wrazliwo$ci, czy opcjonalnego
taczenia opioidow z innymi substancjami psychoaktywnymi. Szczegdlnie niebezpieczne sg
substancje z grupy syntetycznych opioidow, gldwnie fentanyl oraz jego analogi, ze wzgledu
na nieporownywalnie wigkszg sil¢ dzialania w stosunku do heroiny. Liczba $miertelnych ofiar
na skutek zatru¢ fentanylem w stosunku do przedawkowania heroiny w 2014 roku byla
dwukrotni wigksza. Popularno$¢ fentanylu wynika gléwnie z jego tatwiejszej dostepnosci
oraz bardziej przystepnej ceny niz byto to jeszcze kilka lat temu. Nierzadko zdarza sie, ze
osoby uzaleznione celowo dokonuja samookaleczenia, np. poprzez tamanie palcéw, w celu
wyludzenia recepty na syntetyczne opioidy. Najczesciej stosowane leki w celach klinicznych

zestawiono w Tabeli 1.
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Tabela 1 . Charakterystyka wybranych lekow opioidowych

] Dawkowanie Sila Czas Maksymalne )
Substancja Skutki uboczne
(na kg m.c.) dzialania dzialania dzialanie [min]
bradykardia, spadek
Morfina 5-10 mg 1 3-5h 30 ci$nienia
depresja osrodka
Fentanyl 1-5pg 100 20-45 min 5 oddechowego
. spadek ci$nienia
Sufentanyl 0,3-5 g 1000 30 min 3
sztywno$¢ migsni
Remifentanyl 0,05-1 ug 100 5 min 1 szkieletowych
. zaburzenia hormonalne
Alfentanyl 10-30 ug 30 10-15 min 1
Petydyna 0,5-1 mg 0,1 2-4h 15 zaburzenia oddychania

Wykrywanie i oznaczanie syntetycznych opioidow

Obecne statystyki wskazuja, ze dostgpnos¢ nielegalnych syntetycznych opioidow na
rynku narkotykowym oraz zwigzane z nig $miertelne zatrucia jest znacznie zanizona ze
wzgledu na trudnosci z ich oznaczaniem, gldwnie w materiale biologicznym. Istnieje problem
w identyfikacji zwigzkow wskutek bardzo dynamicznej zmiany ich struktur chemicznych,
cigglej zmiany psychoaktywnos$ci substancji oraz braku komercyjnie dostgpnych wzorcoéw
certyfikowanych. Dzieki dostgpnosci duzych ilosci pochodnych fentanylu, naduzycia
syntetycznych opioidéw rozwingly si¢ w problematyke zdrowia publicznego. W zwigzku z
faktem, ze syntetyczne opioidy, a zwlaszcza analogi fentanylu, wykazujg dziatanie w duzo
mneijszych dawkach w poréwnaniu do klasycznych narkotykow, a moc ich dziatania jest
bardzo silna, cze$¢ uzytkownikow nieswiadomie spozywa te substancje jako zanieczyszczenia
w heroinie, badz Srodkach przeciwbolowych. Substancje macierzyste lub ich metabolity sa
zatem obecne w materiale biologicznym na poziomie nanogramow lub nawet femtogramow.
Jednag z konsekwencji takiego zjawiska jest mozliwo$¢ braku wykrycia zwiazkéw z grupy
syntetycznych opioidow, poniewaz rutynowe oznaczanie tych substancji jest rzadko
wykonywane i wymaga dedykowanych metod analitycznych z dostatecznie duza czuto$cig i

swoistoscig. Opracowanie technik analitycznych do oznaczania syntetycznych opioidow w
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72 konwencjonalnych i niekonwencjonalnych materiatach biologicznych ma bardzo duze
73 znaczenie 1 istnieje potrzeba identyfikacji zaréwno substancji macierzystej, jak 1 jej
74 metabolitéw oraz korelacji wyniku oznaczenia z danymi klinicznymi.
75 Doboér odpowiedniej metody analitycznej do oznaczania syntetycznych opioidow
76  powinien uwzglednia¢ takie aspekty jak ocena kliniczna i poznawcza, a takze zakres badan
77  diagnostycznych. Obecnie do tego celu wykorzystuje si¢ glownie techniki
78  immunoenzymatyczne i fluorescencyjne, ktére znajduja zastosowanie przewaznie w
79  laboratoriach szpitalnych. Pomimo faktu, ze obie metody charakteryzuja si¢ tatwoscia
80 przygotowania probek, wydaja si¢ by¢ niewystarczajace glownie ze wzgledu na malg
81  swoistos¢. Gtowna wada zwigzana jest z mozliwo$cig wystepowania reakcji krzyzowych, tj.
82  niespecyficznos$ci reagowania pewnych zwigzkéw farmakologicznych i ich metabolitow oraz
83  silnym wptywem skladnikow matrycy. W zwiazku z tym, zachodzi konieczno$¢ opracowania
84  nowych metodyk oznaczania syntetycznych opioidow, réwniez ze wzgledu na szybkosc
85  pojawiania si¢ innych zwigzkéw stanowigcych ich strukturalne modyfikacje oraz bardzo
86  niewielkie stezenia, ktore powoduja efekt odurzenia. Badania przesiewowe moga obejmowac
87  zaré6wno testy kolorymetryczne oraz metody immunochemiczne. Jednakze, w przypadku
88 oznaczen ilosciowych potrzeba bardziej czutych i selektywnych technik. W praktyce
89 laboratoryjnej wykorzystuje si¢ gtownie metody chromatograficzne, zarbwno chromatografig
90 cieczowg (LC) jak i chromatografie gazowa (GC), zazwyczaj sprzezone ze spektrometrig mas.
91  Obie te techniki sag powszechnie stosowane w rutynowych oznaczeniach toksykologicznych i
92  kryminalistycznych. Wymagaja one jednak etapu izolacji i wzbogacania analitow z matrycy
93  hiologicznej. Najczgsciej etap ten jest osiggany z wykorzystaniem ekstrakcji typu ciecz-ciecz
94  (LLE) lub ekstrakcji do fazy statej (SPE). W Tabeli 2 zebrano wybrane informacje dotyczace
95  obecnych trendow oznaczania syntetycznych opioidow oraz technik przygotowania probek
96 jako przeglad obecnej literatury.
97 Tabela 2. Wybrane metody oznaczania syntetycznych opioidow wraz z parametrami
98 walidacyjnymi w probkach materiatu biologicznego
KREW
A:0,01 M
alfentanyl LC-UV/Vis Econgifhere LLE diWO:rZ;OfOSf 0(’32/2;1)2 0,25 2,0 86,3 <10
B: ACN
alfentanyl 0,05 - 250 0,05 - 10 12
p- 0,1-60 0,06 0,1 16 11
fluorofentanyl A:5mM
Cis-3- LC-MS/MS Genesis C 18 LLE octan amonu 0,03 — 300 0,02 0,03 - 18 16
metylofentanyl B: ACN
trans-3- 0,04 - 80 0,04 0,04 16 10
metylofentanyl
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o- 0,03 - 50 0,01 0,03 13 9
metylofentanyl
remifentanyl 0,2-30 0,05 0,2 5 6
sufentanyl 0,2 - 200 0,2 - 6 3
(ng/L)
acetylfentanyl A 5mM
akrylofentanyl R
butyrofentanyl frowezan
UHPLC- amonu 0,5-500
I::::;/I—I QTOF/MS HSS C18 PP B: ACN + (ug/ke) 0,5 - 79 <20 -
4 0,1% FA
ocfentanyl
remifentanyl
Zebron ZB- 100 — 1000
tylfentanyl GC-MS LLE - 50 100 - - -
acetylfentany! 5MS (ng/mi)
A:10 mM
mréwczan
UHPLC- . amonu + 0,001-0,1
_ < <
acetylfentany MS/MS Biphentyl SPE 0,01% FA + (mg/L) 0,001 102 11 <9
woda
B: MeOH
A:
woda+0,1%
acetylfentany L:AHSP“'\‘A%' BEH T3 LLE FA O(ﬁ ’/ ;?)0 - - - - -
B: ACN + 9
0,1% FA
acetylfentany GC-MS ass&;'r\gl? SPE og;rj; er:oMnu 05-1 - - - - -
LC-MS/MS Gold B:MeOH (ng//mL)
acetylfentany GC-MS RTX-1-ms LLE - 125-2000 0,06 0,125 - <20 <7
(ng/ml)
acetylfentany 0,2
B- A2 mM 01
hydroksyfenta . m
mrowczan
nyl .
butyrofentanyl amonu 0,2
Acclaim 0.1% FA +
karfentanyl UHPLC-lon 1% ANC 0,001-5,0 0,1
Trap-MS RSCL SPE B2 mM (ng/mL) B B <20 a
Turanyl- P 120C18 ‘ 9 05
fentanyl mrowczan
amonu +
p- 0,1% FA + 05
fluorobutyrofe ACN
ntanyl
U-47700 0,5
acetylfentany <10 <25
karfentanyl A0.1% FA 01 a0 <15 <20
furanyl- LC-MS/MS Kinetex F5 SPE B: ACN +0 - - 0,1 - <10 <15
fentanyl 1% FA (ng/mL)
3 <10 <25
metylofentanyl
GC-MS DB-1MS SPE A:0,1% FA 0.10-20
akrylofentanyl UHPLC- BEH C18 PP B: ACN + (’n /mL) 0,05 0,1 - <10 <10
MS/MS 0.1%FA g
A:10 mM
mréwczan
akrylofentanyl | LC-MS/MS | BEH Phenyl LLE MOt | 001-10(nglg) | - - >80,0 <10 -
y! y Y| 0,05% EA ) 9/9 )
B: MeOH +
0,05% FA
akrylofentanyl
4-
chloroisobutyr
yl fentanyl ., . .0 10 B
4 LC-MS/MS BEH C18 Rozcienczani A: OI,lA) FA 0,5-1000 <05 05 B B B
. e B: ACN (ng/mL)
fluoroisobutyr
yl fentanyl
tetrahydrofura
nylfentanyl
butyrofentany! Rozcieficzani | A:0,1% FA 0,5 1000
4- LC-MS/MS BEH C18 . B ACN (ng/mL) - 0,5 - - -

fluorobutyrofe
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ntanyl

Zebron ZB- 10 - 250
butyrofentanyl GC-MS 5MS LLE - (ng/mL) 2,0 10,0 - - -
A:10 mM
mrowczan
butyrofentanyl L;AH;,\';I% Biphenyl SPE ;2” d°a”f: ;’ (ln . /iﬁ?) - 1,0 - <20 <15
1% FA
B: MeOH
furanyl-
karfentanyl GC-MS Rix-5 LLE - - - - - - -
fentanyl
karfentanyl A:2mM 010-10
cis-3- LC-MS/MS Genesis C18 PP octan amonu (’ng/mL) 0,03 0,1 - - -
metylofentanyl B:ACN
cis-3-
metylofentanyl . A:10mM
LC-MS/MS Genesis C18 LLE octan amonu - - - - - -
trans-3-
B: ACN
metylofentanyl
foany Aodas | 1100
U-47700 LC-MSMS | Eclipse C18 SPE 0.01% FA 1500 05 10 _ <10 -
B: MeOH +
U-50488 0,01% FA 1-500
(ng/mL)
A:10 mM,
mroéwczan
furanyl- amonu + 0,05 02-75
femar)]'yl LC-MS/MS | BEH Phentyl LLE % FA (ng/ml) - - >50,0 <25 <25
B: MeOH +
0,05 % FA
A:0,06 M
4- Rxi-5Sil MS mrdéwczan
fluorobutyryl LCG_C[\?/;Q//I,\SAS Hypersic RP LLE amonu + 0,2 28];/:]080 7,0 12,0 - - -
fentanyl C18 M FA
B: ACN
A:5mM 25_50
ocfentanyl LC-MS/MS Kinetex C8 LLE octan amonu ' - - - - -
B: ACN (ug/mL)
A:2mM
mroéwczan
UHPLC- amonu + 2,1-21,0
ocfentanyl MS/MS HSS C18 LLE woda + 0,02 (ng/ml) - 2,1 87,6 <10 <10
% FA
B: MeOH
A2 mM
remifentanyl | LC-MsMs | Tecosehere PP-LLE octan amonu 0.1-50 - - 76,0 <10 <10
c18 ) (ng/mL)
B: ACN
remifentanyl GC-NPD BPX-5 SPE - 0,2-100 - 0,2 82,3 - <15
(ng/mL)
A:woda,
. MeOH, ACN 0,96 — 48
remifentanyl LC-MS X-Terra C8 LLE B: ACN + (ng/mL) 0,18 0,5 105,6 - <10
0,1% FA
A:0,02 %
kwas 10500
sufenentyl LC-MS/MS Nucleosil CC LLE trifluoroocto 3,0 10,0 - <15 <15
wy, woda (pg/mL)
B: ACN
ACN + woda
Supelcosil +0,2 % kwas 0,3-2,0
sufenentyl LC-MS/MS LC-C18-DB SPE trifluoroocto (ng/mL) - 0,3 98,9 <10 <15
wy
A:10 mM
UHPLC- octan amonu
U-47700 MS/MS HSS T3 PP +0.1% FA - - - - - -
B: ACN
Zebron ZB- 20 - 500
U-47700 GC-MS 5MS LLE - (ng/mL) 5,0 20,0 - - -
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A: bufor

fosforanu
Synergi trietyloamoni
HPLC-DAD Fusion owego
LC-MS/MS Gemini (pH=3)
U-47700 HPLC- Zorbax LLE B:aACN B B B B B B
QTOF-MS Eclipse Plus A: woda +
C18 1% FA
B: ACN +
1% FA
AH-7921 GC-MS - LLE - 0.05-20 - - - - -
(mg/L)
OoCcz
alfentanyl 0,024 83,0 <20,0 < 20,0
A: octan
Karfentanyl torra M a'\‘l’v‘;’;‘;' 0010 100 0,003 98,0 <100 <100
3- LC-MS/MS C18 LLE B- octan (ng/mL) 0,006 - 98,0 <20,0 < 10,0
metylofentanyl amonu +
- woda + ACN 0,006 92,0 <15,0 <20,0
metylofentanyl
sufenentyl 0,009 114,0 <10,0 <10,0
alfentanyl 0,05 -80 0,05 0,0 7,0
p- 0,30 - 60 0,30 4,0 5,0
fluorofentalyn
cis-3- 0,02 - 300 0,02 3,0 5,0
metylofentanyl A: octan
trans-3- LC-MS/MS Genesis C18 LLE amonu 0,04 - 80 0,04 B B 5,0 5,0
metylofentanyl (pH=3,2)
o« B:ACN 0,03-20 0,01 2,0 7,0
metylofentanyl
remifentanyl 0,20 - 90 0,05 10,0 5,0
sufenentyl 0,20 — 200 0,20 5,0 5,0
(ng/L)
Zebron ZB- 100 - 1000
acetylfentany GC-MS 5MS LLE - (ng/mL) - - - - -
A:20 mM
mroéwczan
UHPLC- . amonu +
acetylfentany MS/MS Biphenyl SPE woda + 0,1 - - - - - -
% FA
B: MeOH
A: woda +
UHPLC- 0,1% FA 0,50 - 100
acetylfentany MS/MS BEH T3 LLE B ACN + (ng/mL) - - - - -
0,1% FA
acetylfentany GC-MS DB5-MS SPE - - - - - - -
acetylfentany GC-MS RTX-1-ms LLE - - - - - - -
Zebron ZB-
butryfenantyl GC-MS 5MS LLE - - - - - - -
A:10 mM
mrowczan
UHPLC- . amonu +
butryfenantyl MS/MS Biphenyl SPE woda + 0,1% - - - - - -
FA,
B: MeOH
AH-7921 GC-MS DB-5MS LLE - - - - - - -
Zebron ZB-
U-47700 GC-MS 5MS LLE - - - - - - -
A:10 mM
UHPLC- octan amonu
U-47700 MS/MS HSS T3 PP +0.1%FA - - - - - -
B: ACN
A:5mM
octan amonu 1,0 - 2500
-477 LC-MS/M Poroshell 12 PE ’ 1 1 -
U-47700 C-MS/MS oroshell 120 S +0,01% FA (ng/mL) ,0 ,0 <15 <10
B: 0,01% FA
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+ MeOH
A:5mM
furanyl- UHPLC- mréwczan 0,25-50
fentanyl QTOF-MS HSS C18 LLE amonu (ng/mL) - 0.25 20,0 <15
B: ACN
. . A: woda +
ol I I e B N N N f f
Y B: ACN
A:5mM
ocfentanyl LC-MS/MS Kinetex C8 LLE octan amonu - - - - -
B: ACN
A:woda + 2
mM
UHPLC- mréwczan
ocfentanyl MS/MS HSS T3 LLE amonu + 0,2 - - - - -
% FA
B: MeOH
butryf:_nantyl Rozcien . A: woda + 0.5 - 1000
LC-MS/MS BEH C18 OZCICNCZENT 1 0 106 FA ey - 05 - -
fluorobutyrofe e (ng/mL)
B: ACN
ntanyl
A: 0,06 M
4- Rxi-5Sil MS mroéwczan
-M N 20 —
fluorobutyrofe LCG—f/ISIE/IS Hypersil RP LLE amonu + 0,02 (?] /rSnOIf))O 7,0 12,0 - -
ntanyl ci8 M FA 9
B: ACN
Cis-3- A: octan
metylofentanyl |\ ¢ msims | Genesis C18 LLE amont - - - - -
trans-3- (bufor)
metylofentanyl B:ACN
akrylofentanyl
4-
chloroisobutyr
yl fentanyl Rozciehczeni A: woda +
4- LC-MS/MS BEH C18 g . z 0,1% FA - - - - -
fluoroisobutyr B: ACN
yl fentanyl
tetrahydrofura
nylfentanyl
acetyl;e_ntanyl A2 mM
mréwczan
hydro:;l)/fenta amonu +
1% FA +
butryfenantyl 0.1%
karfentanyl Acclaim woda + 1%
furanyl- UTHr:L_C,\;lg’" RSLC 120 SPE B,AZC::M - - - - -
fentanyl P C18 |
p- mrowczan
amonu +
fluo:;::t)llrofe 0.1% FA +
u-477yoo 1% wody w
ACN
99
100 LC-MS — chromatografia cieczowa sprze¢zona ze spektrometrig mas

101 LC-UV/Vis - chromatografia cieczowa sprzezona z detektorem spektrofotometrycznym UV-VIS

102 LC-MS/MS — chromatografia cieczowa sprzezona z tandemowa spektrometrig mas

103 UHPLC-QTOF/MS - ultrasprawna chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas czasu przelotu
104 GC-MS — chromatografia gazowa sprz¢zona ze spektrometriag mas

105 UHPLC-MS/MS — ultrasprawna chromatografia cieczowa sprzgzona z tandemows spektrometrig mas (typu

106 potrojny kwadrupol)
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107
108

109

110

111
112

113

114

115

116

117
118

119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133

UHPLC-lon Trap-MS - ultrasprawna chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas (typu putapka

jonowa)
GC-NPD - chromatografia gazowa sprzezona z detektorem azotowo-fosforowym
HPLC-DAD - wysokosprawna chromatografia cieczowa sprz¢zona z detektorem wielodiodowym

HPLC-QTOF-MS — wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzgzona z kwadrupolowym spektrometrem

mas

LLE - ekstrakcja w uktadzie ciecz - ciecz
SPE — ekstrakcja do fazy statej

ACN - acetonitryl

MeOH — metanol

FA — kwas mrowkowy

Podsumowanie

Opisane metodyki oraz wyniki z analiz probek rzeczywistych pokazuja, ze techniki
oznaczania syntetycznych opioidow w materiale biologicznym muszg by¢ stale aktualizowane
w celu uwzglednienia nowo pojawiajacych si¢ zwiazkow. Obecnie uzywane metody 1 techniki
analityczne wykorzystywane do wykrywania i oznaczania pochodnych fentanylu opieraja si¢
gléwnie na technikach chromatograficznych potaczonych z tandemowa spektrometrig mas, co
pozwala na uzyskanie maksymalnej czuloéci i selektywnosci oraz identyfikacje polarnych
metabolitow, ktore moga by¢ obecne w ptynach ustrojowych. Jednakze, uwzgledniajac fakt
cigglego pojawiania si¢ nowych zwigzkdw z grupy syntetycznych opioidoéw, gldéwnym
ograniczeniem metodyk opartych na technikach chromatograficznych jest mata dostgpnosé
bibliotek widm opisywanych zwigzkoéw oraz wzorcow analitycznych. Wobec powyzszego,
niezbedne jest prowadzenie dalszych badan nad zwigzkami z grupy syntetycznych opioidow
aby doktadniej kontrolowac rozprzestrzeniania si¢ tych niebezpiecznych dla zdrowia 1 zycia

substancji.
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