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OPIAT ES AMFETAMIN SZARMAZEKOK MEGHATAROZASA
HAJBOL GAZ-KROMATOGRAFIAS TANDEM
TOMEGSPEKTROMETRIAS MODSZERREL

Absztrakt

Egy analitikai eljards keriilt kidolgozdsra az Opidtok és Amfetamin szdarmazékok
emberi hajbol torténd meghatarozasara gazkromatograf-tomegspektrometrids
(GC/MS) merési elven alapulo, szelektiv ionmonitorozas technikaval. Az
eljdrassal belsé (surrogate) standardként a vizsgdlt Opidt vegyiilet (Heroin)
metabolitjainak deutériummal jelolt molekulait alkalmaztuk. Az Amfetaminok
esetében a kiséro standard az MDMA-D5 volt.

Az Amfetamin szarmazékokat, a felapritott, 6rolt hajbol, sosavval torténé bontast,
majd semlegesitést kovetoen, folyadék-folyadék extrakcioval nyertiik ki. A
kalibraciohoz nativ (iires) human hajat hasznaltunk ugy, hogy azt, a vizsgalt

« 7.

An analytical method is presented here for the assessment of opiates and
amphetamine derivates in hair by employing mass spectrometry in the selective
ion monitoring mode following its separation with gas chromatography.
Deuterated (marked with heavy water) analogies of the analytes were used as
surrogate internal standards. The common surrogate standard for amphetamine
derivates was MDMA-D5 and 6-mam-D3 for opiates.

Before the extraction the samples were digested with methanol for opiates and
with the solution of hydrochloric acid for amphetamine derivates. Calibration was
accomplished employing blank human hair spiked with the analytes at various
concentrations.

Kulcsszavak: tiltott kabitoszerek, anyagcsere termékek, haj, GC/MS, heroin, 6-

mam, amfetamin, MDMA, kronikus fogyasztas, illicit drugs, metabolites, hair,
GC/MS, heroine, 6-mam, amphetamine, MDMA, chronic consumption
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1. BEVEZETES

A 19.-ik szdzad 6ta ismert, hogy a hajban a szervetlen alkotérészek, mint pl. a fémionok
beépiilnek. A hajat igazsagiigyi vizsgalati anyagként 1857-ben von Casper a “Praktisches
Handbuch der gerichtlichen Medicin” /1] miivében emliti meg. Az irasdban Hoppe-Seyler-t
1dézi, aki egy 11 éve eltemetett €s exhumalt hulla hajdban arzént mutatott ki (1856). Mintegy
100 évvel késdbb Goldblum és munkatarsainak /2] (1954) sikeriilt el6szor a hajban szerves
anyagokat meghatarozni. Barbiturat tartalmu takarméannyal végzett etetési kisérletekben részt
vett patkanyok szOrében a gyogyszert meghataroztak. Emberi hajbol pedig 1979-ben sikertilt
elészor kabitoszereket (Opiat) meghatarozni, Baumgartner és munkatarsainak /3,4] radio-
immunoassay modszerrel.

Ma mar szdmos orszdgban a hajvizsgalatok eredményeit az igazsagiigyi
szakvéleményekben nem csak elfogadjak, de sokszor megkdvetelik, €s ugyancsak
alkalmazzak azokat a vérvizsgalatok mellett, a kozuti balesetek koriilményeinek
felderitésében pl. Németorszagban.

A hajvizsgalatok jelentdsége a kabitoszer vizsgalati eljardsokon beliil az alabbiak miatt is
egyre novekszik:

— A kébitoszerek €s metabolitjaik a hajba torténd kivalasztodasa altal a kronikus
fogyasztéas bizonyithatdva valik;

— A hajvizsgalatok eredményeibdl egyértelmii kovetkeztetés vonhatod le a fogyasztott
kabitdszer milyenségére;

— A hatéanyagok és metabolitjaik viszonya stabilabb, mint a vizeletben;

— Az apoléros vegyliletek €s a hatéanyagok (Heroin, Kokain, amelyek sem a vérben,
sem a vizeletben nem mutathaték ki.) nagyobb mértékben keriilnek kivalasztasra,
mint a vizoldhatok.

A korrelacié a bevett hatdbanyag és a hajban kimutatott kabitdoszer mennyisége kozott
szorosabb, mint mas mintak esetében €s a haj vizsgélatok iddablaka a legnagyobb, mivel 1cm
hosszl hajtincs bizonyitottan kb. egy honapos id6tartamot fed le.

2. KISERLETI RESZ

A hajbdl, mint vizsgalati matrixbol a legtobb kabitoszer (Opiatok, THC, Cocain,
Amfetamin  szdrmazékok) kronikus fogyasztisa egyértelmiien bizonyithatdé /5].
Vizsgalatainkat azért sziikitettiik az Opiat és Amfetamin szarmazékok kimutatasara, mivel ez
az a két leggyakrabban fogyasztott kdbitoszer tipus, amelybe sorolhatd vegyiiletek id6ablaka
rovid, ezért a vérbdl és vizeletbdl /6] vald kimutatasa, még kronikus fogyasztas esetén is
nehézségekbe litkozik. A gyakorlatban ez azt jelenti, hogy ezek a vegyliletek, tobbek kozott
csekély zsiroldhatosaguk miatt is, a szervezetbdl a vizelettel 1-4 nap alatt kiiiriilnek. A vérbdl,
illetve szérumbdl vald kimutatdsuk, azaz a befolyasoltsag bizonyitdsa még nehezebb, mivel
egyszeri fogyasztast kovetden, nemcsak az Aaltalunk vizsgalt, hanem szinte mindegyik
kabitoszer-fajta, ordk alatt kitliriilhet. Magyarorszagon mar magat a fogyasztas tényét is
torvényileg szankcionaljak. Kiilondsen igaz ez a NATO tagorszagok hadseregeire, igy a
Magyar Honvédségre [7,8] is, ahol zér6 tolerancia van érvényben. A kabitoszer fogyasztas
tényének vizeletbdl vald bizonyitdsa esetén az ¢érintett katondt méltatlansag miatt a
Honvédségbdl azonnali hatallyal elbocsajtjak, sulyosabb esetekben pedig biintetdjogilag is
felelosségre vonhatjak. Magyar Honvédséghez, illetve egyéb fegyveres testiiletekhez
csatlakozni kivano, illetve a mar ott szolgalatot teljesitd szolgéalati személyek koziil a
rendszeres fogyasztok kisziirése, a szervezetbl gyorsan irilé Opiat és Amfetamin
szarmazekok esetében, az altalunk kidolgozott, hajvizsgalati mddszerrel, nagyobb
hatékonysaggal hajthato vége.
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3. A VIZSGALATOKHOZ HASZNALT MEROMUSZER

A miiszeres mérést Agilent 6890 tipusu gaz-kromatograthoz (GC) kapcsolt Agilent 5973
single quadrupol tomegspetrométerrel (MS; Agilent Technologies, Wilmington, DE)
tomegszelektiv detektalassal hajtottuk végre. A mintdk adagoldsdhoz (GC-be valo
injektalasdhoz) az Agilent altal gyartott automata minta-adagolot hasznaltuk. Az analitok
szilard fazisu extrakciojadt Bond Elute Certify oszlopon (CP-Analitika Kft., Budapest,
Hungary) hajtottuk végre. A hajmintdk Orléséhez pedig MM 400 tipusu RETSCH
golyosmalmot hasznaltunk. Ahol lehetséges volt, minden esetben egyszer hasznalatos
eszk6zOket hasznaltunk a minta-el0készitések soran, beleértve a pipetta hegyeket (Gilson,
positive displacement), a szilanizalt ivegedényeket €s mintasziikitoket, zarokupakokat €s az
extrakciohoz hasznalt oszlopokat is.

3.1. Az alkalmazott gaz-kromatografias koriilmények

Az 1.0 pL térfogatu spitless injektalasok 280°C homérsékletii injektorba lettek beadagolva.
Vivogazként 6.0 mindségli Hélium gazt (Messer Hungarogaz Kft., Budapest, Hungary)
hasznaltunk, amelynek a térfogatarama (flow rate) 1.0 mL/min volt. A gazkromatografias
elvalasztas Varian FactorFour™ VF-5MS capillaris kolonndn tortént (hosszusag: 30 m, belsd
atmérd: 0.25 mm, film vastagsag: 0.25 um; CP-Analitika Kft., Budapest, Hungary). A fitési
programokat és a fennmaradd paramétereket a vizsgalt drog tipusoktol (Opiat vagy
Amfetaminok) fliggden valtoztattuk (1-2. tabldzat).

Hoémérsékletprogram: 100 °C (1,0 min) | 40 °C/min | 220 °C (0 min) |
5 °C/min | 240 °C (0 min) | 7 °C/min | 310 °C (4 min)
Injektor-hémérséklet: 280 °C
Injektalasi technika: Splitless, id6 1,5 min

1. tablazat. Az 6pidtok mérésénél alkalmazott flitési program és paraméterek

Hoémérsékletprogram: 60 °C (1,0 min) | 40 °C/min | 200 °C (0 min) |
5 °C/min | 300 °C (0 min)
Injektor-hémérséklet: 250 °C
Injektalasi technika: Splitless, id6 0,75 min

2. tablazat. Az opiatok mérésénél alkalmazott fitési program ¢és paraméterek

3.2. Az alkalmazot tomegspektrometrias korilmények

A transfer line hOmérsékletét konstans 280 °C hdmérsékleten tartottuk. Az elektron-
iitkozéses ionizdciot 70eV energian hajtottuk végre, ahol az ion-forrds homérséklete az
Opiatok esetében 250, az Amfetamin szarmazékoknal 230 °C volt, a Quadrupole
hémérsékletét pedig 200 °C (Opiatok) és 150 °C (Amfetamin szarmazékok) hémérsékletre
allitottuk. A tomeg-spektrométert (MS) szelektiv ion monitoring (SIM) modban lizemeltettiik.

A tomeg-spektrometrias detektalas soran SIM modszerrel figyelt ionokat €s paramétereiket
az Opiatokra, illetve Amfetamin szirmazékokra az alabbi 3-4. tdbldzat tartalmazza.
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Vegyiilet Retencios id6 Cél (target) QIr* Q2%*

(min) 1on [% Resp.] [% Resp.]
9.98

Morfin-(PFP)/analit 414,1 577,1[20,1] 361,1[7,0]
. 9.92

Morfin-Ds-(PFP)/belsé std. 417,1 580,1 [21,1] 364,1 [6,10]
. . 11.35

6-acetilmorfin-(PFP)/analit 414,1 473,1[67,8] 361,1 [42,8]
11.29

6-acetilmorfin-D;-PFP/bels6 std 417,1 476,1 [57,8] 364,1 [33,8]

3. tablazat. Az analitok ¢€s a belsd (surrogate) standardok SIM moddszerrel figyelt ionjai

*Ql ES Q2 a vizsgdlt vegyiilet két legjellemzébb qualifier ionjai koromatogrdfids
csucsteriiletének a cél (target) ion 100%-nak vett csucsteriiletéhez viszonyitott szdazalékos
aranya.

Vegyiilet Retencios id6 | Cél (target) ion QIr* Q2%*
(min) [% Resp.] [% Resp.]
Amfetamin-(TFAA)/analit 4.40 140 118 [85] 91 [55]
Metamfetamin-(TFAA)/analit 4.90 154 110 [35] 118 [25]
MDMA-Ds(TFAA)/belsé std. 6.68 164 158 [170] 136 [85]
MDMA-(TFAA)/analit 6,70 162 154 [175] 135 [85]
MDA-(TFAA)/analit 5.90 135 162 [36] 275 [3]
MDEA-(TFAA)/analit 7.00 168 162 [60] 135 [44]

4. tablazat. Az analitok ¢€s a belsd (surrogate) standardok SIM moddszerrel figyelt ionjai

*Ql ES Q2 a vizsgdlt vegyiilet két legjellemzébb qualifier ionjai koromatogrdfids
csucsteriiletének a cél (target) ion 100%-nak vett csucsteriiletéhez viszonyitott szdazalékos
aranya.

3.3. A mért adatok gyiijtése és kiértékelése

A mért adatok gyljtése Agilent Chemstation Software (Kromat Kft., Budapest, Hungary)
segitségével tortént. A mennyiségi meghatarozadsokhoz a mért csticsok teriiletét vettiik alapul.
Az analitikai eredmények feldolgozasa a B.E.N. Software segitségével tortént (a program.
Windows ExcelTM alatt futott a GC-MS mérések analitikai paramétereinek €s értékeinek
konnyebb kiértékelhetdsége €s kompatibilitas miatt) /9].

4. ALKALMAZOTT ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Vegyszerek

A kovetkez6 oldatokat hasznaltuk: 6-mam [100pug/mL metanolban], 6-mam-D3
[100pg/mL  metanolban], Amphetamine [100pg/mL  metanolban], Metamphetamine
[100pg/mL  metanolban], MDMA [100pug/mL metanolban], MDMA-DS [100pg/mL
metanolban], MDA [100pg/mL metanolban] ¢s MDEA [100ug/mL metanolban]. Az
oldatokat a Cerilliant Company-tol (Austin, TX) szereztiik be.

A Pentafluoropropionsav-anhidrid (PFPA) és a Trifluoroecetsav-anhidrid beszerzése a
Sigma Aldrich Hungary Kft-n keresztiil tortént (Budapest, Hungary). A nativ emberi haj
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beszerzése a Wella cégtdl tortént. A tobbi, analitikai mindségli vegyszert és oldatot a Merck
Kft.-t61 (Budapest, Hungary) vasaroltuk.

4.2. Oldatok

A 9-es pH-ju karbonat puffer oldat készitése: 20 mL 0.2 mol/L koncentracioji Natrium-
karbonat vizes oldatat, 230 mL 0.2 mol/L koncentracioji Natrium-hidrogén-karbonat vizes
oldataval Osszekeverjiikk, majd a kapott elegyet desztillalt vizzel (LichroSolv® grade) 1000
mL-re jelig felhigitunk.

A 5%-os Natrium-lauril-szulfat oldat készitése: 50 gramm Natrium-lauril-szulfat pasztillat
(500 mg / 100 darab; CEFADROXIL 500MG; MERCK) ddrzsmozsarba elporitunk, 200 mL
desztillalt vizzel (LichroSolv® grade) egy 1000 mL-es jodszam-lombikba atmosunk, majd az
igy kapott oldatot desztillalt vizzel (LichroSolv® grade) 1000 mL-re jelig felhigitunk.

A 6-mam, morfin, amfetamin, metamfetamin, MDA, MDMA ¢és MDEA kémiai
standardjainak visszamérése 4ltal kapott (szamitott) koncentraci6 érékek alapjan a
visszanyer¢s hatasfoka 100%-os nagysagunak volt tekinthetd
koncentraciéjia 6-mam ¢€s morfin, Cerilliant altal gyartott, statandard oldataib6ol 100-100 pL
térfogatokat 2 mL térfogati szalianizalt iivegedénybe (vial / CP-Analitika Kft., Budapest,
Hungary) mériink, majd 800 pL metanol hozzdadasaval az eredeti koncentraci6 értékek 10-
szeresére higitjuk. Az oldat -20C°-on tarolva 1 hétig felhasznélhato.
koncentracidja 6-mam-d3 és morfin-d3, Cerilliant altal gyartott, statandard oldataibdl 100-100
uL térfogatokat 2 mL térfogatt szalianizalt tivegedénybe (vial / CP-Analitika Kft., Budapest,
Hungary) mériink, majd 800 pL metanol hozzdadéasaval az eredeti koncentracid értékek 10-
szeresére higitjuk. Az oldat -20C°-on tarolva 1 hétig felhasznélhato.
koncentracidéjia amfetamin, metamfetamin, MDA, MDMA és MDEA, Cerilliant altal gyartott,
statandard oldataibol 10-10 pL térfogatokat 2 mL térfogatu szalianizalt iivegedénybe (vial /
CP-Analitika Kft., Budapest, Hungary) mériink, majd 950 pl. metanol hozzdadasaval az
eredeti koncentraciod értékek 100-szorosara higitjuk. Az oldat -20C°-on tarolva, 48 6réan beliil
felhasznalhato.
koncentraci6ja MDMA-dS5, Cerilliant altal gyartott, statandard oldatbol 100 pL térfogatnyit 2
mL térfogatu szalianizalt iivegedénybe (vial / CP-Analitika Kft., Budapest, Hungary) mériink,
majd 900 pL. metanol hozzdadasaval az eredeti koncentracio értékek 10-szeresére higitjuk. Az
oldat -20C°-on tarolva, 48 6ran beliil felhasznalhato.

A kalibraciohoz nativ emberi hajat hasznaltunk fel, amelyet a vett mintdval parhuzamosan
vittiink 4t a minta-el0készitési fazison. A nativ emberi hajat és a vett haj-mintakat kémiai
standard oldatokkal (KSTD) ¢és surrogate belsd standard oldatokkal (ISTD) spike-oltuk az 5-6.
tablazat szerint.

4.3. Haj-mintavétel és tarolas

A fej hatso részérdl kozvetleniil a fejborrdél 6vatosan levagunk egy 5 mm vastagsagu és
maximum 6 cm hosszisagu tincset oly médon, hogy a hajszalak ne csusszanak el egymason.
Az igy nyert mintat két végeén rogzitjiik és a fejbor felé esd részét megjeloljiik. A mintavételi
adatlapon a donorra vonatkoz6 adatokon kiviil dokumentaljuk a haj allapotat, sulyat, hosszat,
valamint a mintavétel helyén, a fejb6ron maradt haj hosszat is. A mintavételi adatlapon
feltlintetjiik az esetlegesen hasznalt haj festék tipusat is, mivel a szinezék anyaga és a festés
soran alkalmazott H202 bontja az S-S ¢és C-S kotéseket. A festés soran alkalmazott
vegyszerek, pedig hatassal lehetnek a mérési eredményre [10].
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Haj *KSTDopi **[STDopi 6-mam, morfin 6-mam-d3, morfin-d3
(mg) bemért térfogat (ul) Koncentracidja (ng/mg)

1. Kontroll 50 - 10 - -

2. | Kalibrator 1 50 1 10 2 2

3. | Kalibrator 2 50 2 10 4 2

4. | Kalibrator 3 50 5 10 10 2

5. | Kalibrator 4 50 10 10 20 2

6. | Kalibrator 5 50 15 10 30 2

7. Minta 1 50 - 10 - 2

8. Minta 2 50 - 10 - 2

5. tablazat. Az Opiat kalibratorok, mintak és standard oldatok dsszemérése

*KSTDOpi : a 6-MAM és morfin 100-100 ng/ul metanolos oldata.
**ISTDOpi : a 6-MAM-d3 és morfin-d3 és 10-10 ng/ul metanolos oldata.

Haj *KSTD amp **[STD Amp (met)amfetamin, MDA | MDMA-d5
MDMA, MDEA
(mg)
bemért érfogat (ul) Koncentracidja (ng/mg)

1. Kontroll 50 - 10 - -
2. Kalibrator 1 50 1 10 2 2
3. Kalibrator 2 50 2 10 4 2
4, Kalibrator 3 50 5 10 10 2
5. Kalibrator 4 50 10 10 20 2
6. Kalibrator 5 50 15 10 30 2
7. Minta 1 50 - 10 - 2
8. Minta 2 50 - 10 - 2

6. tablazat. Az Amfetamin kalibratorok, mintak és standard oldatok 0sszemérése

*KSTDAmp: az amfetamin, metamfetamin, MDMA, MDA és MDEA 10-10 ng/ul
metanolos oldata.
*RISTDAmp.: az MDMA-dS5 10 ng/uL metanolos oldata.

A két végén 6sszekotott mintat alufolidba jo szorosan becsomagoljuk és egy zarhato, fényt
at nem eresztd koddal ellatott tokba helyezziik. Az UV-sugérzas ugyanis, karositja a hajban
talalhat6 aromas vegyiileteket tartalmazo fehérjéket, csokkenti a koleszterin szintet és oxidalja
a szabad zsirsavakat is. A nem megfeleld tarolds pedig a vizsgélati eredményeket
meghamisithatja. A fent leirt modon elékészitett és dokumentalt minta, szallitasra kész.

A mintat szaraz, sotét és zarhatd helységben vagy pancélszekrényben taroljuk ugy, hogy
ahhoz jogosulatlan személy ne férjen hozza. Az alkalmazott biztonsdgtechnikai, munka- €s
kornyezetvédelmi intézkedéseknek ki kell zarni, de legaldbbis minimalis szintre kell
csOkkenteni a minta elszennyezddésének, hamisitdsanak és bomldsanak lehetdségét.
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4.4. Hajminta mosasa, dekontaminacidja

A haj vizsgélatok egyik legvitatottabb kérdéskore a mintara keriilt kiilsé (fizikai)
szennyezOdések eltavolitdsa, melyek nagyrészt a kiilsé kornyezetbdl, illetve izzadtsagabol
keriilnek a hajra. A hajminta szennyezettség mértékének egzakt megallapitadsara - a probléma
bonyolultsiga miatt - egységes allaspont nem alakult ki. Jelenleg tobb kutatdé csoport
foglalkozik a probléma megoldasaval. A laboratériumok szerint a mintat feldolgozasa eldtt
szennyezOdésre is vizsgalni kell, azaz meg kell teremteni a lehetdségét annak, hogy a
szennyezOdés utdlag kizarhato legyen [11].

Meérlegelni kell a haj mosas modjat, 1épéseit annak érdekében, hogy a minta csak, a
minimalisan sziikséges tisztitdssal feldolgozhatd legyen. Sok laboratoriumban a moso
folyadékot a mintaval parhuzamosan megvizsgaljdk, majd a vizsgalat eredményeket
Osszehasonlitva zarjak ki vagy allapitjadk meg annak elszennyezddését, illetve a kontaminacio
mértekét. Tobb laboratoriumban a mintat elektronmikroszkoppal vizsgaljak, de vannak
laboratoriumok, amelyek kiilonbozd festési eljarasokat alkalmaznak a kontaminacidé mérésére.

A leggyakrabban, alkalmazott tisztitasi eljards [/2] soran a haj mintat 5%-os Na-
laurilszulfattal torténd mosast kovetden, desztillalt vizzel 3x-szor atoblitik. Ebben az esetben a
hajban el6forduld drogvegyliletek €s metabolitjaik kimosddasanak vesztesége kisebb, mint
30%. Vizsgalataim sordn ezt a dekontaminécios eljardst alkalmaztam, a moséd folyadékot
pedig nem vizsgaltam.

5. MINTAELOKESZITES ES SZARMAZEKOLAS

5.1 Opiatok kivonasa hajboél

A nativ emberi hajat és a vett hajmintdkat 2 cm-es darabokra valo apritast kovetden,
golyosmalomban liszt-finomsagura 6roljiik. Az érleménybdl 50-50 mg-ot spike-olunk meg a
kémiai, illetve a belsd (surrogate) standard oldatokkal az 5. tablazatban megadott aranyok
szerint. gy kapjuk meg a minta-el6készitéshez és kivondshoz hasznalt kalibratorokat és
mintakat.

A kalibratorokat és a mintdkat 4 mlL-es, zarhatd reakcidedényekbe mérjiik Ossze, majd 2
mL metanol hozzdadasat kovetden légmentesen lezarjuk. A mintat tartalmazo edényeket 30
masodpercen at vortexeljik majd 2 Ooréra ultrahang fiirdobe helyezziik. Az edényeket
szobahomérsékletre vald hiilésiiket kovetden asztali centrifugdban 5 percig 14 000 1/min
fordulaton centrifugaljuk. A centrifugdlas utan az edényeket felnyitjuk, és a feliilaszot 2 ml-es
krimperelheté (légmentesen lezarhato) szilanizalt tivegedénybe vissziikk at, majd 40°C-ra
felfiitott blokktermosztaton, nitrogénaram alatt szarazra paroljuk. A szaraz parlatot 3 mL
karbonat-pufferban (0,1 M és pH=9.1) felvessziik, vortexeljiik ¢s Bond Elute Certify oszlopon
tisztitjuk. Az oszlop kondicionalasat 3 ml metanollal és 3 ml karbonat-pufferrel végezziik. A
kondiciondlas utdn a mintaoldatot az oszlopra vissziik és 1 ml/perc sebességgel (cseppenként)
az oszlopon atszivatjuk. A kondicionalds és a mintafelvitel alatt az oszlopnak allanddan
folyadék alatt kell lennie. A minta felvitele utan az oszlopot 3 ml desztillalt vizzel mossuk a
mintamatrix eltdvolitdsa érdekében. Ezutdn az oszlopot 35 percen keresztiil 25 Hgmm
nagysagu vakuum alatt tartjuk, majd 150 pL hexannal széritjuk. A mintat az oszloprol 2 x 0.9
ml eluald oldattal 2 ml-es 1égmentesen zarhato, szilanizalt tivegedénybe oldjuk le 1 ml/perc
(cseppenkénti) sebességgel. Az extraktumot 36°C-ra felfiitott blokk-termosztaton nitrogén
gazaram alatt szarazra paroljuk.

5.2. A hajbél kivont Opiatok szarmazékolasa.

A szaraz maradékhoz 50 ul PFPA- és 50 ul PFPOH-oldatokat adunk, az edényt lezarjuk és
30 percig 70°C-on (Reacti-Therm™ Heating Module) blokk-termosztaton melegitjik. A
mintakat szobahdmérsékletlire hiitjiik, majd blokk-termosztaton nitrogén gézdram alatt
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szérazra paroljuk. A szaraz maradékot 75 pl diklor-metan €s propan-2-ol 90 : 10 aranyu
elegyében felvessziik és az oldatot 100 pl-es szilanizalt, minta-sziikitdbe vissziik at, amelyet
elézbéleg 2 ml-es tivegedénybe (vialba) helyeziink. Az edényeket 1égmentesen lezarjuk, és a
mintakat a mérésig hiitdszekrényben taroljuk +2-+8 °C-on.

5.3. Amfetamin szarmazékok kivonasa hajbél

A nativ emberi hajat és a vett hajmintdkat 2 cm-es darabokra valod apritast kovetden,
golyosmalomban liszt-finomsagura 6roljik. Az érleménybdl 50-50 mg-ot spike-olunk meg a
kémiai, illetve a belsd (surrogate) standard oldatokkal az 6. tablazatban megadott aranyok
szerint. gy kapjuk meg a minta-el6készitéshez és kivondshoz hasznalt kalibratorokat és
mintakat.

A kalibratorokat és a mintdkat 4 mL-es, zarhato reakcidedényekbe mérjiik 6ssze, majd 1
mL 0.1 molos so6savat (HCL) adunk hozzajuk. Az edényeket, 30 masodpercen at vortexeljiik,
majd 30 percre 100°C szaritoszekrénybe helyezziik. Az edényekbe tartalmuk lehiilése utin
0.12 mL 1 mol-os NaOH-ot és 1 mL ciklohexant adunk, ezt kdvetden pedig 2 percig
vortexeljilk, majd végiil asztali centrifugdban 10 percen at 14 000 I1/min fordulaton
centrifugdljuk. A centrifugdlds utdn az edényeket felnyitjuk, és a felsd szerves fazist
(extraktum) 2 ml-es szilanizalt, légmentesen zarddo iivegedénybe vissziik at. Az atvitt
extraktumhoz 100 pl 1%-os sésavat tartalmazo metanol oldatot adunk és 30°C-ra felflitott
blokk termosztaton, nitrogénaram alatt szarazra paroljuk.

5.4. A hajbél kivont Amfetamin vegyuletek szarmazékolasa.

A szaraz maradékhoz 100 pul TFAA-oldatot adunk, az edényt lezarjuk és 30 percig 60°C-ra
beallitott blokk-termosztaton melegitjiik. A mintakat szobahdmérsékletiire hiitjiik, majd a
szarmazekot 100 pl-es iveg mintasziikitd-betétbe vissziik at, amelyet el6zéleg egy 2 ml-es,
légmentesen zarddo szilanizalt tivegedénybe helyeztiink. Az edényt lezarjuk, €s a miszeres
mérést 24 oran beliil elvégezzilk. A mérés megkezdéséig az eldkészitett mintdkat
htitészekrényben taroljuk+ 2-+8 °C-on.

6. AZ EREDMENYEK KIERTEKELESE ES TARGYALASA

Az illegalisan fogyasztott kébitoszerek €s pszichotrop anyagok problematikdja a modern
tarsadalom legégetdbb gondjai koz¢ tartozik. A specifikus €s szenzitiv mindségi azonositas €s
mennyiségi meghatarozas valamint egy egységes analitikai adatbazison alapulé megerdsitd
eljaras, mely révén az akut, alkalmi vagy kronikus fogyasztok elkiilonithetdek, napjainkban is
nagy kihivast jelent. Szamos modszer &ll rendelkezésre az illegalis drog-fogyasztok
kiszlirésére. A vizelet a leggyakrabban alkalmazott matrix az ilyen vizsgalatok soran [73-14].
Azonban a minta vétel nem mindig valosithatd meg a vizsgalati alany privat szférajanak
megsértése nélkiil. Ezen tilmenden az egyszeri, illetve alkalmi fogyasztds nem minden
esetben bizonyithatd a vizelet analizisével a gyors metabolizmus miatt. A legnagyobb
probléma viszont nem az alkalmi fogyasztok kiszlirése, hanem az olyan kronikus
droghasznaloké, akik annak érdekében, hogy negativ eredményt produkaljanak, a minta vételt
megeldz6 egy két napban nem vesznek magukhoz kabitdszert, ezaltal a vizeletben talalhatod
metabolitok koncentracidja akar 1-2 nap multdn a kimutatasi hatar ala (Limit of
Detection/LOD) csokkenhet [15].

Mindemellett a folyadék bevitel, étkezési szokasok, kiilonféle gydgyszerek fogyasztasa, az
alany egészségi allapota, kiilonosképp a keringési és vizelet kivalasztdsi rendellenességek,
novelik a fals negativ eredmények szamat. Ezeket a hibdkat, hidnyossdgokat lehet a
hajvizsgalatokkal kikiiszobolni, mivel a hajanalizis id0ablaka a vizelet- és a vérvizsgalatokhoz
[6, 16] képest nagy, amelyet az alabbi, 7-8. tabldzat szemléltet.
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A kifejlesztett mérési eljaras alkalmas, a szervezetbdl gyorsan iiriild, Opiat és amfetamin
szarmazekok hajbol torténd kimutatasara, rendszeres fogyasztas esetén.

A linearitas dinamikus tartomanya a Heroin és az Amfetamin szarmazékok minden egyes
vizsgalt komponensére 1 t61 30 ng/mg-ig volt tarthatd. A kalibracios gorbék felfektetéséhez,
kivétel nélkiil, 6t kiillonb6zd koncentracidja kalibratort hasznaltunk. A regresszids egyenesek
szamitéasa (9. tablazat) a DIN 32645 szabalyainak megfelelden tortént [17].

A kimutathatosag ideje
Drog tipusa Vizelet Vér Haj
Kokain 3-7 nap 4-6 ora 6-12 honap
Opiatok/Heroin 2-3-nap 3-4 6ra 6-12 honap
THC* 7-28 nap 3-7 ora 6-12 honap
Amfetaminok 1-2 nap 2-3 ora 2-6 honap

7. tablazat. A drog tipusok kiiiriilésének ideje bioldgiai mintakban

Az egyes metabolitok jelenléte és egymashoz viszonyitott
iiriillésének sorrendje

Drog tipusa Vizelet Vér Haj

Kokain BeEcg>*MeEcg BEcg**>MeEcg** | Kokain>BeEcg
Opiatok/Heroin | Morfin>6-mam Morphine>6-mam 6-mam>Morfin>Heroin
THC THC-COOH*** THC-COOH>THC | THC>THC-COOH
Amfetaminok MDMA/Amfetamin | MDMA/Amfetamin | MDMA/Amfetamin

8. tablazat. A drog metabolitok jelenléte és tiriilési sorrendje biologiai mintakban
*. amelyik nagyobb (>) az tovabb jelen van a biol6giai mintdban.
**. BEcg: Benzoyl-ecgonine, MeEcg: Metil-ecgonine
**% THC-COOH: 11-Nor-A-9-THC-9-COOH

Vegyiilet Intra-assay Korrelacios Intra-assay Korrelacios
kalibracios gorbe koifficiens (r*) kalibracios gorbe koifficiens (r*)
6-mam y=0,1085x-0,0399 0,99999 y=0,1059x-0,0019 0,99998
Morfin y=0,1029x+0,0634 0,99999 y=0,1021x+0,395 0,99999
Amfetamin y=0,1025x-0,0154 0,99999 y=0,1028x-0,0173 0,99999
Metamf. y=0,1027x-0,0182 0,99999 y=0,1030x-0,0205 0,99999
MDA y=0,1030x-0,0202 0,99999 y=0,1020x-0,0162 0,99998
MDMA y=0,1024x-0,0134 0,99999 y=0,1021x-0,0113 0,99999
MDEA y=0,1017x-0,0083 0,99999 y=0,1014x-0,0101 0,99998

9. tablazat. A regresszios gorbék illesztésének eredményei (n=5)

A statisztikai értékelések 95%-o0s konfidencia szinten keriiltek végrehajtasra. A mennyiségi
meghatarozas hatarértékei 6-mam-ra 8.85 ng/mg, morfinra 0.9 ng/mg, amfetaminra 0.91
ng/mg, metamfetaminra 0.92 ng/mg, MDA-ra 0.90 ng/mg, MDMA-ra 0.88 ng/mg é¢s MDEA-
ra 0.89 ng/mg voltak. A kalibraciés gorbék korrelacios koefficienseinek (r*) minden vizsgalt
komponens esetében elérte vagy meghaladta a 0.9999 értéket. A Heroin mindkét vizsgalt
komponensébdl 10 ng/mg koncentracidnak megfelelé mennyiséggel spike-olt harom darab
minta nyomonkovetésével megbecsiiltiik az analitok visszanyerési hatasfokat a szilard fazisa
extrakcio esetében /18, 19]. Az Amfetamin szarmazékokndl az 6t vizsgalt komponenst 10
ng/mg koncentracioban hiarom darab minta nyomonkovetésével pedig a folyadék fazisu
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extrakcO visszanyerési hatasfokat becsiiltiik meg /79/. A visszanyerési hatasfok 10 ng/mg
koncentracioknal, 6-mam esetében 70-80% a morfinnal 75-85% volt. Az Amphetamin
szarmazékoknal pedig a kovetkezd visszanyerési hatasfokokat kaptuk 10 ng/mg
koncentraciok esetén: amfetamin: 60-70%; metamfetamin: 60-70%; MDMA: 75-80%;
MDMA-Ds: 75-80%; MDA: 70-80 %; 70-80%. Az vizsgalt vegyiiletek €s a belsd (surrogate)
standardjainak visszanyerési szdzalékai kozott szignifikans eltérések (p=0.05) nem voltak. A
standard oldatok alkalmazasaval (6-7.tablazat) lehetové valt minden egyes (kalibracids) minta
szekvencia a visszanyerési hatasfokokanak nyomonkovetése.

Az analizis specifikussaganak fenntartdsa érdekében a kovetkezd intézkedéseket tettiik. A
minta-elokészités soran ahol, az lehetséges volt, egyszer hasznalatos eszkdzoket hasznaltunk,
beleértve a pipetta hegyeket, (szilanizalt) tivegedényeket (vialokat), zard-kupakokat és a
szilard fazisu extrakcidhoz hasznalt tdltetes oszlopokat. A kalibracidhoz sziikséges minta-
szekvenciakkal (6-7.tabldzat) egyidejlileg futtatott szérum standardok segitségével kizartuk a
zavaré (interferalo) csucsok jelenlétét.

A vizsgalt fragmens ionok kromatografids csucsainak egybevagdsagat és tisztasagat, a
csticsok retencios idejének és formajanak, valamint a qualifier ionok teriiletének a target (cél)
ionok teriiletéhez viszonyitott aranyaval ellendriztik (10. tablazat).

A csucsok szimetridja is a kovetelmények kozé tartozott. Erdfeszitéseink eredményeként,
az analitok ¢€s a belsO (surrogate) standardok detektalasa, a gaz-kromatografias elvalasztast
kovetdena specifikus maradt. A vak (blank) minta mérésébdl szdrmazo6 adatok kiértékelését
kovetden megallapitottuk, hogy a matrix (haj) anyaga nem tartalmaz zavard (interferalo)
csticsokat. Annak érdekében, hogy a késObbiekben is kizarjuk az analit retencios idejének
téves megallapitasat eredmémyezd csucs-interferencidkat, sziik referencia csucs ablakokat
(£0.5%) alkalmaztunk /20].

A vizsgalt vegyiiletek deuterdljait alkalmaztuk belsé (surrogate) standardként. Ennek
eredményeként mind a matrix komponens diverzitasabol, mind pedig az extrakcional fellépd
veszteségeket minimalisra csokkentettiik. A kapott eredmények fiiggetlenek a minta-
elokeészitési €s injektalasi hibaktol. Kritikus pontja a megfeleld belsd-standard kivalasztasa,
mely fizikailag €s kémiailag is megfelelden jellemzi a mérendd vegyiilet-csoportot.

Az analit molekula ¢és a belsé standardként alkalmazott vegyiilet molaris tomege kozotti
minimalis az eltérés, illetve a tulnyomodrészt azonos fizikai és kémiai tulajdonsagaik
eredményeként, az analit és deuteralt anal6gjanak retencidja a kromatografids oszlopon
gyakorlatilag majdnem megegyezik. Az interferdldo (zavard) csucsok felbukkanasanak
valoszinlisége ez altal csOkkenthetd, mint ahogy barmely pontatlansag, amely a minta
elokészités soran sziikségszartien fellép. A standardizdlast ugy valdsitottuk meg, hogy a
standardként alkalmazott haj kalibratorokat a vizsgalt haj mintakkal parhuzamosan készitettiik
elé. Igy eliminaltuk az analitok és a szérumban, normal esetben is jelenlevé, molekulak kozott
kialakulo artalmas reakciok kovetkeztében fellépd hibalehetdségeket. A belsé (surrogate)
standardok alkalmazasaval lehetévé valt az analit koncentracidk egy Iépésben torténd
meghatarozéasa oly modon, hogy a kalbiracié soran az analit és a belsé standard cél (target)
ion csucsok aranyat vettiik figyelembe.
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Vegyiilet megnevezés Retenciods 1d6 Target (cél) és a Target (cé€l) és a Qualifier#2
Qualifier#1 ion aranya és ion aranya ¢és hibaja (%)
(perc) hibaja (%)
: 9.98
Morﬁn-pentaﬂuor-proplonsav 20 144 7042
észter
: 9.92

Morﬁn-pentaﬂuor-proplonsav 21 144 6,142
észter-Ds

. ) : 11.35
6 ace.:tllmorf:m pentafluor 67 846 42 843
propionsav észter

P ) : 11.29
6 ace.:tllmorf:m pentafluor 57 846 33 843
propionsav észter-Ds
Amfetamin-trifluoro-ecetsav- 4.40 85+10 55+8
anhidrid
Metamfetamin-trifluoro- 4.90 35+10 2548
ecetsav-anhidrid
MDMA -trifluoro-ecetsav- 6.68 170+9 85+7
anhidrid-Ds
MDMA -trifluoro-ecetsav- 6,70 175+9 85+7
anhidrid
MDA -trifluoro-ecetsav- 5.90 3648 3+2
anhidrid
MDEA-trifluoro-ecetsav- 7.00 60+9 44+7
anhidrid

10. tablazat. A target (c€l) és qualifier ionok elfogadott szazalékos aranya.

A kimutatds (detektalds)-, mindségi meghatdrozas (identifikélas)- €s a mennyiségi
meghatarozas (kvantifikalds) hatarértékek meghatdrozasanadl az egy napon (intra-assay),
valamint kiilonb6z0 napokon (inter-assay) végzett mérések eredményeit vettiik alapul (71.
tablazat).

Hatarértékek Intra-assay (Inter-assay)
(n=5) 6-mam, Morfin Met/ Amfetamin MDA/MDMA/MDEA
Kimutatas (LOD)* 0,12 (0,14) ng/mg 0,025 (0,03) ng/mg 0,025 (0,03) ng/mg
M‘“Oseg‘(i?)"ﬁi‘ata'mzas 0,12 (0,14) ng/mg 0,05 (0,06) ng/mg 0,05 (0,06) ng/mg
Mennyiségi megha- 0,21 (0,23) ng/mg 0,09 (0,10) ng/mg 0,08 (0,10) ng/mg

tarozas (LOQ)*

11. tablazat. A kimutatas-, illetve a mennyiségi ¢s mindségi meghatarozas hatarértékei.

*(LOD]=Limit of Detection, [LOI]=Limit of Identification, [LOQ]=Limit of
Quantification

A fenti az értékekeket a DIN 32645 meghatarozott mdédon végrahajtott szamitasok
elvégzésével kaptuk. A kisérlet célja az analitikai eljards analitikai paraméetreinek
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meghatarozasa volt /21]. A vizsgalatokat a 2-30 ng/mg koncentraci6 tartomanyban (6-mam-
ra, morfinra, met/amfetaminra, MDA-ra, MDMA-ra ¢s MDEA-ra; ha n=5) hajtottak végre.

A névleges koncentracio 2 ng/mg volt minden egyes vegyiiletre vonatkozolag. A szamitott
koncentracidkat olyan koncentraciok révén hatdroztuk meg, amelyeket 5 egymast kovetd
napon lefuttatott mérésekbdl nyertiink (n=5). A hiba %-ok a szamitott és a névleges
koncentracok eltéréseibdl szamitottuk ki. Az eltérések kivétel nélkiil 9%-nal kisebbek voltak a
kozott mozgott [22-23].

A Heroin esetében a PFPA /24, 25, 26], az Amfetamin szarmazékoknal pedig a TFAA
szarmazeékoloszerek alkalmazéasa szamos elonyt nyujtott /26, 27]. Az alkalmazott vegyszerek
nagy reakcidképességel birnak, melynek kovetkeztében lehetdve valik mind az analitok, mind
pedig a belsd (surrogate) standardok gyors €s megbizhatd szarmazékoldsa. A szarmazékolas
eredményeként kapott illékony vegyiiletek molekula tomege az analitok tomegénél nagyobb
volt.

Az analitikai ekjards pontossat 2-2 ng/mg koncentracidknal vizsgéaltuk, amelynek
eredményeit /2. tablazat tartalmazza.

A megszarmazékolt vegyiiletek elektron ionizacid soran nyert tdmeg spektrumai minden
megfigyelt vegyiilet esetében szimetrikus (tiszta) volt és mérendd molekula ionokat
tartalmazott. A szarmazékok fluorid tartalma lehetdvé teszi a negativ kémiai ionizacios
mérést, amelynek az érzékenysége pg/mL értéktartomanyban van.

A renszer alkalmazhatdsagénak vizsgalatai azt mutattdk, hogy az itt felvazolt feladatunk
GC/MS mérdrendszer alkalmazasaval megvalosithatd /28], ezért ezt a technikat valasztottuk
(1-3. abra).

Vizsgalt vegyilet Szamitott koncentraciod Relativ standard deviacio Hiba

(ng/mg) (%) (%)
6-mam 1.84 10.5 8
morfin 2.18 11.0 9
Amfetamin 2.18 10.9 9

Metamfetamin 2.09 11.0 4.5
MDA 1.84 10.9 8
MDMA 1.86 10.7 7
MDEA 1.88 10.5 6

12. tablazat. Az inter-assay mérések pontossaga vizsgalatanak eredményei (n=5).
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1. abra. Az amfetamin és metamfetamin, azonos kalibracios sorhoz tartozo, egymasra
fektetett (overlay) kromatogrammjai.
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2. abra. Az MDA, MDMA ¢és MDEA, azonos kalibracios sorhoz tartozo, egymasra fektetett

(overlay) kromatogrammjai.
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3. abra. A 6-mam ¢és morfin, azonos kalibracios sorhoz tartozo6, egymasra fektetett (overlay)
kro-matogrammjai.

7. KOVETKEZTETESEK

A bemutatott eljaras tokéletesen alkalmas az opiatok és amfetamin szarmazékok hajbol
torténd gyors €s pontos kimutatasara. Az eljards megfelel a GLP (Good Laboratorien Practise)
kovetelményeinek, amely a nem klinikai egészségiigyi és kornyezetbiztonsagi vizsgélatok
szervezeésével és lefolytatasaval foglalkozik; magaba foglalja azok tervezését, végrehajtasat,
ellenérzését, dokumentalasat, archivalasat ¢és zardjelentés kibocsatasat. A kifejlesztett
modszer rutinszeri sororozatmérésekre alkalmas, konnyen elsajatithatd, gazdséasagos,
kornyezetbarat, kis anyagmennyiségekkel dolgozik és az analitikai jellemz6i a mai technikai
szintnek megfelelnek. A hajbdl térténd kivonas soran kapott jel-zaj arany sokkal jobb, mint a
vizelet esetében, azonban vér és a szérum jel-zaj aranyatdl elmarad. A nem invaziv
mintavételi technika megtelel az humén-etikai kdvetelményeknek €s nem sziikséges hozza
orvosi végzettség. A mintavételt megfeleld kiképzés utan kozépfokt végzettséggel
szakszerlien végrehajthatdo. A vizsgalt vegyliletek deuteralt analogjainak belsé (surrogate)
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standardként vald alkalmazésa lehetévé tette, hogy a minta-el6készités soran fellépd szamos
hibat az analizis soran kikiiszoboljiink. A haj kalibratorok és a minta matrixa azonos
(mindkettd¢é haj), igy a matrixok kiilonb6z6ségeébdl adddo hiba gyakorlatilag elhanyagolhato6.
Az amfetaminoknal alkalmazott, ssavas feltarast kovetd folyadék-folyadék kivonas révid
1d6 alatt valdsithatd meg. Azonban a mintaoldat tisztasaga és kinyerési hatasfoka elmarad a
szilard fazisu kivonashoz képest.
Az analizis teljesen szamitogép altal vezérelt mdédon tortént, automata minta adagoloval
felszerelt GC-MS rendszerrel.
Az altalunk kidolgozott eljards révén, a szervezetbdl gyorsan iiriil6 opiat és amfetamin
szarmazekokat nagy gyakorisaggal fogyasztd droghasznaldk hatékonyan kisziirhetdk.
Ezaltal az alkalmi drog-hasznalok a kronikus fogyasztoktol jol elkiilonithetdk, A
kifejlesztett modszerek a kovetkezo teriileteken alkalmazhatok:
— biinesetek kivizsgalasanal (a blindzd drogozott-e vagy sem),
— munkaalkalmassagi vizsgalatoknal,
— gybdgyszermonitorozas pszichiatrias betegeknél,
— igazsagiigyi szakvélemények készitésénél,
— doppingolas felderitésénél,
— kabitoszer adagolasval elkdvetett biinesetek feldritésénél,
— eldzetesen szabadlabra helyezett személyek drog monitorozasanal,
— erdszakos haldlesetek kivizsgalasanal,
— ¢&s felderitetlen blinesetek ujravizsgalatanal.
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