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Sazetak

Od velikog broja sintetickih jedinjenja amfetaminskog tipa koji se koriste kao sredstva
zloupotrebe najznacajniji su amfetamin, metamfetamin i njihovi ,,prsten” supstituisani
analozi, 3,4-metilendioksiamfetamin (MDA) i 3,4-metilendioksimetamfetamin (MDMA).
Zbog velikog broja nezeljenih efekata upotreba amfetaminskih supstanci u medicinske
svrhe je brzo napustena i danas se masovno koriste kao sredstva zloupotrebe. Najcesée se
uzimaju oralno u obliku tableta. Bez obzira na razli¢ite metabolicke puteve pojedinih pred-
stavnika znacajno je da se izlu€uju putem urina, nepromenjeni u visokim koncetracijama,
te urin predstavlja materijal izbora kada je u pitanju analitika amfetaminskih supstanci.
Vedina supstanci amfetaminskog tipa ispoljava stimulativho psihomotorno dejstvo.
Psihoaktivni ucinak predstavlja meSavinu psihostimulativnog i halucinogenog (meskalin-
skog) delovanja. Analiticke metode koje se koriste za detekciju i odredivanje amfetamin-
skih droga u bioloSkom materijalu dele se na screening metode (brza detekcija prisustva
droge) 1 metode koje se koriste za potvrdu screening rezultata. Od screening ili prelimi-
narnih tehnika najcesée se koristi imunohromatografija dok se za potvrdu koriste gasna ili
te¢na hromatografija naj¢eSce sa masenim detektorom. Tec¢na hromatografija sa masenom
spektrometrijom je metod koji se danas sve vise koristi. Prednost ove metode u odnosu na
GC/MS je u tome $to se ovom metodom mogu analizirati neisparljive i termolabilne sup-
stance i Sto ne zahteva prethodnu derivatizaciju ispitivanih supstanci. Toksikoloske labora-
torije sa brzim, pouzdanim i osetljivim analitickim metodama za detekciju amfetamina
predstavljaju znacajnu kariku u borbi protiv ovog velikog problema.

UvOD

U grupu jedinjenja amfetaminskog tipa spada veliki broj

Najznacajniji predstavnici jedinjenja amfetaminskog tipa
koji se zloupotrebljavaju su amfetamin, metamfetamin i nji-

supstanci sli¢ne i relatvino jednostavne hemijske strukture.
Vedina supstanci amfetaminskog tipa ispoljava stimulativno
psihomotorno dejstvo i predstavljaju ,kontrolisane sup-
stance® buduci da je njihova zloupotreba, pogotovo medu
mladom populacijom veoma raSirena. Opasnost i strah od
Sirenja amfetaminskih supstanci kao sredstava zlouptrebe je
opravdana s obzirom na relativno jednostavne postupke sin-
teze, izvodljive u kuénim uslovima, koje ne zahtevaju speci-
jalnu opremu i stru¢nost. Jedinjenja amfetaminske strukture
su sinteti¢kog porekla. Ne izazivaju fizicku zavisnost, dok se
psihi¢ka zavisnost javlja rede i to kod onih osoba koje duzi
period koriste amfetaminske preparate. Nazivaju ih jo§ i
vikend droge i najcesce ih uzimaju mladi pri noénim izlasci-
ma i provodima. Gotovo po pravilu uzimaju se peroralno u
obliku tablete, ¢esto u kombinaciji sa alkoholom ili nekom
drugom psihoaktivnom supstancom (1)
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Slika 1. Hemijske strukture najznacajnijih amfetamina
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Istorijat

Amfetamin je prvi put sintetisan u Nemackoj 1887.
Njegova ozbiljna medicinska upotreba i masovna sinteza
zapocela je dvadesetih godina proslog veka kada je otkri-
veno da deluje bronhodilatatorno te se koristio u terapiji
astme, polenske kijavice i prehlade. Ubrzo postaje dostupan
kao OTC preparat u obliku tableta, koji se koristio u razli-
¢itim indikacijama poput depresije, epilepsije, gojaznosti,
narkolepsije, impotencije itd. Masovna upotreba amfetami-
na je zabeleZena tokom Drugog svetskog rata tokom kojeg
su, milionima vojnika, na razli¢itim zaradenim stranama,
davani amfetaminski preparati kako bi se produZzila budnost
i povecala opsta psihomotorna izdrzljivost. Zloupotreba
amfetamina nastavljena je i nakon Drugog svetskog rata.
Piloti, profesionalni vozaéi, studenti, sportisti i mnogi drugi
u potrazi za dodatnim izvorom snage poseZu za tabletama
amfetamina, $to je na kraju dovelo do pojave stotina hiljada
slu¢ajeva sa amfetaminskom psihozom. Danas se amfetami-
ni u medicini koriste isklju¢ivo za le¢enje poremecaja u kon-
cetraciji dece (attention-deficit hyperactivity disorder) i
narkolepsije. 3,4-Metilendioksimeta-mfetamin (MDMA) je
sintetisala 1917. godine nemacka farmaceutska kompanija u
pokusaju da stvori lek koji djeluje kao supresor apetita.
Upotreba MDMA kao leka je brzo napustena, a najveci med-
icinski i toksikoloski znacaj ima kao ,ulicna droga“ ¢ija
masovna zloupotreba zapocinje osamdesetih godina proslog
veka (D,

Putevi unosa i kinetika

Jedinjenja amfetaminskog tipa se najcesée primenjuju
peroralno u vidu tableta, mada se mogu unositi i intra-
venozno ili usmrkivanjem praha. Tablete se odlikuju razno-
liko$éu boja, oblika, i veli¢ina, Cesto sa razliitim vrstama
utisnutih oznaka i simbola na povrSini. Raznolikost je prisut-
na kada je u pitanju sastav i sadrzaj pojedinih aktivnih kom-
ponenti. Analize tableta pokazale su da se sadrzaj aktivnih
supstanci krece od 50 mg do 150 mg, i da dolaze
pojedina¢no kao monokomponentne tablete ili u kombinaci-
ji razli¢itih supstanci amfetaminskog tipa.

Slika 2. Tablete koje sadrze jedinjenja amfetaminske
strukture
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Amfetamini se brzo resorbuju iz gastrointestinalnog
trakta. Nakon oralne primene maksimalne koncentracije u
plazmi se postizu za 2 sata dok je poluvreme eliminacije 12-
24 sata.

Razlike u hemijskoj strukturi pojedinih predstavnika
amfetaminskih droga dovode i do razlika u njihovom meta-
bolizmu.

Glavni metabolic¢ki put amfetamina se odvija u jetri, uk-
ljucuje oksidativnu deaminaciju do fenilacetona koji daljom
oksidacijim prelazi u benzoevu kiselinu i izlucuje se urinom
u obliku konjugata hipurne i glukuronske kiseline. U man-
jem procentu, dolazi do aromati¢ne hidroksilacija amfetam-
ina, pri kojoj nastaje 4-hidroksiamfetamin (aktivni meta-
bolit). Takode, mogude su i N-hidroksilacija do hidroksi-
lamin metabolita i beta hidroksilacija (3).

3,4-metilendioksimetamfetamin (MDMA) se nakon N-
demetilicaje pod katalitickim uticajem enzima CYP2D6 pre-
vodi u 3,4-metilendioksiamfetamin (MDA) koji je aktivni
metabolit i zadrzava farmakoloske efekte MDMA. MDMA i
MDA podlezu metabolickim reakcijama O-demetilacije pri
¢emu nastaju odgovarajuci 3,4-dihidroksiderivati koji se pod
uticajem katehol-orto-metiltrasferaza (COMT) prevode u 4-
hidroksi-3-metoksimetamfetamin i 4-hidroksi-3-metoksi-
amfetamin. Svi nastali metaboliti izlucuju se iz organizma
putem urina u obliku konjugta glukuronida i sulfata G-4),

lako pojedini predstavnici amfetaminskih droga imaju
razlic¢itu hemijsku strukturu i podlezu razli¢itim metabo-
lickim reakcijama, posebno je znacCajna Cinjenica, da se svi
u najvecoj meri izlu€uju urinom u nepromenjenom obliku.
Koncentracije nepromenjenih supstanci u urinu, prema
nekim literaturnim podacima su relativno visoke $to je od
velikog znacaja sa aspekta analiticke toksikologije i om-
gucavaju pouzdano dokazivanje i odredivanje navedenih
supstanci ().
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Slika 3. Hemijska struktura neurotransmitera

Toksikodinamika

Sinteticke amfetaminske droge su po svom hemijskom
sastavu 1 farmakoloskom efektu slicne prirodnim neuro-
transmiterima norepinefrinu, dopaminu i serotoninu. Psiho-
aktivni ucinak predstavlja meSavinu psihostimulativnog i
halucinogenog (meskalinskog) delovanja koji proizilazi iz
interakcija sa razli¢itim neurotransmiterskim strukturama i
mehanizmima njihovih prirodnih analoga ().

Predklinicka i klinicka ispitivanja govore da amfetamin-
ski derivati nakon unoSenja u organizam brzo dovode do
oslobadanja monoaminskih neurotransmitera (serotoniona,
norepinefrina i dopamina). Uticaj ovih jedinjenja na
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praznjenje pojedinih neurotransmiterskih depoa je razliCit i
neselektivan jer u nejednakom stepenu deluju gotovo po
svima. Ovakvo delovanje se manifestuje u vidu euforije,
empatije, gubitka kontaktne ihibicije, povecane energetske
izdrzljivosti. Pored ovih zeljenih efekata redovno se ispol-
javaju i nezeljeni efekti u vidu halucinacija, depersonalizaci-
je, agitiranosti bizarnog ponaSanja i sli¢no. Amfetaminske
droge mogu razviti i druge toksi¢ne efekte kao Sto su:
hiponatrijemija, hipertenzija, tahikardija, maligna aritmija,
ostecenja jetre, edem pluda, diseminovana inravaskularna
koagulacija. Toksi¢ni efekti ovih droga Cesto dovode do
letalnog ishoda. Prema literaturnim podacima i rezultatima
postmortem analiza na sadrzaj amfetaminskih supstanci u
razli¢itom bioloSkom materijalu govore da ne postoji jasna
korelacija izmedu unesene doze i smrtnog ishoda. Ovakvi
rezultati se objaSnjavaju prvenstveno interidnividualnim
razlikama u brzini metabolizma amfetaminskih droga kao i
¢injenici da se pomenute droge najcesce uzimaju u kombi-
naciji sa nekim drugim psihoaktivnim supstancama (alko-
hol, opijati morfinske strukture, kokain, THC i sl.) pri ¢emu
se njihov farmakoloski potencijal viSestruko uvedava (4.

Analitika

Analiticke metode koje se koriste za detekciju i odre-
divanje amfetaminskih doga u bioloSkom materijalu mogu
se podeliti na screening metode (brza detekcija prisustva
droge) i metode koje se koriste kada je neophodna pouzdani-
ja potvrda screening rezultata. Od screening ili prelimi-
narnih tehnika u analitici amfetaminskih jedinjenja uglav-
nom se koristi imunohromatografija (multi drug test trake)
dok se za pouzdaniju potvrdu koriste gasna ili tecna hro-
matografija najée$ée sa masenim detektorom (6-7),

Urin je materijal izbora kada je u pitanju analitika amfe-
taminskih supstanci. Kako se amfetaminski derivati brzo iz-
luCuju iz organizma u nepromenjenom obliku nije potrebna
bilo kakva hidroliza konjugata i u tu svrhu predpriprema
materijala. Izolacija supstanci je efikasna jednostavnom al-
kalnom ekstrakcijom pomocu hloroforma ili metodom
¢vrsto-fazne ekstrakcije (SPE) (4:6-7).,

Imunohromatografija. Kao skrining testovi Cesto se
primjenjuju test trake za detekciju sredstava zloupotrebe,
koji se zasnivaju na imunohromatografiji. Ovi imunotestovi
se najc¢esée primjenjuju u analizi uzoraka urina na prisustvo
razli¢itih grupa sredstava zloupotrebe kao §to su amfetami-
ni, kanabinoidi, opijati morfinske strukture, kokain, benzo-
diazepini (tzv.multi-trake). Prednost ovog testa je u tome $to
nema prethodne pripreme uzorka, a sama analiza traje rela-
tivno kratko. Takode, mali je broj jedinjenja koja mogu
interferirati i dovesti do laZno pozitivnih rezultata (6-7),

S obzirom na visoke koncentracije amfetamina u urinu
oni se mogu detektovati i odrediti metodom HPLC sa PDA
detektorom, koja je takode screening metoda. K.DeniC i
saradnici za odredivanje MDMA i MDA preporucuju razd-
vajanje na C8 koloni uz koriscenje mobilne faze acetonitril:
fosfatni pufer pH 3,6 (15:85) i kompjuterske biblioteke UV
spektara za identifikaciju analita (4.

DPordevic i sar. su prikazali metodu visekolonske te¢ne
hromatografije sa UV detektorom kao screening metodu za

odredivanje MDMA i njegovih metabolita (MDA i HMMA)
®,
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Za svaki pozitivan rezultat nakon neke od primenjenih
screening metoda, neophodna je maseno-spektrometrijska
potvrda pogotovo ukoliko se radi o sudsko-medicinskim
vestacenjima.

Gasna hromatografija sa maseno-spektrometrijskim
detektorom (GC-MS), po mnogim autorima je metod izbo-
ra za potvrdu prisustva i kvantifikaciju supstanci amfetamin-
skog tipa u razli¢itom bioloskom materijalu. Kao i druge
hromatografske tehnike, separacija uzoraka vrsi se na osno-
vu razlicite raspodele izmedu gasa (mobilne faze) i stacio-
narne faze smjestene u koloni (-1D),

Karaci¢ i saradnici opisuju uslove za odredivanje amfet-
aminskih droga GC-MS metodom. Razdvajanje amfetamina
od komponenti matriksa vrSeno je na DB-5 kapilarnoj koloni
uz kori§éenje helijuma kao mobilne faze. Limit detekcije za
amfetaminske supstance ovom metodom bio je slededi:
amfetamin 10 ng/mL, metamfetamin 3 ng/mL, MDMA 8
ng/mL, MDA 4 ng/mL. Postupak odredivanja amfetamin-
skih derivata metodom gasne hromatografije sa masenom
detekcijom zahteva prethodnu derivatizaciju analiziranih
supstanci ¢ime se prevode u isparljiva jedinjenja. Za deriva-
tizaciju amfetaminskih droga najcesée se koriste anhidrid
heptafluorobuterne kiseline (HFBA), anhidrid trifluoro-
sircetne kiseline (TFA) i anhidrid pentafluoropropionske
kiseline (PFPA) ().

Tecna hromatografija sa masenom spektrometrijom
je metod koji se danas sve vise koristi. Prednost ove pouz-
dane i osetljive metode u odnosu na GC/MS je u tome Sto se
ovom metodom mogu analizirati neisparljive i termolabilne
supstance i1 $to ne zahteva prethodnu derivatizaciju ispiti-
vanih supstanci. Poslednjih godina razvijen je veliki broj
rutinskih metoda za brzu i jednostavnu analizu amfetamin-
skih supstanci primenom tec¢ne hromatografije sa maseno-
spektrometrijskim detektorom (12-14), Primenom te¢ne hro-
matografije sa jonizacijom pod atmosferskim pritiskom i
tandem maseno-spektrometrijskim detektorom (LC-APCI-
MS/MS), kako predlazu autori Matis i sar. moguce je efikas-
no i brzo odrediti razli¢ite predstavnike amfetaminskih sup-
stanci. Uzorci su analizirani LC-APCI-MS/MS sistemom na
C18 koloni, gradijentnim protokom mobilne faze (A: H20 +
2mM amonijumacetat, B: MeOH + 2mM amonijumacetat)
od 0,3 mL/min. U toku analize za detekciju pojedinih amfe-
tamina praceni su sledeéi molekulski i fragmentni joni (mul-
tiple-reaction monitoring mode): amfetamin m/z 136, 91 i
65; metamfetamin m/z 150, 91 i 115; MDMA m/z 194, 163
i 105; MDA m/z 180, 1351 133; Ukupno vreme trajanja ana-
lize je 8 minuta. Limit detekcije za amfetaminske supstance
ovom metodom bili su: za amfetamin 39,1 ng/mL, metamfe-
tamin 4,9 ng/mL, MDMA 4,9ng/mL, MDA 39,1 ng/mL (12),

Zakljucak

Zloupotreba droga amfetaminskog tipa kao relativno
jeftinog” izvora zabave predstavlja veliki problem savre-
menog drustva. Opasnost od Sirenja zloupotrebe je utoliko
veda s obzirom na jednostavnu sintezu i laku dostupnost.
Zbog sve ¢esce zloupotrebe ovih jedinjenja, koja se neretko
zavrSavaju sa letalnm ishodom, toksikoloske laboratorije sa
brzim, pouzdanim i osetljivim analitickim metodama za nji-
hovu detekciju predstavljaju znacajnu kariku u borbi protiv
ovog, sve veéeg problema.
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Abstract

Among large number of synthetic amphetamine-type compounds that are used as a drugs
of abuse the most significant are amphetamine, methamphetamine and their ,,ring” substi-
tuted analogues, 3,4-methylenedioxyamphetamine (MDA) and 3,4-methylene-
dioxymethamphetamine (MDMA). Due to the large number of side effects the usage of
amphetamine-type substances in medical purposes was abandoned, and nowadays they are
widely used as drugs of abuse. They are most commonly taken orally in a form of a tablet.
Despite of the different metabolic pathways of individual representatives it is important
that all of them are excreted in urine, unchanged and at high concentrations. This makes
urine the material of choice when it comes to analytics of amphetamine-type substances.
The most of the amphetamine-type substances have psychomotor stimulant effect.
Psychoactive effects are a mixture of psycho stimulating and hallucinogenic (mescaline)
activity. Analytical methods for the detection and determination of amphetamines in bio-
logical material are divided into screening methods (rapid detection of the presence of
drugs), and methods that are used for confirmation screening results. Commonly used
screening (preliminary) technique is the immunochromatography, whereas confirmation
techniques are gas or liquid chromatography, most frequently coupled with mass detector.
Liquid chromatography-mass spectrometry is a method that nowadays is being used
increasingly. The advantage of this method compared to GC/MS is that this method can
analyze volatile and thermo labile substances and does not require previous derivatization
of the analyte. Toxicology laboratories with fast, reliable and sensitive analytical methods
for the detection of amphetamines represent an important link in the fight against this
major problem.
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