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Abstract

a-Pyrrolidinopentiothiophenone (a-PVT) is a derivative of cathinone, and was first synthesized in the 1960s. It is a so-called de-
signer drug and appeared on the drug market in the second half of 2015, as an analogue of a-pyrrolidinopentiophenone (a-PVP).
a-PVT is administered “recreationally” at doses about 20% higher than a-PVP (up to 12 mg). The effects include strong excita-
tion, improvement of well-being, euphoria, sexual arousal, intensification of musical perception, sweating, higher sensitivity of
pupils to light, tachycardia, insomnia, and lack of appetite. The effects last up to 2 h. According to information obtained from
users, a-PVT is a “more polite” version of a-PVP, as a-PVT does not cause extreme states, varying from euphoria to psychosis,
within a short period of time. Screening of blood was performed by immunosorbent assay (ELISA) and targeted analyses for
a-PVT were carried out by the LC-MS/MS technique. The author presents the first case of a-PVT determination in biological
material. Its concentration in the blood of a driver who caused a traffic accident was 13 ng/ml. There are no reports concerning
concentrations of a-PVT in the blood, which is why this work is particularly important in the context of toxicological analysis,

especially for judicial purposes.
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1. Introduction

a-Pyrrolidinopentiothiophenone, referred to as
a-PVT, is a cathinone derivative synthesized in the
1960s that belongs to the category of so-called de-
signer drugs and new psychoactive substances (NPS)
that are produced in clandestine laboratories. It is an
analogue of a-pyrrolidinopentiophenone (0-PVP)
in which the phenyl group has been substituted with
a thiophene group. a-PVP appeared on the drug mar-
ket in the first half of 2014 as a “legal” substitute
for MDPV (Odoardi, Romolo, Strano-Rossi, 2016).
On July 1, 2015, it was placed on the list of psycho-
tropic substances of group I'V-P, according to the Act
of 29 July 2005 on counteracting drug addiction (as
amended). Probably as a result of this, in the second

half of 2015, a-PVT was introduced onto the market,
and, so far, has not been placed on the list of narcotic
drugs and psychotropic substances that are controlled
by the abovementioned law, but it is a drug substitute
under this law.

a-PVTisusually available in the form of white pow-
der, but it is also sometimes deposited on dried plant
material. It is administered “recreationally” in doses
which are about 20% higher than those of a-PVP, but
which are dependant on the route of administration —
orally: 50—80 mg, intranasally: 50—-120 mg, or by
smoking: 10—35 mg (dopalator.info, hyperreal.info).
a-PVT irritates the mucous membranes of the nose
and throat. Its effects also include: strong psychophys-
ical stimulation, improvement of well-being, eupho-
ria, sexual arousal, intensification of musical percep-
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tion, sweating, sensitivity of pupils to light, tachycar-
dia, insomnia, and lack of appetite. The effects persist
for up to 2 hours. According to information obtained
from a-PVT users, it is a “milder version” of a-PVP, as
a-PVT does not induce (within a short period of time)
such extreme effects as a-PVP (ranging from euphoria
to psychosis), and the wearing off of effects, or “come-
down” is milder. However, scientific reports suggest it
has strong cytotoxic action (Wojcieszak, Andrzejczak,
Woldan-Tambor, Zawilska, 2016).

Little is known about the toxicokinetics of a-PVT.
However, studies on the metabolism of this com-
pound — using cultures of hepatocytes and analyses of
urine samples of individuals receiving this substance —
have been conducted (Swortwood et al., 2016; Takay-
ama et al., 2014). Seven major metabolites, mono-
hydroxylation and glucuronidation products, were
identified, of which dihydroxypyrrolidinyl-a-PVT,
2-ketopyrrolidinyl-o-PVT, hydroxythiophenyl-a-PVT
and thiophenol-a-PVT were characterized by the
highest levels. The concentrations of o-PVT re-
vealed in urine samples of three individuals were
5-724 ng/ml (Concheiroa, Castanetoa, Kronstrandd,
Huestis, 2015). So far, there is no data in the literature
concerning o-PVT concentrations in the blood.

The appearance of this new derivative of cathinone
in products available on the Polish drug market was
a good reason for developing a targeted method for
determination of a-PVT in biological material, and,
moreover, the increasing numbers of new psychoac-
tive substances mean that the used screening methods
require continuous improvement (Adamowicz, To-
karczyk, 2016).

The paper presents the first case of detection of
a-PVT in the blood.

2. Case report

A 29-year-old man was driving a car. He performed
a left turn at a 3-way intersection (T junction), driving
from its base, but did not go into the right lane, result-
ing in a head-on collision with a truck. The incident
took place at 07:40. Police officers who arrived at the
scene of the accident carried out a test for ethyl alcohol
content in the breath of the perpetrator of the accident,
which gave a result of 0.67 mg/l. Then the driver was
examined by a doctor and a blood sample was taken at
10:30. The man was 180 cm tall, weighed 80 kg, had
a heart rate of 74 bpm, and normal pupils, but reacting
slowly to light. Other parameters were normal.

3. Methods

Screening analyses of blood for the presence of nar-
cotic drugs and psychotropic substances were carried
out using the immunosorbent (ELISA) method with
the accepted thresholds: for amphetamine derivatives
(amphetamine 25 ng/ml), methamphetamine deriva-
tives (MDMA 25 ng/ml), cocaine (benzoylecgonine
50 ng/ml), cannabinols (THCCOOH 5 ng/ml), opioids
(morphine 10 ng/ml) and benzodiazepines (clonaze-
pam 10 ng/ml).

Analysis of biological material for the presence
of new psychoactive substances was carried out by
liquid chromatography coupled with mass spectrom-
etry (LC-MS/MS). An Agilent Technologies 1200 se-
ries liquid chromatograph connected to a 6460 Triple
Quad mass spectrometer was used for analyses. A deu-
terated derivative of mephedrone was added as an in-
ternal standard (IS) to blood samples (0.2 ml) placed
in Eppendorf vials, to obtain a final concentration of
100 ng/ml. Next, 200 pl of 0.5 M carbonate buffer
(pH 12) and 1 ml of n-butyl chloride were added to the
blood. The samples were vortexed for 30 s, followed
by centrifugation at 15,000 rpm for 5 min, and then
the organic layer (800 ul) was transferred to further
Eppendorf vials. 100 pl of 0.025 M HCI was added to
these vials, and then the organic layer was evaporat-
ed at 40—45°C, until it reached the level of added acid
(average 10—15 min). The remaining aqueous phase
(acid) was mixed on a vortex mixer (for about 10 s),
and then transferred to autosampler vials.

The following MRM transitions were monitored:
238.1—126.1, 238.1—111.0 and 238.1—97.0 for
o-PVT, and 181.1—163.1 and 181.1—148.1 for me-
phedrone-D;. The mass detector operated in multiple
reaction monitoring (MRM) and positive ion mode, at
the following parameters: fragmentor voltage — 85V,
collision energy — 24, 24 and 48 V, nebulizer pres-
sure — 40 psi, drying gas temperature — 325°C, drying
gas flow — 10 1/min, sheath gas (nitrogen) tempera-
ture — 325°C, sheath gas flow 10 I/min, capillary volt-
age 3000 V. Cycle time, the time of monitoring of one
MRM pair, and the width of the retention time were
as follows: 596.5 ms, 96.5 ms and 2 min. Analysis of
results was conducted using MassHunter software by
Agilent Technologies (version B.04.01). The method
was validated. A five-point calibration curve was pre-
pared in the range of 5-100 ng/ml, R? = 0.999. The
limit of detection (LOD with a signal to noise ratio
S/N = 3) was 0.1 ng/ml, while the lowest point of the
calibration curve (5 ng/ml) was assumed as the limit
of quantification (LOQ). The specificity was assessed
by analyses of a-PVT-free blood samples and blood
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samples from expert studies (opinions) in which other
substances were revealed. Interferences were not ob-
served.

4. Results and discussion

Analysis of blood for the presence of narcotic
drugs and psychotropic substances (amphetamines,
benzodiazepines, cannabinols, cocaine and opioids)
gave a negative result. a-PVT was revealed in blood at
a concentration of 13 ng/ml (Figure 1).

The increasing popularity of so-called legal highs —
which are especially used by young people as a legal
alternative to narcotic drugs and psychotropic sub-
stances controlled by the Act on counteracting drug
addiction — means that new psychoactive substanc-
es are appearing on the drug market. They are most
commonly analogues of compounds that have already
been on the drug market, and their effects are “test-
ed” by users of this type of substance, who reach for
new preparations in order to reduce the adverse conse-
quences for themselves linked with possible conflicts
with the law. Since a-PVP and o-PVT have a similar
structure (Figure 2), it is likely that these substances
have similar psychoactive properties, as confirmed by
their users.

In cases studied at the Institute of Forensic Re-
search, the concentrations of o-PVP determined in
the blood of drivers were in the range of 6—99 ng/ml.
The impairment of psychomotor performance of driv-
ers was most commonly observed at concentrations
of a-PVP in the blood that were higher than 40 ng/ml
(Adamowicz et al., 2016). Similar concentration rang-
es of a-PVP were demonstrated in the blood of per-
sons apprehended in connection with the possession
of controlled substances. The concentration of o-PVT
determined in the analysed case was in this range, and
during the course of the incident was certainly not
lower, as 2 h and 50 min had passed (since the inci-
dent) before the blood was sampled. The simultaneous
administration of ethyl alcohol and a-PVT can further
impair the psychomotor performance of a driver of
a motor vehicle.

3,4-methylenedioxypyrovalerone (MDPV)
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Fig. 1. Chromatogram of a-PVT in the blood.

Fig. 2. Structural formulas of pyrovalerone
derivatives: MDPV, a-PVP and a-PVT.
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5. Conclusions

a-PVT is yet another NPS on the Polish drug market
which affects psychomotor performance, creating an
increased hazard to road traffic. In the discussed case,
the relatively low concentration of a-PVT was accom-
panied by the presence of ethyl alcohol, which — bear-
ing in mind the symptoms occurring in the perpetrator
and the effects of the incident — provides grounds for
assumptions about their interaction in the context of
safe driving. The introduction of new substances, un-
characterized in terms of toxicity, and the withdrawal
of existing — already controlled — substances inclines
the author to favour a review of road safety policy in
the area of roadside checks. The above described de-
termination of the concentration of a-PVT in the blood
of the driver is a contribution to the possible establish-
ment of a threshold for driver testing (Driving Under
the Influence of Drugs — DUID), which is particularly
important for judicial purposes.
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A-PVT — ,NASTEPCA” A-PVP, NOWA SUBSTANCJA
PSYCHOAKTYWNA W MATERIALE BIOLOGICZNYM.

ANALIZA PRZYPADKU

1. Wstep

a-Pirolidynopentiotiofenon, okres$lany jako o-PVT,
stanowi pochodng katynonu zsyntetyzowana w latach
60. XX wieku, zaliczang do tzw. designer drugs, nowych
substancji  psychoaktywnych (NSP) produkowanych
w nielegalnych laboratoriach. Jest analogiem a-piroli-
dynopentiofenonu (a-PVP), w ktorym zastgpiono grupe
fenylowa, tiofenowa. a-PVP pojawit si¢ na rynku narko-
tykowym w pierwszej potowie 2014 roku jako ,,legal-
ny” zamiennik MDPV (Odoardi, Romolo, Strano-Rossi,
2016). W dniu 1 lipca 2015 roku zostal umieszczony na
liscie substancji psychotropowych grupy IV-P, zgodnie
z Ustawa o przeciwdziataniu narkomanii z dnia 29 lipca
2005 roku, z pdzniejszymi zmianami. Prawdopodobnie
w nastegpstwie tego, w drugiej polowie 2015 roku na ry-
nek wprowadzono a-PVT, ktory, jak dotad, nie znajduje
si¢ na liscie srodkow odurzajacych i substancji psycho-
tropowych kontrolowanych przez wzmiankowang usta-
we, jednak w jej mysl jest srodkiem zastgpczym.

a-PVT jest dostepny najczesciej w postaci proszku
o barwie bialej, ale bywa takze nanoszony na susz ro$lin-
ny. Przyjmowany jest ,,rekreacyjnie” w dawkach o okoto
20% wyzszych niz a-PVP i uzaleznionych od drogi po-
dania: per os: 50—80 mg, donosowo: 50—120 mg albo po-
przez palenie: 10—35 mg (dopalator.info, hyperreal.info).
a-PVT podraznia §luzéwke nosa i gardta. Jego dziatanie
obejmuje rowniez silne pobudzenie psychofizyczne,
poprawe samopoczucia, eufori¢, podniecenie seksual-
ne, intensyfikacje odbioru muzyki, potliwos¢, nadwraz-
liwos¢ zrenic na $wiatto, tachykardig, bezsenno$¢ oraz
brak apetytu. Efekty dziatania utrzymuja si¢ do 2 godzin.
Zgodnie z informacjami uzyskiwanymi od uzytkowni-
kéw, o-PVT jest ,tagodniejsza wersja” a-PVP, ktora nie
wywotuje (w krotkim czasie) tak skrajnych stanow wa-
hajacych si¢ od euforii do psychozy i jest tagodniejsza
podczas ustepowania efektow dziatania, czyli ,,zej$cia”.
Niemniej jednak doniesienia naukowe wskazuja na jego
silne dziatanie cytotoksyczne (Wojcieszak, Andrzejczak,
Woldan-Tambor, Zawilska, 2016).

Niewiele wiadomo na temat toksykokinetyki a-PVT.
Przeprowadzono natomiast badania metabolizmu tego
zwigzku, przy uzyciu kultur hepatocytéw oraz analiz
prob moczu 0so6b przyjmujacych ten zwigzek (Swort-
wood iin., 2016; Takayama i in., 2014). Zidentyfikowano
siedem gtéwnych metabolitow, produktow monohydrok-
sylacji i glukuronidacji, sposréd ktorych dihydroksypy-
rolidynyl-a-PVT, 2-ketopyrolidynyl-a-PVT, hydroksy-

tiofenyl-a-PVT 1 tiofenol-a-PVT charakteryzowaty si¢
najwyzszymi poziomami. St¢zenia a-PVT stwierdzane
w probach moczu trzech os6b wynosity 5—724 ng/ml
(Concheiroa, Castanetoa, Kronstrandd, Huestis, 2015).
Jak dotad, nie ma danych w pismiennictwie dotyczacych
stezen a-PVT we krwi.

Pojawianie si¢ nowej pochodnej katynonu w produk-
tach dostepnych na polskim rynku narkotykowym stano-
wito przyczynek do opracowania ukierunkowanej meto-
dy oznaczania a-PVT w materiale biologicznym, a coraz
wigksza liczba nowych substancji psychoaktywnych
powoduje, ze stosowane metody przesiewowe wymagaja
ciggtego rozszerzania (Adamowicz, Tokarczyk, 2016).

W pracy przedstawiono pierwszy przypadek stwier-
dzenia obecnosci we krwi a-PVT.

2. Opis przypadku

Megzczyzna w wieku 29 lat, kierujac samochodem
osobowym, w trakcie wykonywania manewru skrecania
w lewo na skrzyzowaniu w ksztalcie litery ,,T”, jadac od
jej podstawy, nie zajat wtasciwego pasa ruchu, wskutek
czego zderzyl si¢ czotowo z pojazdem cigzarowym. Zda-
rzenie miato miejsce o godzinie 7:40. Funkcjonariusze
policji, ktérzy przyjechali na miejsce wypadku, prze-
prowadzili u sprawcy badanie na zawarto$¢ alkoholu
etylowego w wydychanym powietrzu, ktore dalo wynik
0,67 mg/l. Nastepnie kierowca zostal zbadany przez le-
karza i pobrano od niego probe krwi o godzinie 10:30.
Megzczyzna mierzacy 180 cm, o wadze 80 kg, miat mia-
rowe tetno 74 uderzenia/min, zrenice normalne, ale wol-
no reagujace na $wiatto. Pozostate parametry nie odbie-
galy od normy.

3. Metody

Badania przesiewowe krwi na obecno$¢ Srodkow
odurzajacych 1 substancji psychotropowych prowa-
dzono przy uzyciu metody immunoenzymosorpcyjnej
(ELISA) z przyjetymi progami: dla pochodnych amfe-
taminy (amfetamina 25 ng/ml), pochodnych metamfe-
taminy (MDMA 25 ng/ml), kokainy (benzoiloekgonina
50 ng/ml), kannabinoli (THCCOOH 5 ng/ml), opio-
idow (morfina 10 ng/ml) i benzodiazepin (klonazepam
10 ng/ml).
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Analize materialu biologicznego w kierunku nowych
substancji psychoaktywnych wykonano przy uzyciu me-
tody chromatografii cieczowej sprz¢zonej ze spektrome-
trig mas (LC-MS/MS). Do analiz zastosowano chroma-
tograf cieczowy serii 1200 potaczony ze spektrometrem
mas 6460 Triple Quad firmy Agilent Technologies. Do
prob krwi (0,2 ml) umieszczonych we fiolkach Eppen-
dorfa dodawano jako wzorzec wewngtrzny deuterowa
pochodna mefedronu, aby osiaggnaé stgzenie wynoszace
100 ng/ml. Nastepnie do krwi dodawano 200 ul 0,5 M
buforu weglanowego (pH 12) oraz 1 ml chlorku n-buty-
lu. Préby wstrzasano przez 30 s, a nast¢pnie wirowano
przez 5 min przy 15 000 rpm, po czym faz¢ organiczna
(800 ml) przenoszono do kolejnych fiolek Eppendor-
fa. Do fiolek tych dodawano 100 pl 0,025 M HCI, po
czym fazg¢ organiczng odparowywano w temperaturze
40—-45°C do momentu osiggni¢cia poziomu dodanego
kwasu (przecigtnie 10—15 min). Pozostato$ci mieszano
na wstrzasarce (okoto 10 s), a nastgpnie przenoszono do
fiolek automatycznego podajnika probek.

Monitorowano  nastgpujace  przejScia  MRM:
238,1—126,1, 238,1—111,0 i 238,1-97,0 dla a-PVT
oraz 181,1—163,1 i 181,1—148,1, dla mefedronu-D,.
Detektor masowy pracowal w trybie monitorowania
wielu reakcji (MRM), w jonizacji dodatniej, przy naste-
pujacych parametrach: napigcie fragmentora— 85 V, ener-
gia kolizji — 24, 24 1 48 V, ci$nienie rozpylacza — 40 psi,
temperatura gazu osuszajacego — 325°C, przeptyw gazu
osuszajacego — 10 I/min, temperatura gazu rozpraszaja-
cego (azot) — 325°C, przeplyw gazu rozpraszajacego —
10 I/min, napigcie kapilary 3000 V. Czas cyklu, czas mo-
nitorowania jednej pary MRM i szeroko$¢ czasu retencji
wynosity odpowiednio: 596,5 ms, 96,5 ms i 2 min. Ana-
liza wynikow byta prowadzona przy uzyciu oprogramo-
wania MassHunter firmy Agilent Technologies (wersja
B.04.01). Metoda zostata zwalidowana. Wykonano pig-
ciopunktowg lini¢ kalibracyjna w zakresie 5-100 ng/ml,
R?=0,999. Granica wykrywalnoéci (LOD przy stosunku
sygnalu do szumu S/N = 3) wynosita 0,1 ng/ml, za$ jako
granic¢ oznaczalnosci (LOQ) przyjeto najnizszy punkt
krzywej kalibracyjnej (5 ng/ml). Specyficzno$¢ okresla-
no analizujgc proby krwi wolne od a-PVT i krew z eks-
pertyz, w ktérej wykryto inne §rodki psychoaktywe. Nie
obserwowano zadnych interferencji.

4. Wiyniki i dyskusja

Przeprowadzone badanie krwi w kierunku $rodkéw
odurzajacych i substancji psychotropowych (amfetamin,
benzodiazepin, kannabinoli, kokainy i opioidow) dato
wynik ujemny. We krwi wykazano o-PVT w stezeniu
13 ng/ml (rysunek 1).

Wzrastajaca popularno$¢ tzw. dopalaczy, traktowa-
nych zwlaszcza przez mtodych ludzi, jako legalna alter-

natywa dla $rodkéw odurzajacych i substancji psycho-
tropowych kontrolowanych Ustawg o przeciwdziataniu
narkomanii powoduje, ze na rynku narkotykowym poja-
wiaja si¢ nowe substancje psychoaktywne. Najczesciej
sg to analogi zwigzkéw wczesniej wprowadzonych do
obrotu, a testowanie ich dziatania odbywa si¢ przez uzyt-
kownikéw tego typu substancji, ktdrzy siggaja po nowe
preparaty w celu zmniejszenia niekorzystnych dla siebie
skutkéw przy ewentualnym wejsciu w konflikt z pra-
wem. Poniewaz a-PVP i a-PVT majg zblizong strukture
(rysunek 2), to prawdopodobnie substancje te posiadaja
podobne wilasciwosci psychoaktywne, co potwierdzaja
ich uzytkownicy.

W przypadkach opracowywanych w Instytucie Eks-
pertyz Sadowych wyznaczone we krwi kierowcow steze-
nia a-PVP miescity si¢ w zakresie 6—99 ng/ml. Uposle-
dzenie sprawno$ci psychomotorycznej kierowcdéw byto
najczesciej obserwowane przy stezeniach o-PVP we
krwi wyzszych niz 40 ng/ml (Adamowicz i in., 2016).
Podobne zakresy stezen o-PVP wykazywano we krwi
0sOb zatrzymanych w zwigzku z posiadaniem $srodkow
objetych kontrola prawna. Stezenie a-PVT wyznaczone
w analizowanym przypadku miescilo si¢ tym zakresie,
a ktore w trakcie zdarzenia z pewnoscig nie byto nizsze,
gdyz do momentu pobrania proby krwi minety 2 godzi-
ny i 50 minut. Jednoczesne przyjecie alkoholu etylowe-
go 1 a-PVT moze dodatkowo niekorzystniec wplywac
na sprawno$¢ psychomotoryczng kierujacego pojazdem
mechanicznym.

5. Whioski

a-PVT jest kolejnym NSP na polskim rynku narkoty-
kowym, ktéry wptywa na sprawno$¢ psychomotoryczna,
zwiekszajac zagrozenie w ruchu drogowym. W omawia-
nym przypadku stosunkowo niskiemu st¢zeniu o-PVT
towarzyszyta obecno$¢ alkoholu etylowego, co uwzgled-
niajac objawy wystepujace u sprawcy oraz skutki zda-
rzenia, daje podstawy do przypuszczen o ich interakcji
w konteks$cie bezpiecznego prowadzenia pojazdu. Wpro-
wadzanie nowych substancji, niescharakteryzowanych
pod wzgledem toksycznosci i wycofywanie istniejacych,
a juz kontrolowanych, sktania do weryfikacji polityki
bezpieczenstwa ruchu drogowego w zakresie kontroli
drogowej. Wyznaczenie st¢zenia a-PVT we krwi kie-
rowcy stanowi przyczynek do ewentualnego okreslenia
progu przy testowaniu kierowcdéw (Driving Under the
Influence of Drugs — DUID), co jest szczegdlnie istotne
dla potrzeb sadowych.

Problems of Forensic Sciences 2016, vol. 106, 496-501





