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Konfirmace - dokazovani

Zakladni princip forenzni toxikologie-

v Vv L 0 ’ O oo L e
overovani vysledku jinou nezavislou metodou

Mezinarodni odborné smérnice, napr.:
d TIAFT
d SOFT
d GTFCH
0 WADA
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Zameéreni toxikologickych analyz

> Diferencidlni diagnoza - podezreni na otravu
> Kontrola dodrzovdni terapie, cilené analyzy
> Preventivni programy - okruh nox (NL)

> Vyzkumné studie (nové noxy, metabolity aj.)
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Nutné informace pro toxikologa pri
podezreni na otravu nezndmou noxou:

1) Anamnéza

2) Priznaky otravy

v’ gastrointestindini problémy

v krece (strychnin, kyanidy,antidepresiva,
amfetaminy...)

v halucinace, deliria (LSD, psilocybin, MDMA, DMT,
kanabinoidy, atropin, skopolamin, predavkovani
léCivy...)

v mydriaza nebo miéoza (amfetaminy,opiaty...)

v metabolicka acidoza (methanol, glykoly...)
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Cilena kvantitativni analyza
Stanoveni ethanolu v krvi

1) Orientacni, nespecifické metody:
O Widmarkova metoda (suma redukujici latky)
O Enzymaticka metoda (mozné interference)

0 Osmometricka metoda (nespecificka, nevyhovujici)

2a) Specificka plynova chromatografie

2b) Dualni systém plynové chromatografie (2 kolony)
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Kombinace toxikologickych metod
- dokazovani nezndmé noxy
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Potvrzovani pomoci 6C-MS
Cilené analyzy

1) Potvrzeni, upresnéni imunochemického zachytu
2) Potvrzeni nejasného nalezu TLC (nedplna separace...)

3) Potvrzeni nejasného HPLC nadlezu (vylouceni
interferenci, zameény latek...)

4) Potvrzeni GC screeningu (FID, NPD)

5) Potvrzeni GC-MS screeningu
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GC-MS screening vs. cilena konfirmace

1) Screeningové metody:

O detekce Sirokého spektra neznamych nox
O kompromisni reseni extrakce, separace, detekce
d méneé citlive

2) Konfirmacni metody

O optimalizované pro Uzkou sSkalu latek specifikovanych
0 mohou vyuzivat derivatizacni postupy

0 maji nizSi mez detekce, jsou vice citlivé

0 vyhodny specielni SIM rezim MS - vyssi citlivost
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Potvrzovani imunochemického
skupinového zachytu drog

Pozadavky:

O Mez detekce potvrzovaci metody musi byt nizSi nez
hodnota cut off imunochemického zachytu

O Potvrzovani 6GC-MS predchazi specielni Gprava
vzorku, hydrolyza, extrakce, derivatizace

O Pozadavek na GCinnost extrakce i Cistotu extraktu
O Nastaveni optimdlnich separaénich rezimu

O Volba hmotnostniho médu (nastaveni parametrid SIM)
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GC-MS potvrzovani imunochemického
skupinového zachytu drog v moci

Pozitivia
immmozachyt

Uprava moce

Bemma derivatizace

Opiaty typu morfinm

Pripadna hydr olyza
miner alm kyselinou
SPFE pH 9
Zakoncentrovani

Silylace

Budive aminy
Amnfetaminy

Extraktivia acetylace
aj.
Zakoncentrovani

Acetylace
Triflnaracetvlace

Kokain a metabolity

SPE pH 6
Zakoncentrovan

Silylace

EKanabinoidy

Hydrolyza alkalii
SPE
Z alioncentrovam

Silvlace
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Konfirmace pomoci GC-MS
Vyuziti chemické derivatizace-1

Derivatizace je cilena chemicka reakce

pro konkrétni typ sloucenin - cilené analyzy.
Neni pouzitelnd pro zachyt neznamych nox

Uéel:

O SniZeni polarity analyti

O ZlepSeni separace, snizeni meze detekce

O Ziskani vice specifického hmotnostniho spektra
O Podporit identifikaci domnélé latky
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Konfirmace pomoci 6C-MS
Vyuziti chemické derivatizace-2

kyselina silyl, alkyl, halogenalkyil.....

alkohol. fenol silyl, acetyl, butyryl, halogenacetyl...

amin acetyl, halogenacetyl, halogenbutyryl....

vicindlni dioly, glykoly  cyklické borondty, spec. estery.....
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Chemicka derivatizace analytu - 1

Typy reakci:

1) Acetylace amint, fenolu

2) Tvorba perfluorderivati

CH?> CH3

[ . [ .
CHE?I—CH 5 CHE?I—CH
0 6y, D

3) Silylace kyselin, fenolt \ 7

N-CH

3
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Chemicka derivatizace analytu - 2

4) Alkylace kyselin

O\ O\

~OH

20 -0
So-CH=CH—CH-C_ _ ——= ~SC-CH-CH—CH-C
O 2 2 2 07 2 2 2 N0

5) Specielni reakce
Vicinadlni dioly-
tvorba cyklickych etherd
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Specificita spekter amfetaminu

Puvodni forma TFA derivat

— —H 5 CHHHCOC 3

— F |

CH.,
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Acetylovany methamfetamin
EI a CT ionizace

C,,H{7NO
191,13101

Chemicka ionizace CI

Mékka ionizace Pro‘ronovany
molekuldrni ion MH™
usnadnuje identifikaci,
potvrzeni predpokladaneé
struktury, potvrzeni
molekulové hmotnosti
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Hromadna otrava neznamou noxou (1)

KAZUISTIKA - vyuziti 6C-MS screeningu

Organizované cviceni uvolnéného lucidniho mysleni
podporené psychoaktivnimi latkami - télocvicna FTVS

Uéastnici seance ve véku 20-50 let, asi 35 lidi
Konzumace cca 150 ml bylinného odvaru

Cca za 1 hod zdravotni problémy:

= zmény vnimani, halucinace

= agitace, neklid

= agresivita

* mydriaza, tachykardie, hypertermie, sucha Usta
= hypotenze, respiracni kolaps, koma
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Hromadna otrava neznamou noxou (2)

= RZS, nasledné policie.

= 35 pacientu hospitalizovano v 5 nemocnicich

= Toxikologicka laborator - masivni dotazy na pricinu
= Dodan vzorek bylinného odvaru

» Pozdéji biologické vzorky (ZO, krev, mo&)- zédmény?

= Toxikologicka analyza éaje - extrakce alkaloidu
GC-MS screening pro nezndmé noxy

= Ndsledné analyzy biologickych vzorku

» Dodateéné kalibrace a kvantifikace v séru
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U 4 U 4

Hromadna otrava neznamou noxou (3)
Odhad primérné davky (V=150 ml)
= atropin 4 mg

= harmin 27 mg

= skopolamin 78 mg
Prumérnd sérova koncentrace:

= atropin 5 ng/ml

= harmin 8 ng/ml

= skopolamin 13 ng/ml

Pacienti:

nékteri propusténi z nemocnic

za par hodin, jini vyzadovali

intenzivni léecbu s rizenym dychanim

Uhrada néklad@ - zdravotni
pojisténi I
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2,5-Dimethoxy-4-brom-amfetamin

Nové droga - poprvé abuzus v CR
= agonista serotoninovych receptoru

= velmi potentni halucinogen

= efektivni davky pro clovéka 1-3 mg

= Shulgin 1998: p. 0. ddvka 2,8 g - bolestivé krece
s mdlobami, zdblesky depersonalizace,
zacatek halucinaci po 3 hod. Predavkovani a
nasledné spasmy artérii, koma, mozna smrt

= Dispozice v téle (Shulgin 1998):
akumulace v plicich, opozdény transport do
mozku, halucinace po 3 hod

M. Balikova: Konfirmace v toxikologii 20



Tézka otrava 2 osob neobvyklou
neznamou hoxou (1)

Dodatecnd historie uddlosti (za radu dni):

= Dva muzi testovali novy halucinogen ,LSD like"

* Rozdélili si bélavy prasek ve vialce - davka p. o.
= Za cca 15 min zacali halucinovat, zvracet

= Byli nalezeni pred domem na travniku v komatu

= Po nezndmé dobé byli oddélené hospitalizovani v
hlubokém komatu, se zachvaty generalizovanych
kreci. Odebrany vzorky k toxikologickému
vySetreni na nezndmou noxu, zaslany oddélene,
bez informace o souvislosti obou pripadu
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Tézka otrava neobvyklou noxou - (2)

Toxikologické analyzy, tdpdni v neznamu:

= Tézka acidoza (pH 6,6) - methanol, glykoly negativni

= CEDIA screening: poz. THCOOH, poz. KOKAIN, neg. AMPH (1)
= 6C-MS screening nezndmé noxy : hit podle knihovny: DOB ?

= 6C-MS konfirmace jako acetylderivat: DOB a metabolit
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Tézka otrava neobvyklou noxou - (3)

TOXIKOLOGICKE NALEZY - SOUHRN

PACIENT 7,.0. MOC SFRUM

M-28 let DOB
113 ke Fokan + met.
NI THCOOH

Pieavi

M-29 let DOB

65 ke THCOOH
FAR

Zenwel po 6 dnech

M. Balikova: Konfirmace v toxikologii 23



Struktura a fragmentace
acetylderivat metabolitu DOB

145
105 119 134

100
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Biotransformace - nezname
metabolity DOB

Hmotnostni spektra nasvédcuji O-demethylaci,
neumoznuji ale rozeznat oba mozné izomery
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Dékuji vam za pozornost

Tel. 22496-7181
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