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Noxy v toxikologické laboratori
dle poZadavku na vySetreni:
O (Anorganické latky, kovy)
0 Kourové plyny, CO
O Plynné a tékavé organické latky, alkoholy
O Méné tékavé organické latky, glykoly
O Organické extraktivni noxy, lécCiva, navykové latky

Toxikologicka laboratorni diagnostika - komplexni ukol

1) anamnéza, ucinky nox
2) farmakokinetika, biotransformace
3) analyticko-chemické adekvatni reseni
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Typické ndlezy z praxe

Pacient | Anamnestické udaje Laboratorni toxikologidké nalezy
M-26 let | Hluboké koma, tézka Z0:  protluaden
Iypotenze, srdeém dysrytome, | Serum:
anurie, suspektné toxikoman protliaden 10590 ng/ml
nebo epileptik noitluaden 455 ng/ml
(ter. rozmez 50 — 150 neanl)
Z-20 let | Sonmolentni Erev: ethanol 2.69 g'keg
Suspekiné alkohol, brufen Serum:
alprazolam 59 mg/ml
(ter. rozamezi 5-50 ng/ml)

Z0:  ibuprofen, kodein, fluoxetin
Mo<¢:  1buprofen + metab., kodem,
fluoxetin ,sahcylaty, kofein

M-21 let | Bezvédonu, kiece > methamfetanun, amfetanun,
efednn, metabolity bromazepanm

Bezvédomi, obéhoveé selhani, acebutolol
Sectral 20 thl. x 400 me, > acebutolol + metab.
mmnti - sebevrazda

M-53 let | Bez potizi, onxylem 2 loky Serun EG 337 ng/ml
FRIDEXU pied 45 nun Moc: EG 9640 ng/ml
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Dvoji typ toxikologickych analyz

Cilend potvrzovaci analyza - existence podezreni

Systematicka toxikologickd analyza (STA):

1) Vyhledavani neznamé noxy, screening, detekce
2) Potvrzeni predpokladané noxy, identifikace individua

3) Pripadna kvantifikace zndmé latky, stanoveni

1 + 2 = prikaz

Zakladni princip v toxikologii:
potvrzovani vysledku nezdvislymi metodami
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Toxikologické analyzy - 1

0 STA - systematické vyhledavani nezndmé noxy

O Cilené analyzy: rozliSeni nox urcité skupiny
potvrzeni predpokladané noxy
kvantitativni analyzy

Organické noxy - Kombinace metod v _soucasnosti:

v imunochemickych
v' chromatografickych
v spektrdlnich
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Toxikologické analyzy - 2

Dnesni analytické metody pro organické noxy:

Tvp metody Nektere varianty
ENMIT, FPIA, CEDIA, KIMS. . ...
UV, detelce chenucka
Lefralztometrie, EC, UV, DAD

ESL APCT
TCD, FID, NFD., ECD

GC-MS, GC-MS/MS || EL PICL NICT

Forenzné toxikologicky standard pro organické latky:
chromatografie v tandemu s hmotnostni spektrometrii

(WADA, SOFT, TIAFT)
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STA - organické extraktivni noxy
prukaz neznamé latky

' LC-MS

L — — — 4
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Imunochemické metody v toxikologii-1

Princip:
Interakce cilové molekuly (antigen) s protildtkou

Kompetice méreného analytu (lécivo) ve vzorku =
antigen Ag (hapten) se znacenou formou téhoz
analytu = antigen Ag* o vazebna mista na fixnim
mnozstvi protilatky = antibody Ab za vzniku
biospecifické vazby za tvorby imunokomplexu:

Ag + Ag* + Ab *—— AgAb + Ag*Ab + Ag + Ag*

Podil vdzaného znaceného analytu je neprimo umerny
koncentraci méreného analytu ve vzorku
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Imunochemické metody v toxikologii-2

Méritelny signal - znacena droga nebo protilatka
Znaceni: *radioizotopem (RIA)
*enzymem (EMIT, CEDIA, ELISA)
*fluorescencni latkou (FIA, FPIA)
*chemiluminiscenéni latkou (LIA) ...

Metody heterogenni: separace znacené drogy vdzané v
imunokomplexu ‘od volnych znacenych molekul v roztoku
- vSechny metody RIA - vyssi ciflivost po separaci
Metoda ELISA - mérena znacena protilatka vazana
Metody homogenni: bez separace frakci, jednodussi,

rychlejSi - optické metody enzymové, fluorescencni......
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Imunochemické metody v toxikologii-3

Antigeny Ag : makromolekuly (polymery, peptidy,
proteiny)

O navozuji specifickou imunitni reakci
O specificky reaguji s protilatkami

Hapten: nizkomolekularni latka (lécivo) navazana na
vysokomolekularni nosic

Protilatky Ab: bilkoviny (glykoproteiny)

O vykazuji specifickou vazebnou schopnost vuéi antigenu
na jehoz podnét se vytvorily
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Enzymové imunometody v toxikologii
EMIT : Enzyme Multiplied Imunoassay Technique

O znaceni enzymem bakterialni glukoza-6-fosfat
dehydrogenaza (G6PDH)

O nizka koncentrace analytu Ag - zustdva vétsi
mnozstvi volné protilatky Ab

O nevazana protilatka inhibuje enzym ve znaceném Ag*
tedy snizuje jeho aktivitu

O vysoka koncentrace analytu Ag - méné volné
protilatky - vétsi aktivita enzymu

O fotometrické méreni enzymové aktivity, 340 nm
substrat NAD — NADH

M. Balikova: Screeningové metody 11



Typy imunometod - typy protilatek

1) Screeningové - zdchytové metody pro skupiny latek
Orientacni metody

Protilatky zamérné pripraveny pro zdachyt skupiny
strukturné blizkych latek - napr. barbituraty

2) Kvantitativni metody pro stanoveni specifikované latky

Protilatky cilené pripraveny proti determinantni
strukture, kterd je specifickd jen pro jedno chemicke
individuum - napr. fenobarbital
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Imunochemicky screening
Cut off value

Uzanéni hodnota

Pomoci kalibratoru na
jednu latek ze skupiny
nastaveni hranice mezi
pozitivnimi a
negativnimi vzorky

CUT OFF

OBLAST POZITIVITY

Napr. zachyt
barbituratu v moci
bez jej iCh r‘OZIi§ eni KALIBRACNI ROZSAH
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Imunochemické stanoveni

EMIT stanoveni
fenobarbitalu v séru

TOXICKA OBLAST

0 10 20

TERAPEUTICKE ROZMEZI

KALIBRACNI ROZSAH
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Imunochemicky screening
Interpretace

O kriZové reakce - ruzna reaktivita pribuznych latek:
morfin-glukuronidy, 6-acetylmorfin, kodein,
dihydrokodein, hydrokodon, hydromorfon,
oxykodon, levorfanol

O krizovd reaktivita zdvisi na typu protilatky pouzité
metody, znac¢na variabilita v selektivité metod

O pozitivni detekce opiatu ve smési bez znalosti jejich
zastoupeni neodpovida kvantité (1)

O vyskyt falesné pozitivity
O vyskyt falesné negativity
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FP - Falesna pozitivita

» Zachyt ve screeningu neni zavérem vysetreni

> Neni prukazem konkrétni noxy (drogy)

> Vyhybame se radéji pojmu pozitivni

> U vSech typu imunoscreeningu je mozna FP
Numerické hodnoty z analyzatoru neodpovidaji
kvantité, jsou sumdrni hodnotou reaktivit riznych
latek. Slouzi jen vnitrolaboratorni potrebé

Napr. zdchyt amfetamini miZe byt zplsoben:

a) pervitin, extaze, efedrin....

b) zvysené endogenni aminy ( napr. pri stresu...)

c) aminy z potravy (tyramin, cyclohexylamin...)

d) hnilobné aminy (beta-fenylethylamin,
tyramin...)
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Imunochemicky screening
Nastaveni cut-off hodnoty

Léciva - nastaveni
podle toxickych hodnot
- problém variability waETI
toxicity uvnitr skupiny
(benzodiazepiny)
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Navykové latky -
USA legislativa pro
vybrané skupiny NL

Klinicky analyzator-
flexibilni nastaveni
cut-off dle ucelu
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Imunochemicky screening
Predavkovani benzodiazepiny

Pr. EMIT EMIT | Terapeutické
Kalibr‘ace diazepam realdivita | roamea
(ngml) | (ng/ml)
INTOXIKACE SEVATIN
BENZODIAZEPINY ? (k=
LORAZEPAM
Farmakologicka CLONAZEPAM
potence - variabilni NITRAZFPAM
NPTURRNENRIN | F1UNITR AZFPAM [~2000 | 5- 1
Variabilita davkovani  |rye o Y S BT R Ty
Variabilni hladiny aJ.

ReSeni: snizeni plivodni cut off hodnoty (10 ng/ml)
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Mez zachytu (cut off)
Ruzné metody a ruzné vysledky

Pr.
Doba zachytu
kanabinoidd v modi

VyluCovani metabolitu [N L S
THCOOH moci
standardni cigareta

marihuany s obsahem |
27 mg 9-THC

SniZeni meze zachytu - optimalizace vysledku FN/FP
Nutnost potvrzovani specifickou metodou napr. 6C-MS
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Imunochemicky screening - Selektivita

Falesnd pozitivita (FP) : zachyt nechténych latek
O interferuji nesledované pribuzné latky (aminy)

O inteferuji strukturné odliSné noxy ve vysokych
koncentracich ( metabolity nekterych leciv)

FaleSnd negativita (FN) :

O v zamérené skupiné nereaguji vsechny strukturni
derivaty (derivaty amfetaminu)

O nastaveni cut off hodnoty neodpovida ucelu
vysSetreni (benzodiazepiny pri predavkovani)

0 zameérna manipulace se vzorkem, redéni moce,
pridavek adulterantu (glutaraldehyd, bélidla)
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Imunochemicky screening
Specificita protilatek metody

Rizné metody (EMIT, CEDIA, FPIA...) - rdznd specificita
protilatek, ruzné krizové reakce pro individudlni latky - variabilni
dhrnna skupinova odezva metody - orientacni vysledek, nutné
potvrzeni, interpretace jako semikvantita je nespravnal

PF. zdachyt amind v moéi a vyslednd numericka hodnota:
a) metoda EMIT : numericky vysledek 24
(interpretace - bez zachytu)
b) metoda CEDIA: numericky vysledek 550
(interpretace - suspektni zachyt)

POZOR: Numericka hodnota imunozachytu pouzité metody

je pouze relativni Cislo - neni semikvantita !l!
Nema vztah ke konkrétni substanci
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Terénni imunochemické testy

s = Zhacena pr‘O'I'ila'l'ka Negativni zachyt Pozitivni zachyt

T - vazana droga
C - kontrola validity testu T C

Vyvoj terénnich kazetovych testu , point of care"
puvodné pro moé, pozdéji také sérum, sliny

Modifikace ELISA - ,lateral flow immunoassay"
Protilatka - ¢asto znacena koloidalnim zlatem
nebo barevnymi casticemi latexu

Intenzita barevné linie (7 ) je neprimo Umérnad zachytu
Vizudini nebo digitalni odecet zbarveni
Pevné hodnoty ,cut off"
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Imunochemicky screening - souhrn

Prednosti v toxikologickych aplikacich: LRSS

0 Uprava vzorku Z4dnd nebo minimdlni [AEASKEIE
3 Vysoka citlivost spotrebnich
0 Rychlé ziskdni vysledku reagench

0 Vstupni ndhled - zaméreni na cilend potvrzeni

0 Snadné technické provedeni

O Naroky na kvalifikaci, zacviceni malé

0 Moznost automatizace v sériovych kontrolach

Nevyhody:

O Nepokryva radu potenciondlnich nox ve vzorku
0 NerozliSuje jednotlivé noxy, interference
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Chromatograficky zachyt nox
Prednosti

0 Siroka $kdla zdchytu predem neznémych organickych
extraktivnich nox

3 Flexibilni otevrené systémy - aktualizace a
rozsSirovani

O Zéachyt individudlnich substanci - nikoliv skupin

O Veétsi selektivita zachytu

Nevyhody

O Nutna dprava vzorku - extrakce

0 Casové ndrocnéjsi ziskani vysledku

0 Odborné personalné narocnéjsi

Finance:

Investice -
(vyjma TLC

Provozni ndklady
nizsi nez IA
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Tenkovrstevna chromatografie TLC

e —

Schéma zdchytu kodeinu a volnych met. r Orag.
v extraktu moce (U,) pH~10

Adsorbent : Kieselgel G Merck

Zdkladni mob. faze: octan ethylnaty-ethanol-amoniak 36:2:2
Barevnd detekce: modif. ¢inidlo Dragendorffovo (Kaiser-Jori)
Smés referencnich standardid AtKFAD

Zachytovy systém TLC-CR - indikatory: ~ - |
1) Extrahovatelnost - acidobazicita noxy O/
2) Poloha skvrn vuéi referenci AtKFAD
3) Barevny odstin se sadou detekc. reag.

— Vybér kandidati nox pro potvrzeni i MKFAD Uy |
vylouceni - identifikace noxy —

Nutna standardni srov. substance Il (J. Vecerkovg,
Karolinum Praha 1997
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TLC redlny chromatogram
Extrakt moce

Systém J. Vecerkova

Podezreni na intoxikaci
opidty a methamfetaminem,
(vedlejsi detekce nikotin)

Nasledné upresnéni GC-MS

Adsorbent : Kiezelgel G Merck

Mobilni Lfdze; EtcA:—BtOH—HHl 3612 2

Satstanes; 1/ AXFAD
2/ extrokt mode & alualického prostiedi
3/ hydralyzai mole
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TLC screening neznamych nox

Vyhody:

1) Nulové investice, provozni naklady nizke

2) Otevreny a flexibilni systém

3) Zdachyt chemickych individui

Nevyhody:

1) Nemusi postacovat v nizkych koncentracich (krev)
2) Néroky na vétsi objem vzorku

3) Separacni Gcinnost nemusi postacovat (srov. GC..)
4) Dostupnost referenénich substanci, hl. metaboliti
5) Specializovany, zaskoleny persondl
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Plynova chromatografie se
specifickou detekci GC-NPD

Plynova chromatografie - znacna separacni Gcinnost
O Mensi objemy vzorku ve srov. s TLC
QO Vétsi naroky na istotu extrakti
Specifickd detekce NPD:
latky s dusikem ci fosforem,
vétsina léCiv a drog, alkaloidy aj.
O Potlacen signal rozpoustéedia
O Retencni charakteristika noxy
0 Mozna koeluce vice latek
O Nepostacuje k identifikaci noxy
O Nutné potvrzovaci kroky
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Plynovy chromatograf

s hmotnostni detekci
GC-MSD

Extrakt
u

GC MSD
SEPARACE DESTRUKCNI DETEKCE
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Hmotnostni spektra

Reprodukovatelna fragmentace vstupujicich molekul do
iontového zdroje dle energie strukturalnich vazeb

Databdze spekter - spektrdlni knihovny
Tonizace narazem elektrond :

ABUNDANCE
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Priklady hmotnostnich spekter
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Tandemova plynova chromatografie
s hmotnostni detekci GC-MS

KODEIN
Cis HypNOy
299 15214

me
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Kodein: M+ (299) kvazimolekularni ion
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GC-MS scr'eening nezndme noxy

TIC SER16:3.0
] 191

Extrakty bazi

ethylacetatem [E&
pH 10 - 12 _ e g Hu“f L bnu .

Wl e 1%
nn
’ 124
_l‘

IE[U

lpH | ._

oy .Jv‘_,.." I N, J

Porovnani s
knihovnou
spekter
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GC-MS potvrzeni po acetylaci

Extraktivni
acetylace
hydrolyzatu
moce

Porovnani p. f.
po acetylaci s
vlastnim
standardem

Suspektne
metabolit (?)
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