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Screeningové metody
v toxikologii
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Toxikologicka laboratorni
diagnostika
O Komplexni ukol
O Mezioborova spoluprace, konzultace, komunikace
O Anamnesticka data, klinické priznaky
O Aspekty farmakokinetické, biotransformace
O Sprévné zajisténi vzorki
O Adekvatni chemicko-toxikologické reseni
O Adekvatni ineterpretace toxikologickych nélezi



Nutné informace pro toxikologa pri
podezreni ha otravu neznamou hoxou:

1) Anamnéza a jeji spolehlivost
2) Priznaky otravy - nespecifiénost:

v gastrointestindlni problémy

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

v halucinace, deliria (LSD, psilocybin, MDMA, DMT,
kanabinoidy, atropin, skopolamin, predavkovani
|é&Civy...)

v mydridza nebo miéza (amfetaminy,opiaty...)

v metabolicka acidoza (methanol, glykoly...)




Anamnéza vs. toxikologické néalezy

Pacient | Anamnesticke udaje Laboratormi toxikologidké nalezy
M-26 let | Hlubolke lkoma, tézka Z0:  protluaden
Invpotenze, srdeéin dysryinue, | Sermn:
anmie, suspeldné toxilcoman protlnaden 10590 ng/ml
nebo epileptilk nortlnaden 455 ne/ml
(ter. rozmiez 50 — 150 ne/ml)
Z-20 let | Sonmolentni Erev: ethanol 2,69 g¢/'lke
Suspekiné allkohol, brufen Sermm:
alprazolam 59 mg/ml
(ter. rozmezi 5-50 ng/ml)
Z0:  ibuprofen koden, fluoxetin
NMoc:  1ibuproten + metab., kodem,
fluoxetin .sahcvlaty, kofein
M-21 let | Bezvedonu, kiece Moc: methamfetanun, amfetanun,
efednn, metabolity bromazepanm
7Z-21 let | Bezvédomi, obéhoveé selhani, | Z(:  acebutolol
Sectral 20 tbl. x 400 mg, Moc:  acebutolol + metab.
it - sebeviazda
M-53 let | Bez potizi, onrylem 2 loky Seérum: EG 337 ng/inl
FRIDEX pired 45 nun Moc: EG 9540 ng/ml




Noxy v toxikologické laboratori
dle poZadavki na vysetreni:

(Anorganické latky, kovy)

Ol Kourové plyny, CO

Ol Plynné a tékavé organické latky, alkoholy

[l Méné tékavé organické latky, glykoly a derivaty

[l Organické extraktivni noxy, |éCiva, navykové latky
Toxikologicka laboratorni diagnostika - komplexni kol

1) anamnéza, Uéinky nox
2) farmakokinetika, biotransformace
3) analyticko-chemické adekvatni reseni



Organické extraktivni noxy
(Léciva, ilegalini drogy)

Systematicka toxikologickd analyza (STA):
1) Vyhledavani neznamé noxy, screening, detekce

2) Potvrzeni predpokliddané noxy, identifikace
individua
3) Pripadnéa kvantifikace znamé latky, stanoveni

1 + 2 = prikaz

Zdkladni princip v toxikologii:
potvrzovdni vysledki nezavislymi
metodami



Toxikologické analyzy - 1

STA - systematické vyhledavani neznamé noxy

Ol Cilené analyzy: rozliSeni nox urcité skupiny
potvrzeni predpokiadané noxy
kvantitativni analyzy

Kombinace metod v soucasnosti:

/" imunochemickych

/ chromatografickych

/ spektralnich



Toxikologické analyzy - 2

Dnesni analytické metody:

Typ metody NeKktere varianty
IA ENOIT, FFIA, CEDIA, FIMS. . ...
TLC UV, detekece chenucka
HPLC Retraltometrne, EC, UV, DAD
LOC-MS, LC-MS/MS ESL APCT
(3 TCD, FID, NFD. ECT
GC-MS, GC-MNS/DMS EL PICT NICT

Forenzné toxikologicky standard pro organické latky:

chromatografie v tandemu s hmotnostni spektrometrii
(WADA, SOFT, TIAFT)



STA - organické extraktivni noxy
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Imunochemické metody v toxikologii-1
Princip:
Interakce cilové molekuly (antigen) s protilatkou

Kompetice méreného analytu (léCivo, droga) 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 imunokomplext:

Ag + Ag® + Ab —— AgAb + Ag”Ab + Ag + Ag”

Podil vazaného znaceného analytu je neprfimo umérny
koncentraci méreného analytu ve vzorku



Imunochemické metody v toxikologii-2
Méritelny signdl - znacenad droga nebo znacena
protilatka
Znaceni: *radioizotopem (RIA)
*enzymem (EMIT, CEDIA, ELISA)
*fluorescenéni latkou (FIA, FPIA)
*chemiluminiscenéni latkou (LIA)
Metody heterogenni: separace znacené drogy vdzané v
imunokomplexu od volnych znaéenych molekul v roztoku
- vSechny metody RIA vyssi citlivost po separaci
Metoda ELISA - mérena znacena protilatka vazana

Metody homogenni: bez separace frakci, jednodussi,

rychlejsi - optické metody enzymové, fluorescenéni......



Imunochemické metody v toxikologii-3

Antigeny Ag : makromolekuly (polymery, peptidy,
proteiny)

[l navozuji specifickou imunitni reakci
C specificky reaguji s protilatkami

Hapten: nizkomolekularni latka (Ié¢ivo) navazana na
vysokomolekularni nosic¢

Protilatky Ab: bilkoviny (glykoproteiny)

0 vykazuji specifickou vazebnou schopnost vi€i antigenu
na jehoZ podnét se vytvorily



Enzymové imunometody v toxikologii

EMIT : Enzyme Multiplied Imunoassay Technique

Cl znaéeni enzymem bakteridlni glukoza-6-fosfdt
dehydrogendza (66PDH)

0 nizké koncentrace analytu Ag - zustdva vétsi
mnozstvi volné protilatky Ab

[l nevdazand protilatka inhibuje enzym ve znaéeném Ag™*
tedy snizuje jeho aktivitu

[l vysoka koncentrace analytu Ag - méné volné
protilatky - vétsi aktivita enzymu

[l fotometrické méreni enzymové aktivity, 340 nm



Typy imunometod - typy protilatek

1) Screeningové - zachytové metody pro skupiny latek

Protilatky zamérné pripraveny pro zdchyt skupiny
strukturné blizkych latek - napr. barbiturdty

2) Kvantitativai metody pro stanoveni specifikované latky

Protilatky cilené pripraveny proti determinantni
strukture, ktera je specificka jen pro jedno chemické
individuum - napr. fenobarbital



Imunochemicky screening

Cut off value A

Pomoci kalibratoru na
jednu latek ze skupiny
nastaveni hranice mezi

POZi‘l'ivnimi Q tI'UT| OFF
negativnimi vzorky i /

| OBLAST POZITIVITY
Napr. zachyt A -
barbimréﬁ v mo&'i 0 03 1.0 ¢ [OUAL]

bez jcj iCh I‘ozli§eni KALIBRACNI ROZSAH



Imunochemicke stanoveni

EMIT stanoveni ' 7 O
fenobarbitalu v séru

TOXICKA OBLAST

010 20 40 80 ¢[ mgT ]
_—

TERAPEUTICKE ROZMEZI

KALIBRACNI ROZSAH



Imunochemicky screening
Interpretace

PF. detekce, zdchyt opidti v moéi - metoda EMIT
O cut off hodnota nastavena podle kalibrace na morfin

O pozitivni detekce opidti ve smési bez znalosti jejich
zastoupeni neodpovidd kvantite

0 kifizové reakce - riiznd reaktivita pribuznych latek:
morfin-glukuronidy, 6-acetylmorfin, kodein,
dihydrokodein, hydrokodon, hydromorfon, oxykodon,
levorfanol

Cl krfizova reaktivita zdvisi na typu protildtky pouzité
metody, variabilita v selektivité metod (pr. aminy)



Imunochemicky screening
Nastaveni cut-off hodnoty

Léciva - nastaveni
podle toxickych hodnot
- problém variability
toxicity uvnitr skupiny
(benzodiazepiny)

AMFETAMIN

absorbance

Navykové latky - éasto
kopiruji USA legislativu
pro vybrané latky

Moznost flexibilniho 100 300 1200
nastaveni podle ucelu ng/m
vySetreni, rozsireni

Skaly zachycenych nox




Imunochemicky screening
Predavkovani benzodiazepiny

EMIT Terapeuticke

PF. EMIT NOXA realdiita | rozmez

) (ngml) | (ng/'ml)
INTOXIKACE DIAZEPAM 300 20 — 2000
OXAZEPAM = 2NN 100 — 1500
BENZODIAZEPINY ? LOERAZFFPAM = 2NN a0 — 250
Farmakologicka CLONAZEPAM  |> 2000 S 150
potgnce - variabi'n‘ NITEAZEFPAM = M) 30— o)
e ... .. |FLUNITRAZEPAM [-2000 | 5- 15
Variabilita davkovani [pponiazEPAadT |- 2000 | 80— 200

I(r'evm hladiny gl - 2000

o4

2nl: Snize

Ze <
UL(
(\
(\

ni cut off hodnoty (10 ng/ml)



Mez zachytu a

Napr.

Doba zachytu
kanabinoidi v moci

Vyluéovani THCOOH
moéi po vykoureni 1
standardni

marihuanové cigarety
(27 mg 9-THC)

casove detekéni okno

100

{ng/ml)

30

0 24 48 72
(hod)

SniZzeni meze zdchytu - optimalizace vysledki FN/FP
Nutnost potvrzovani orientaénich vysledki napr. 6C-MS



Imunochemicky screening - Selektivita

FaleSna pozitivita (FP) : zdchyt latek mimo skupinu
0 interferuji absorbujici latky, kyselina mlécna
O interferuji nesledované pribuzné latky (z potravy)

0 inteferu,L strukturné odliSné noxy a jejich )
metabolity ve vzorku ve vysokych koncentracich

FalesSna negativita (FN) :

o @
J

[l v zamérené skupiné nemusi reagovat vSechny
strukturni derivaty (derivaty amfetaminu)

O nastaveni cut off hodnoty neodpovida Uéelu
vySetireni (benzodiazepiny pri predavkovani)

[l zamérnd manipulace se vzorkem, fedéni moce,
pridavek adulteranti (glutaraldehyd, bélidla)



Terénni imunochemické testy

S - znacena protilatka Negativni zchyt Pozitivni zchyt
I - vaézana droga [OD:EI] [OI:D]
C - kontrola validity testu s T C s T ¢

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

Modifikace ELISA - ,lateral flow immunoassay"”
Protilatka - ¢asto znacena koloidélnim zlatem
nebo barevnymi éasticemi latexu

Intenzita barevné linie (T) je nepfimo Umérnd mnoZstvi
Vizuadlni nebo digitalni odecet zbarveni
Pevné hodnoty ,cut off"



Imunochemicky screening - souhrn

Prednosti v toxikologickych aplikacich:
Uprava vzorku #ddnd nebo minimdlni

(] Vysoka citlivost

0 Rychlé ziskani vysledku

O Vstupni ndhled - zaméreni na cilenad potvrzeni

[l Snadné technické provedeni

[l Naroky na kvalifikaci, zacvi¢eni malé

Cl MoZnost automatizace v sériovych kontrolach

Nevyhody:

Nepokryva fadu vyznamnych nox ve vzorku
O Orientaéni skupinovy vysledek, moiné interference
O NerozliSuje jednotlivé noxy ( kodein - morfin)




Chromatograficky zachyt nox

Prednosti

) Siroké $kdla zéchytu predem neznémych organickych
extraktivnich nox

O Flexibilni otevirené systémy - aktualizace a

rozsirovani
O Zachyt individudlnich substanci - nikoliv skupin
0 Veétsi selektivita zachytu Finance:
Nevyhody Porizovaci cena

pristroje (vyjma
TLC systémy)

Provozni naklady
0 Odborné persondlné narocnéjsi nizké

L) Nutné dprava vzorku - extrakce
O Casové ndrocnéjsi ziskéni vysledku



Tenkovrstevna chromatografie TLC

Schéma zachytu kodeinu a volnych met. [ |

v extraktu moée (U,) pH~10 Fe
v zékladnim TLC systému (Kieselgel): | &
Zéchytovy systém TLC- 3 indikdtory: | O
1) Extrahovatelnost - acidobazicita noxy
2) Pohyblivost wi¢i referenci AtKFAD &)
3) Barevné reakce se sadou Einidel |
Sekvence chromatograf. postupi: 215
O Vybér moinych kandidati nox a | e
ovérovani 23
- : o RS Rt
S ehromatogr. podminkach se 1ot w0 i
standardem

(J. Vecerkova, Karolinum

Nutna referenéni substance Il Praha 1997 a dal3f vydéni)



TLC redlny chromatogram
Extrakt moce g —

L 4 v L & ‘ /‘l\ {9
Systém J. Vecerkova e
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Adsorbent : Kiezelgel G Merck
Uobilni féze: ELCAC-BLOH-NH, 3612 38

Sacstanes: 1/ AXFAD
2/ extrokt mofe < alualického prostiedi
3/ hydralyzdi mole



TLC screening neznamych nox

Vyhody:

1) Nulové investice, provozni naklady nizké

2) Otevrreny a velmi flexibilni systém

3) Zachyt chemickych individui

Nevyhody:

1) Nepostacuje v nizkych koncentracich (krev)
2) Naroky na vétsi objem vzorku

3) Separacni Ucinnost nizsi (srov. 6C..)

4) Nutné referencni substance (metabolity a jejich
dostupnost)

5) Specializovany persondl




Plynova chromatografie se
specifickou detekci 6C-NPD

Plynova chromatografie - znacna separacni Ucinnost
0 Mensi objemy vzorki ve srov. s TLC ;

[ VétS$i naroky na &istotu extrakti : \ \
Specificka detekce NPD: ;

pro larky s dusikem &i fosforem, | -
véisina léciv a drog, alkaloidy aqj. k "

[l Potlacen signél rozpoustédia L
[l Retencni charakteristika noxy
) Nepostacuje k identifikaci neznamé noxy
) Nutné potvrzovaci kroky

FID

!




Plynovy chromatograf

s hmotnostni detekci
6C-MSD

Extrakt
vzorku
— He-=1 @_lft { Detekt

Privod 0 Registrace
s lontovy zdroj —  Analyzator iontu Detektor >
vzorku dat
\5/ Yakuovy systém
—

6C MSD
SEPARACE DESTRUKCNI DETEKCE




Hmotnostni spekira

Reprodukovatelnd fragmentace vstupujicich molekul do
iontového zdroje dle energie strukturdlnich vazeb

Databaze spekter - spektralni knihovny
Ionizace ndrazem elektronli : M + ¢ —» NM™ 4+ 2¢

M + e —» M

ABUNDANCE

m/z




Intenzita

Priklady hmotnostnich spekter
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Tandemova plynové chromatografie
s hmotnostni detekci 6C-MS
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6C-MS screening neznamé noxy
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6C-MS potvrzeni po acetylaci

fkundence

Extraktivni | poeac
acetylace
hydrolyzatu E

T T T T T T i T T T T T . T 1 v T T . I T T T r T
Mime-  11.00 1150 12.00 12,50 1300 13.50

pbundence

moce 12.40

1000000

o OH-DOB.2AC (?)

L OO 4

Porovnani puv. | =« //

formy m [ime— Enlnn ) I I I 11[511 I I I I 1"_1[! I I ) I I?'ij ) I I I 131IJII I ' i I lﬂlﬁu
acetylaci s - DOB AC

referencnim | -
standardem
200000
E J &3 e 120 139 AT 7y 183 M g T g ”|L
L M. | ST T 1Y PR N 2 T < | - T £72 pES 283 | z2z 330 354,385 384 a0 415 431 453
k=1 200 250 300 F50 Aang A0

Ul“éeni ° OH-DOB.2AC (?)

PPPPP

J SO0000
me a ' = sranan
44444

duday

&
vyzkum w

148 e ] il
187
164 o b s : \ 243
- N o O | O ﬂ =k i zr || v iF e T L P E—
By o Lo Jucl dbi sl ane |




Struktura a fragmentace
Pr. acetylderivat metabolitu DOB
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