Toxikologicke analyzy pro neznameé noxy
Cilen¢ analyzy ruzn¢ho typu
Riizne¢ screeningové metody

Ing. V€ra MaresSova, CSc

Ustav soudniho 1ékatstvi a toxikologie 1. LF UK a VFN
vmare@Ifl.cuni.cz



Toxikologické laboratorni vysetreni

v’ poskytuje dikaz ¢i vylouceni pfitomnosti jedu
v' vyzaduje znalosti o osudu latky v organizmu
v' vyzaduje vhodnou volbu biologického materidlu a
1zola¢niho postupu
MoZnosti izolace jedu:
v t€kavé latky — destilace
v 1é¢iva, drogy — extrakce
v" anorganické latky — kovy — mineralizace, ionty — iontoménice
v’ rostliny, houby — mikroskopické vySetfeni

Koncentraéni zastoupeni jedu:
v’ terapeutické
v toxické
v’ letélni




Toxikologické laboratorni vysetreni

Material

v'Krev

v Mo¢
v'Zal. obsah
V' Tkané
v'Vlasy
v'Sliny
v'Pot
v'Smolka

MozZnosti toxikologickych analyz

v Diferencidlni diagnostika
akutnich otrav
v'Odhalovani abuzu drog
v'Kontrola terapie otrav
v'Objasiiovani trestné éinnosti:

dopravni nehody pod vlivem
navykovych latek

ilegalni vyroba drog

obéti oloupeni a znasilnéni

vrazdy, sebevrazdy

Klinicky vystup

v'ARO
v'Interna
v Psychiatrie...

Forenzni vystup

v'Policie
v'Soudy




Toxikologickeé laboratorni vySetreni

Zadanka na vySetieni

v" osobni udaje pacienta

v klinicky stav a okolnosti
pripadu

v" datum a ¢as odbéru vzorku

v" druh a objem vzorku

v" doba od aplikace noxy

v’ pfedpokladana Skodlivina

v 1ékova terapie pred odbérem
veetné 1¢Cby

v’ pouzita dezinfekce

v’ adresa zadatele, telefon

VySetrovany material

v 1é¢iva, drogy: 50 - 100 ml mo¢
50 — 100 ml zaludecni vyplach
1 zkumavka krve
stfikacCky, tablety, prasky

v t€kavé latky: 1 zkumavka krve

moc

v alkohol: 1 zkumavka krve

v" oxid uhelnaty: nesrazliva krev

v glykoly: 1 zkumavka krve, mo¢

v" houby: houba, pokrm, stfevni
a zaludeCni obsah

Chemicka Cistota a inertnost odbérovych nadob.



Toxikologické laboratorni vysetreni

Testovani lecCiv a drog v biologickém materialu

krev, sérum sliny moc¢ vlasy
odbér vzorku invazivni neinvazivni neinvazivni neinvazivni
ziskané krev 10 mi 1-5ml > 50 ml 50-300 mg
mnozstvi sérum 1-2 mi
koncentrace nizka nizka Vyssi nizka
latek pievazné prevazné hlavné prevazné
parentni latky | | parentni latky metabolity parentni latky
detekéni okno | | minuty az minuty az hodiny, dny meésice
hodiny hodiny
poznamky kontaminace manipulace se | | barveni

potravou
koufenim

vzorkem
falSovani




Systematicka toxikologicka analyza STA

System logicky na sebe navazujicich analytickych postupii

3 faze toxikologické analyzy neznamych nox

1. screening = zachyt = detekce
> prukaz

2. 1dentifikace chemického individua

3. stanoveni = kvantifikace znamé latky

screening znamena vzdy suspektni zachyt, neni nikdy prikazem
C1 stanovenim



Systematicka toxikologicka analyza STA

screeningove (vyhledavaci) metody — imunochemickée
— chromatograficke
potvrzovaci identifikacni metody — chromatograficke

Pritkaz jedu — zaloZen na kombinaci metod imunochemickych,
chromatografickych a spektralnich — zdkladni pricip
toxikologie: potvrzovani vysledkii navzdajem nezavislymi
metodami

Klinicky a forenzné toxikologicky standard soucasnosti:
metody hmotnostni spektrometrie v tandemu s plynovou nebo
kapalinovou chromatografii GC-MS, LC-MS



Systematicka toxikologicka analyza STA

Toxikologické analyzy se zamérem
v STA — systematické vyhledavani neznamé noxy
v" Cilené — potvrzeni specifikované noxy

Volba analytickeé metody

Metoda Specifikace

IA EMIT, CEDIA, FPIA
TLC UV, chemicka detekce
HPLC UV, DAD, MSD

LC - MS ESI, APCI

LC — MS/MS ESI, APCI

GC FID, NPD, ECD, MSD
GC - MS El, PICI, NICI

GC- MS/MS El, PICI, NICI




Systematicka toxikologicka analyza STA

Testovani 1é¢iv a drog USLT Praha

1éCiva, drogy

1éCiva, drogy

/ N\
_..A\

\“TLC‘/

/

GC - MS

GC - ECD
GC - NPD
GC - MS

HPLC - DAD




Imunochemicke metody

Princip

Kompetice (soutéz) méreného analytu ( 1é¢ivo, droga) = antigen Ag
(hapten) se zna¢enou formou téhoz 1é¢iva ¢i drogy = antigen Ag*

0 vazebna mista na limitovaném mnozstvi specificke protilatky =
antibody Ab za vzniku biospecifické vazby ve vzniklych
iImunokomplexech AgAb a Ag*Ab.

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

Podil viazaneho znaceného leciva Ci drogy je neprimo umerny
koncentraci mereného léciva ci drogy ve vzorku.



Imunochemické metody

Znaceni antigenu (pripadné protilatky)

v enzymem EMIT

v" geneticky upravenym enzymem CEDIA
v radioizotopem RIA

v fluorescencni latkou FIA

v' chemiluminiscen¢ni latkou LIA

Heterogenni imunometody — separace molekul znaCeného
reagens vazaneho v imunokomplexu od volnych molekul

znaceneho reagens v roztoku (radiormunometody) — vysoka
citlivost

Homogenni imunometody — bez separace frakci, jsou
jednodussi, rychlejsi, 1ze je automatizovat (enzymova,
fluorescencni a chemiluminiscencni imunoanalyza)



Imunochemicke metody

Imunoprecipitacni kiivka (Ag — antigen, Ab — protilatka)

nadbytek Ab

" antigen
)-( protilitka

zbna ekvivalence

2 dbytek dbytek
:g- naAbyte /——\ na Ag‘te
'© Zbna
".5-‘_ ekvivalence
3
]
E
mnozstvi antigenu
X
H‘%""—‘ > FO—Cofor—Cofer< B
X ofocode
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nadbytek Ag

Oblast ekvivalence

Precipitacni metody
VISUAL LINE, FRONTIER

Oblast nadbytku protilatky

Nekompetitivni metody

« zakalové nefelometrie
turbidimetrie

* S markerem EIA, IRMA..

Oblast nadbytku antigenu

Kompetitivni metody

* heterogenni RIA, ELISA..

* homogenni FPIA, EMIT...



Imunochemické metody

Enzymove imunometody
EMIT enzyme multiplyed immunoassay technique
v’ znaCeni enzymem bakterialni glukozo - 6 — fosfat dehydrogenaza
G6PD
v’ nizka koncentrace stanovované latky AQ: zastava vétsi
mnozstvi volné protilatky Ab — nevyvazana protilatka inhibuje
enzym ve zna¢eném antigenu Ag” - snizuje jeho aktivitu
v’ mensimu mnozstvi analytu odpovidad vétsi mnozstvi volné
protildatky a mensi aktivita enzymu
v'vétsimu mnozstvi analytu odpovida mensi mnozstvi volné
protilatky a vetsi aktivita enzymu
v fotometrické méfeni enzymové aktivity
G6P + NAD == 6PGL + NADH (340 nm)

substrat



Imunochemické metody

Antigeny Ag— makromolekuly (polymery: proteiny, polypeptidy...)

v’ navozuji specifickou imunitni opovéd”

v specificky reaguji s protilatkami

v" hapten — nizkomolekularni latka (1é¢iva, drogy) navazana na
vysokomolekularni nosic

Protilatky Ab — bilkoviny (glykoproteiny) té€lnich tekutin

v" vykazuji specifickou vazebnou schopnost vii¢i antigenu, na jehoz
podnét se vytvorily

Typy protilatek Ab:

v’ cilené pfipraveny proti determinantni skuping, ktera je specificka

jen pro jedno chemicke individuum napf.

fenobarbital

v’ cilené pripraveny proti chemické struktuie, ktera je spole¢na pro

vice strukturné chemicky pribuznych latek napt. barbituraty



Imunochemické metody

STANOVENI THEOPHYLLINU EMIT

Al
ABSORBANCE ,
PRO KALIBRACN{ ETOXICK SOBEAS Ty
ROZMEZI N ,
: TERAPEUTICKE ROZMEZ{
_'r > KALIBRACNIi ROZSAH
2 10 20 40 110

C kg/mi_



Imunochemické metody

SCREENINGOVE MERENI OPIATY

A
NASTAVENI HRANICE
MEZI POZITIVNIMI A
NEGATIVNIMI VZORKY
CUT OFF VALUE
CUT OFF
ABSORBANCE OBLAST POZITIVATY
PRO KALIBRACNI | |..... : .
ROZMEZI :  KALIBRACNI ROZSAH
03 1,0

c puaL



Imunochemicke metody

Interpretace nalezii u screeningové metody EMIT pro opiaty

v’ kalibrace metody na jednu ze skupiny strukturné podobnych
latek — morfin pro opiaty

v’ nastaveni hrani¢ni meze selekce — cut off — tj. hranice
pozitivity testu doporuc¢ené vyrobcem na 0.3 pg/ml morfinu

v’ pro smés strukturné ptibuznych latek v moc¢i vysledek
zachytu neodpovida kvantité morfinu (napf. heroin a
metabolity)

v' zachyt opiat v moc¢i odpovida naleztim pro morfin > 0.3
ug/ml, kodein 1.0 ug/ml, hydrokodon 1.0 ug/ml, hydromorfon
1.0 ug/ml, levorfanol 3.0 ug/ml, oxykodon 50 ug/ml atd.



Imunochemické metody

Aplikace imunochemickych metod:
v terapeutické monitorovani hladin léciv — TDM
dovoluji rychly klinicky zasah
v diferencialni diagnostika akutnich intoxikaci
paracetamol — hepatotoxicita s dlouhou latenci, poskozeni
1ze odhadnout v prvnich 12 hod po davce
digoxin — kardiotoxicita
theofylin — astmatické onemocnéni
carbamazepin, fenobarbital aj.— nahodné ¢i timyslné poziti
v diferenciadlni diagnostika pro skupinovy zdachyt léciv a drog
pri akutnich intoxikacich a toxikomanii
tricyklicka antidepresiva, barbituraty, benzodiazepiny
kanabinoidy, budivé aminy, opiaty, kokain



Imunochemicke metody

Interpretace vysledku imunochemickych metod

Kvantitativni metody

v’ spravnost a presnost kalibrace

v’ oblast linearity zavisi na poméru Ag/Ab

Screeningové metody — pristrojove (EMIT)

v’ variabilita v selektivité metod

v’ zachyt drog a jejich metabolitd v zavislosti na kiizové reaktivité
ve specifikovane skupiné

v interferujici absorbujici latky — kyselina mlé¢na, biogenni
aminy (FP)

v ru$ivé latky — glutaraldehyd, bélidla (FN)

v’ nastaveni cut off hodnoty

v’ ¢im vySe je hodnota cut off, tim méné FP ale vice FN

v’ ¢im nize je hodnota cut off, tim vice FP ale méné FN



Imunochemicke metody

Interpretace vysledku screenigovych imunochemickych

metod

v'cileny imunochemicky screening nemusi zjistit v§echny
vyznamne¢ noxy ve vysSetfovaném pripadé (FN)

v'velké mnozstvi ¢asto zneuzivanych nox lezi mimo oblast
béZnych imunochemickych screeningovych vysetieni (FN)

v'strukturné chemicky odli$né noxy a jejich metabolity ve
vysokych koncentracich mohou pfi screenigovych
vySetrenich reagovat (FP)

v'screeningové metody mohou slouzit pro zaméfeni na dalsi
analyticke postupy — vstupni nahled na soubor nox

v'uvazeni moznosti imunochemickych metod a spravna

interpretace vysledku slouzi k rychlému feSeni akutnich
intoxikaci



Imunochemicke metody

Screeningove metody — jednoduche precipitaCni testy
terénni kazetove testy pracujici v oblasti ekvivalence

O L O L L

S T C S T C

Negativni vysledek Pozitivni vysledek

Za nepritomnosti nebo nedostatku drogy ve vzorku moce
vytvori protilatka imunokomplex (precipitat) se znacenou
drogou vazanou v mist¢ testu T. (S — vzorek, C — kontrola)



Imunochemicke metody

Imunochemické metody analyzy 1éCiv a drog
v biologickych tekutinach

v’ nevyzaduji izolaci a zakoncentrovani noxy
v’ vysoka citlivost

v" vysoka rychlost

v’ jednoduchost, nenaro¢nost na kvalifikaci

v" vhodné pro automatizaci

v" vhodné pro sériova vySetfeni

Imunochemické screeningové metody jsou pouze orientacni,

vyzaduji potvrzeni a upresnéni vice specifickou nezavislou
metodou.



GC —MS metody

v’ plynova chromatografie — separani metoda,
hmotnostni spektrometrie — identifikacni metoda

v’ reprodukovatelné retenéni parametry, mezilaboratorni
pienos retenCnich dat, databaze reten¢nich indexu

v velka separa¢ni u¢innost GC kapilar

v’ polarni a termolabilni latky — derivatizace

v diskriminace transportu velkych molekul z injektoru
do mista detekce

v velka specifita hmotnostnich spekter

v hmotnostni spektra latek jsou standardem pro
identifikaci neznamych latek v toxikologii



GC —MS metody
Zamery:
»chemicka identifikace Sirokého spektra neznamych latek
»potvrzovaci analyzy uzsi skupiny latek
»kvantifikace — stanoveni znamé latky

GC — MS vySetreni biologického materialu

* neznama léCiva, drogy 2 ml mo¢
priprava dvou extraktu: kyseliny, baze 2 ml krev/serum
e cilen€ mortin, kokain — baze 4 ml mo¢
priprava silylované¢ho extraktu 1 ml krev/ serum
e cilené kanabinoidy 3 ml moc¢
priprava silylovaného extraktu hydrolyzatu 1 ml krev/serum
e cilen€ budive aminy 2 ml mo¢

extraktivni acetylace 1 ml krev/serum



Screeningove metody GC -MS
,,psanicko* s heroinem
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Cilen¢ analyzy GC — MS
potvrzeni pervitinu

GC-MS Total lon Chromatogram — analyza 2 ml mo¢ acetylace
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Cilen¢ analyzy GC — MS
potvrzeni heroinu a Brownu

GC-MS Total lon Chromatogram — analyza 4 ml mo¢ silylace
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Cilen¢ analyzy GC — MS
potvrzeni kokainu

GC-MS Total lon Chromatogram — analyza 5 ml mo¢ silylace
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Cilen¢ analyzy GC — MS
potvrzeni heroinu
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Cilen¢ analyzy GC — MS
potvrzeni kanabinoidu

GC-MS Total lon Chromatogram — analyza 3 ml mo¢ silylace
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Screeningove metody TLC

Chromatografie na tenke vrstvé TLC

Princip

v’ vyuziva princip pohyblivosti v reakénim systému:
déleni smé€s1 nox mezi stacionarni a mobilni fazi
vyuziva adsorpCni a rozdélovaci chromatografii

v’ vyuziva princip extrakéniho chovani nox — déleni na
latky bazické, kyselé a neutralni

v vyuzivd UV a barevné detekce Cinidel

v" jednoducha na provedni, rychla

v’ vhodna pro intoxikace, zachyt vysSich koncentraci nox

v finan¢né nendro¢na



Screeningove metody TLC

Zpusob provedeni:

Staciondrni faze — silikagel (kyselina kfemicita), oxid
hlinity, komercni pripravky: silufol, kieselgel G
Mobilni faze — smés organickych rozpoustédel

Re faktor — podil vzdélenosti skvrny latky od startu
a vzdalenosti ¢ela rozpoustédla

Re faktor ovliviiyje:

v" chemicka struktura latky

v’ slozeni mobilni faze

v pH

v’ teplota, vihkost

v' material nosi¢e



Screeningove metody TLC

Standardni frakéni extrakce 1é¢iv metodou kapalina — kapalina
e 50 ml moc¢, Zalude¢ni obsah, pH = 3.0, vytfepat se 100 ml
diethyléteru, organickou fazi odparit — ziska se extrakt
obsahujici neutralni a kyselé analyty — EK
* vodna faze, pH = 10.0,vytiepat se 100 ml diethyléteru, organickou
 fazi pred odparenim zakapnout fedénou HCI — ziska se extrakt
obsahujici bazické (alkalické) analyty — EA
20 ml vytrepané moce — hydrolyticke St€peni konjugati
varem s mineralni kyselinou (HCI, H;PO,)
varem s alkalii
enzymy (Setrne, ale drahe)
* hydrolyzat se neutralizuje pH = 7.0, vyttepat se 100 ml
diethyléteru, organickou fazi odparit — ziska se extrakt obsahujici
konjugovane¢ metabolity - EH



Screeningove metody TLC
Intoxikace kokainem a extazi

TLC chromatogram — analyza 50 ml moc

dil chromatogramu dil chromatogramu
detekovany S—— detekovany
Dragendorfovym ¢inidlem — Marquisovym ¢inidlem

( smes KI a Bi(NO,)3) (H,SO, + formaldehyd)

" kokain - nalez
™~ kokain - standard

smés standarnich slou¢enin

pro urCeni polohy neznamé latky

(atropin, kodein, fenmetrazin,
aminofenazon, diazepam)

> /]

extaze - nalez

v/

Mobilni faze: \

EtOAc-EtOH-NH, (36:2:2) extaze - standard



Screeningove metody GC-MS
intoxikace kokainem a extazi

Total lon Chromatogram — analyza 2 ml moc¢ silylace
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