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Problematika klinicke toxikologie

 Diferencialni diagnostika bezvedomi
neznameé etiologie

Konfirmace diagnozy

Monitoring vyvoje intoxikace

Odhaleni abusu

Zjisteni naduzivani preskribovaného IC



Toxikologicke rozdeleni nox-
skupiny
chemikalie v zemedélstvi ( herbicidy)
|éCivé pripravky ( zejména HVLP vC drog )
potravinarska aditiva ( konzervancia )

prumysloveé substance ( rozpoustédia,
mazadla, meziprodukty chem. vyrob aj.)
prirodni jedy rostlinného i zivoCiSného
puvodu ( fytotoxiny, mykotoxiny,
anorganicke latky-mineraly)

spalné produkty ( pohonnych hmot napr.)

Kvalitativni analyza

systematickeé hledani neznamé noxy

rozliSeni mezi skutec¢nou ¢i zdanlivou
intoxikaci

neznama anamnéza

nejasny klinicky obraz stavu

toxickeé projevy indikujici celou skupinu (
betablokatory, diuretika, laxativa)
kombinované otravy ( alkohol + |éCiva )



Kvantitativni analyza

strategie detoxikace a léCby otravy ( antidota,
napr. paracetamol v. acetylcystein)

monitoring uspéesnosti detoxikace

stanoveni prognozy otravy (paraquat)

rozliSeni mezi toxickou a terapeutickou davkou
kombinovana otrava ( pf. ethanol + methanol)
toxikokinetické kalkulace

toxikologicky monitoring (expozice tézkymi kovy)

MOC-oblibena téIni tekutina
analytickeho toxikologa
prolongace vyskytu noxy a jejich
metabolitu oproti krvi

poméry metabolitu Il.biotransformacni faze
kK volnym formam

kvantita v mocCi v komparaci ke
kvantitativni analyze v Krvi



Odbér vzorku a jeho vliv
na bioanalyzu xenobiotik

 Krev, resp. serum (plazma) vypovida o
aktualnim stavu vySetrovaného, klinicky
vyznam, analyticky problematické s ohledem na
LOD, LOQ

* Moc: obsahuje puvodni latky a jejich metabolity
nékolik dni az tydnt po jednorazovém poziti
drogy, klinicky i forenzni vyznam, analyticky
dobre reSitelny problém

« Zaludeéni obsah: prognéza otravy

e Sliny: pro nelaboratorni slozky, diskutabilni

e Pot: aktualni stav

e Vlasy: obsahuji puvodni latky a jejich
metabolity az 3 mésice po jednorazovém abusu

MOC-neoblibena matrice
analytickeho toxikologa

* biochemickeé slozeni moCi ma nekolik
negativnich dopadu na analyticky vysledek

* interference rady latek na urovni —
detekcCni, separacni, hrozi devastace
urcitych casti instrumentu pri nedodrzeni
spravne laboratorni praxe pfri pfiprave
analytickeho vzorku



ODBERY MOCE

alterace primarniho vzorku ze strany
testované osoby

velikost objemu dle analyticke techniky
jednorazova mocC
opakované odbery pri odhalovani abusu

Zbarveni moce

« ¢erveny/ruzovy odstin:
ampicilin,anilin,boruvky,ibuprofen,Pb,Hg,fe
nytoin,chinin,rifampicin

« oranzovy: warfarin,rifampicin,paprika

* hneéedy: nitrofurantoin



INSTRUMENTALNI IMUNOCHEMICKE
METODY V ANALYTICKE
TOXIKOLOGII

RIA

ENZYME MULTIPLIED IMMUNOASSAY
TECHNIQUE (EMIT)

FLUORESCENCE POLARIZATION
IMMUNOASSAY (FPIA)

KINETIC INTERACTION OF MICROPARTICLES
IN SOLUTION (KIMS)

CLONED ENZYME DONOR IMMUNOASSAY
(CEDIA)

ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY
(ELISA)




RYCHLA IA - on site devices

e pro extralaboratorni terén

e policie

e rizikova pracoviste

e Skoly

e nutnost konfirmace v laboratori
e v laboratofi NEJSOU NA MISTE



Trendy

Pro extralaboratorni terén
kapesni reflektometry
e RapiScan - Cozart
e ORALSCREEN hand-held Analyzer - Avitar
e ENVITEC ( pot)
e UltiMed

pro laboratore

EIA, ELISA mikrotitracni desticky,
mikrocCipy

IMUNOANALYZA — TROCHA
HISTORIE

 EMIT, vyuziti pro detekci THC poprvée
publikovana NIDA ( Maryland, USA, Ed.
R.E.Villette) v roce 1976

« K. E. Rubenstein et al. , Homogeneous
enzyme immunoassay. A new
immunochemical technique, Biochem.
Biophys. Res. Comm. 1972, 47, 846—
851.(PubMed) prvni publikace




FPIA

 W. B. Dandliker et al. , Fluorescence
polarisation immunoassay. Theory and
experimental method, Immunochemistry,
1973, 10, 219-227.

VYHODY IMUNOANALYZY

« RYCHLOST pfima analyza v primarnim vzorku
bez potreby jeho slozitejSi predchozi upravy
« MOZNOST PLNE AUTOMATIZACE

neni treba analytickeho toxikologa k vlastnimu
meéreni = moznost implementace metodik do
celkového spektra napf. biochemickych metod

« PRIBLIZENI EXTRALABORATORNIMU
TERENU

« VYSOKA CITLIVOST



NEVYHODY IMUNOANALYZY

« OMEZENY ANALYTICKY ZABER-DNES
POTREBA IDENTIFIKOVAT MINIM.300
PARENTNICH NOX + METABOLITY,
CELKEM 900

 NIZS| SPECIFITA

« INTERFERENCE XENOGENNICH LATEK
STRUKTURNE PRIBUZNYCH ( NEKDY
VYHODA)

Malo uvadéné nevyhody
imunochemickych metod v
toxikologické analyze

e financni narocnost

e Nelinearni nebo semilog kalibrace



PROFIL TOXI IAI.

BARBITURATY
BENZODIAZEPINY
TCA

SALICYLATY
PARACETAMOL
OPIATY

6-MAM
BUPRENORFIN
LSD

PROFIL TOXI A I

AMFETAMINY
MDMA

THC

Met KOKAINU
METHADON

+ TDM PROFIL ( DIGOXIN, AMIKACIN,
VANKOMYCIN, CyA, Tacro, Siro, Evero?, MTX,
AEP : VALPROAT, FENOBARBITAL,
KARBAMAZEPIN, FENYTOIN



HETEROGENNI IA

Antibody (Y) coated microplate
well. Coated with antibodies to
a particular antigen {drug).

A B
e e Addition of sample containing
@ @ high (A) or low (B) °
concentration of drug.
YYYYY YYYYY

GO O Addition of a fixed amount O
@

o of enzyme-labelled drug to o
o o each well. Labelled drug e

O and drug in the sample O aO
o compete for binding to o

Y Y Y Y Y antibody during Incubation. Y Y Y Y Y

Following the wash step to
ramove unbound
material, a sample with

F ) more drug results in less
o labelled drug bound to Q O O

DY 9.( Y YD \rcl salid-phase anlibady. YY'VYYYy

Addition of substrate and chromagen
produces colour in proportion fo the amount of
enzyme present and in inverse proportion to the
drug concentration in the sample.

Low absorbance = high High abscrbance = low
drug concentration drug concentration

Enzyme
(GBPDH)

\ Substrate

In the absence of antibody
Hapten the enzyme activity is
unhindared. This is the
situation if antibody is bound
10 a drug in the sample.

Enzyme
(GEPDH)
Substrate

Binding of antibody to the

Hapten enzyme-conjugated
hapten resiricls accass of
substrata and co-enzyme

to the enzyme, and

_F)/ thereby reduces the

enzyme activity and

reduces the rate of

Antibody absorbance change.



ZKRIZENA REAKCE-VYHODA |
OMEZENI

100 pg/L apparent morphine

— i
1000 pg/L added codeine x 100 =10%
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KALIBRACE I|A

60

Bound drug (%)

20

IA-DOBRY NASTROJ PRO RYCHLOU
ORIENTACI V MONITORINGU ELIMINACE
URCITE NOXY
 |A v toxikologii maximalne semikvantita dle

% cross react

- AVSAK Ize pouZit v monitorovani
detoxikace, profil poméru krev/imoc&

« PY.: otrava diazepamem muze byt bez
problému pomoci S-Benzo sledovana



IMUNOANALYZA- specificky
pristup k feSeni problému

lllllllllll y
probles

IMUNOANALYZA-SOUHRN

e méla, ma a bude mit své
nezastupitelné misto v toxikologicke
bioanalyze

e v laboratori jako soucast integralniho
detekcniho systému STA

e v extralaboratornim terénu jako
rychlé imunoprecipitacni orientacni
testy s nutnosti laboratorni
konfirmace



ROZDELENI METODIK DLE
ANALYTICKEHO CILE

« SPECIALNI « PLNE AUTOMATY
« TLC « EMIT
« HPLC « FPIA
« GC-FID « CEDIA
« GC-MS « ELISA
« LC-MS « HPLC TOX.I.S. (dfive
REMED:i)
« LC-MS Cliquid ( MS
nadstavba TOX.I.S.)
> et
1
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S
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EVOLUCE TLC V ANALYTICE

1930
Drop
chromatograph
1940 grapny
Immobilized
layers (binders) qo50
Standardized
1960 sorbents
Scanning ——— Precoated
densitometry layers

Flame ionization 1970
detection
Electroosmotic
flow

HPTLC layers
chemically bonded
preadsorption zone

1980
Video densitometry ——— Automated multiple
Mass spectrometry development
interfaces
1890
Drift interface
laser Raman
2000 techniques
OH
HiC —
C=CH
CHO =
HyC OH
C=CH
HO
-H’J QO
HaC.. OH " HaC s

. C=CH




Prominence TOX.I.S.
HPLC/PDA for identification of drugs in
human urine-stav na UKBD FN HK

« Vyvoj vhodné akvizice: kombinace
toxikologicky zavaznych aktualné se
vyskytujicich IéCiv: alprazolam, zolpidem,
karbamazepin, levomepromazin, trazodon
aj.

* llegalni navykoveé latky: v pfipade uspechu
postaveni vyse uvedené akvizice, budou o
sluzbé detekovany pouze imunochemicky
a identifikace statim vySe uvedenych IC

RECIPE®

Drogen im Urin - On-line
Analytik mit TOX.1.S.™
nahrada REMEDi DPS a UBZ

Dieser ClinRep® Reagenzienkit ist fiir
die Anwendung auf dem TOX.[.S.™
System von Shimadzu konzipiert,
einem HPLC-System, welches fur das
Drogen-Screening



TOXI.S.




GC-MS

GC-MS V ANALYTICKE
TOXIKOLOGII

STALE ZLATY STANDARD
EXTRAKCE

PRIPADNA DERIVATIZACE
SCREENING
IDENTIFIKACE
KONFIRMACE



GC-MS spektrum psilocinu

LC-MS-MS

Fragment M, in collision cell
M

miz | Select M,
Y

MS 1 MS 2



IONIZACE ZA ATMOSFERICKEHO
TLAKU

nejCasteji pouzivané rozhrani pro spojeni

LC(HPLC)-MS konfigurace

kombinace thermalni a pneumaticke
desolvatace

limitace pratoku mobilni faze nL/min-
mL/min

ESI
APCI



ESI-ElectroSpray lonization

* Princip: analyzovany vzorek je
rozprasovan do oblasti s vysokym
potencialovym spadem ( rozdilem).
Potencial tvori sestava dvou elektrod:
tryska ESI + vstupni elda MS optiky

* VVyhody: vyborna pro polarni, iontové nebo
basické slouceniny — vSechny, které nesou
vyrazny naboj, excelentni pro biopolymery

APCI-Atmospheric Pressure
Chemical lonization
 Princip: lonizace v plynné fazi v oblasti
vysokeho pole koronoveho vyboje
* VVyhody: vyborna pro méne polarni analyty
* Nevyhoda: nelze analyzovat nad 2000 Da




Trazodon

2-[3-[4-(3-Chlorophenyl)-1—piperazinyl]propyl]-1,2,4—triazolo[4,3-a]-
pyridin—3(2H)-on

KOLONA: ASCENTIS-RP-AMIDE, SUPELCO, 50 x 4.6. mm,3
pum

111111
SN: 20351

Cl
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MATRICE (MATRIX)
MOCI

e voda

e endogenni interferenty
nizkomolekularni

e endogenni interferenty
vysokomolekularni

e exogenni interferujici latky (
konkurence mezi analyty na
urovni ZI), soli — suprese iontt

e castice sedimentu



HYDROLYZA KONJUGOVANYCH
METABOLITU

Zisk volnych forem z diivodi: <=

© zisk zplynitelnych forem pro GC

¢ nedostupnost kalibrantt
konjugatl

¢ nizké koncentrace ( dle IA
screeningu)

Chemicka ( kysela n. bazicka )

Enzymaticka - vhodnéjsi (
degradace 6-MAM po kyselé
hydrolyze )

2

REDENI V PRIPADE LC-MS
Moznost primého nastriku
za predpokladu, ze:

e Ocekavana koncentrace
analytu > LOD

e Vodou n. MF

e nebezpeci kontaminace
vnitrni optiky



S mm

I?’hotograph of a meniscus of polyvinyl alcohol in aqueous solution
showing a fibre drawn from a Taylor cone by the process of
electrospinning

APCI perspektivni ZI s ohledem na vzorky moci



Porovnani doby pripravy anal.vz.

2,

UKBD

ve screeningu GC/ITD v. LC/LIT

KROK GC/ZITD LC/ZLIT
centrifugace |5 5

LL extrakce 10 10
supernatant |1 1
Odparovani pod |5 5

N,

derivatizace |30 0
rekonstituce |1 1
finalni filtrace |0 5
celkova doba |52 27

Priklad 2/vzorek 2_1302

MSZ2 klonazepam v plném skenu/+APCI

UKBD
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Pozitivni forensni pripady zachytu drog a lécCiv v
dopravé 2008

jinalé

N

benzo

morfinany

kannabis




