VySetiovaci metody v toxikologii

B. Sokolova



Diagnostika otravy

Otrava je chorobny stay, ktery je vyvolan vstupem jedu do organismu, jeho
vstfebanim a zdsahem do metabolickych déjl, coz se projevi zménami
funkénimi nebo morfologickymi, a ktery jakoZto celkové onemocnéni mize
koncCit i smrti organismu. Jde tedy o interakci jedu a organismu. Na strané
jedu je nejdulezitéjsSim faktorem davka

e nutnost Uzké spoluprace lékare a toxikologa
- vék, pohlavi
- anamnéza — onemocnéni, uzivané léky, misto nalezu (zbytky jidel, napoj,
obaly), susp. doba poziti, susp. noxa, konicky, zaméstnani
- klinické priznaky, pozorovani laiku
- vysledky biochemickych vysetreni, zdravotnicka dokumentace (u zemrelych
pitevni nalez), |Iéky podané pred odbérem



e klasifikace otrav z klinického hlediska
- podle ¢asového pribéhu otravy: perakutni, akutni, subakutni, subchronické a chronické
- podle priznaku
e bolesti bricha, zvraceni, prdjem: slouceniny arzénu, rtuti, houby
e krecCe: strychnin, CN-, CO, imipramin
e kdma: alkoholy, alkaloidy, barbituraty, imipramin
e delirium: marihuana, kokain
e mydriaza: alkaloidy (atropin), imipramin
e midza: morfin, barbituraty, chlorpromazin, organofosfaty
e klasifikace otrav z hlediska soudnélékarského
- otravy umyslné
e vlastni rukou — sebevrazdy
e cizi rukou — vrazdy
- otravy nahodné a z nedbalosti
e pramyslové — pramysl, zemédélstvi
e ekonomické (nepozornost, nedbalost, zaména) — ,,jedy z domacnosti“ (Cistice skvrn, praci
prostredky, dezinfekcni prostredky); ,,hobby“ (1,2-etandiol, pesticidy)
e medikamentézni: pochybeni zdravotnich pracovnik(, preddvkovani, toxikomanie, zamény
- otravy zvlastni
e potravinami (houby)
e abortivy (odvar z tisu, chinin)
e afrodiziaka



Odbér biologického materialu (BM) pro ucely toxikolog. analyzy

1) Odbér BM u zemrelych osob
e  moc (veskerd, ktera je v mocovém méchyri, optimum 50-100 ml)
e krev (z dolnich koncetin, v posledni dobé i ze srdce, popf. z jater — 8 ml, mozné
rozdily v koncentraci nékterych medikament)
e  Zaludecni obsah (veskery obsah — optimum 50 — 100 ml)
e stfevni obsah (z tenkého stfeva s obsahem 1 m a tlustého stfeva s obsahem 0,5 m)
e orgdny (polovina jater, jedna cela ledvina, ¢ast mozku a plic)

2) Odbér BM u Zivych osob
e moc (50 ml)
e Zaludecéni obsah (min. 50 ml)
e krev (min. 8 ml)
e sliny

3) Obecna pravidla pri odbéru BM

Pitevni material (organy, ZO, SO) do $irokohrdlych nddob — samostatné, nepouZivat zadné
konzervacni latky, dbat na spravné oznaceni odebraného BM, dlsledné vyplnéni
zadanky k toxikologickému vysetfeni — anamnestické udaje, uvést dobu a zpUsob
odbéru vzorku, zabezpecit prepravovany material proti rozbiti, resp. proti jinému
znehodnoceni, material po odbéru bezprostfedné zaslat k toxikologickému vysetreni.



Uchovani biologického materidlu (BM) pro ucely toxikolog. analyzy

e lednice 4°C (pro nékteré TVL nutnost —20°C)
* tma

Zvlastni vyznam p¥i intoxikaci navykovymi latkami
e pravost vzorku (méreni pH, teplota)
e vylouceni mozné kontaminace (saponaty, dezinfekéni prostredky)
* moznost redéni vzorku
e doneseni si pripraveného vzorku

Dlsledkem je znehodnoceni analyzy!!!



Vlastni toxikologicka analyza BM

- kazdy pripad vyzaduje individualni pristup
- komplikujici skutecnosti: nizka koncentrace noxy, nepritomnost puvodni
formy latky (nutna znalost metabolismu), balastni latky, autolyza (hnilobny
rozklad)

® Zivy, mrtvy

e zdravotnictvi, policie

* neznama latka, cilené vysetreni

e kvalita, kvantita

Zakladni schéma toxikologického vysetreni

e priprava vzorku (deproteinace, izolace — LLE, SPE, specialni postupy)

e prukaz (TLC, GC, LC-MS, Imunochemické metody)

e identifikace (TLC, GC-MS, FID, ECD, NPD, LC-MS, PDA, UV-VIS spektrofotometr)
e stanoveni (GC, HPLC, UV-VIS spektrofotometr)

e interpretace vysledkd



Priikaz nezndamé latky — screening NL

Imunochemické vysetreni moce na pfitomnost NL — v sou¢asné dobé je na trhu celd

fada imunochemickych testl, které jsou pro screeningové vysetreni moce na OPL velice
vyhodné z hlediska

e Rychlosti

e Snadné technické obsluhy

e Materialova nenarocnost

e Zachyt i velmi nizkych koncentraci — citlivost

e Skupinovy zachyt urcité skupiny NL

e vysledky imunochemickych metod pro diskutované latky jsou pouze orientacni

e kazdy pozitivni vysledek je nutné potvrdit jinou nezavislou metodou

e vhodné je screeningové vysetreni analyzovaného materialu na prfitomnost
dalSich TVL



Imunochemické metody
Princip

Kompetice (soutéz) méreného analytu ( |é¢ivo, droga) = antigen Ag (hapten) se
znacenou formou téhoz léciva Ci drogy = antigen Ag*

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

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

Podil vazaného znaceného léciva Ci drogy je nepfimo umérny
koncentraci méreného léciva Ci drogy ve vzorku.

Znaceni antigenu (pfipadné protilatky)

v'enzymem EMIT

v'geneticky upravenym enzymem CEDIA
v'radioizotopem RIA

v fluorescenéni latkou FIA

v’ chemiluminiscenéni latkou LIA



Enzymové imunometody EMIT: enzyme multiplyed
immunoassay technique

* znaceni enzymem bakterialni glukozo - 6 — fosfat
dehydrogenaza G6PD

» fotometrické méreni enzymové aktivity G6P + NAD 6PGL +
NADH (340 nm) substrat
G6PD

Kineticka interakce mikrocastic v roztoku (KIMS) mérena zménou
intenzity prochazejiciho svétla.

V pripadé absence drogy ve vzorku se volny konjugat drogy vaze na
protilatku, vazanou na mikrocastici, a vytvari agregaty. S probihajici
agregaci v pripadé absence |éciva ve vzorku absorbance roste.

Jestlize vzorek modi obsahuje pfislusnou drogu, probiha kompetice drogy
s konjugatem derivatu drogy o protilatku vdzanou na mikrocastice.
Protilatka vazana na Iécivo ve vzorku neni jiz dostupna pro podporu
agregace Castic a nasledny vznik struktury ¢astic je inhibovan. Pfitomnost
|éCiva ve vzorku Umérné snizuje narust absorbance vici koncentraci [éCiva
ve vzorku. Obsah léciva ve vzorku se méri pomérem ke znamé hodnoté
cut-off koncentrace léciva.




Typy protilatek Ab:

* cilené pripraveny proti determinantni
skupiné, ktera je specificka jen pro jedno
chemické individuum napr. 6-
monoacetylmorfin

* cilené pripraveny proti chemické strukture,
ktera je spolecna pro vice strukturné chemicky
pribuznych latek napf. opiaty



TEST Citlivost | Cutoff | GC-MS | NIDA Testovand latka | Detekova-
ng/ml ng/ml | Cutoff | Cut off telnost
Amfetaminy 100 300 100 1000 D-Amfetamin 3-5 dni
BZD 40 200 150 100 Nordiazepam 1-7 dni
Cannabionidy 13 25 15 50 THC-COOH 14-30 dni
Cocain 30 300 150 300 Benzoylecgonin | 2-3 dny
Opiaty 25 200 300 300/200 | Morfin 3 dny
0
TEST FaleSna negativita FaleSna pozitivita
Amfetaminy Efedrin Diclofenac, Ibuprofen
Benzodiazepiny | Flunitrazepam Codein, MDMA,
Bromazepam Karbamazepin
Cannabinoidy Cannabidiol Midazolam, Procain,
Cannabinol PenicilinG, Lorazepam
Cocain Cocain, Ecgonin, Diclofenac, Diazepam,
Ecgonin-methylester Clonazepam
Opiaty Norcodein, Normorfin, | Diclofenac, Histamin,
Oxycodon, Oxymorfon | Lorazepam, Midazoloam




Aplikace imunochemickych metod:
* terapeutické monitorovani hladin |éCiv — TDM : dovoluji rychly klinicky zasah
« diferencialni diagnostika akutnich intoxikaci

v'paracetamol — hepatotoxicita s dlouhou latenci, poskozeni Ize odhadnout v prvnich
12 hod po davce

v'digoxin — kardiotoxicita

v'theofylin — astmatické onemocnéni

v'carbamazepin, fenobarbital aj.— ndhodné ¢i umysiné poziti

* diferencialni diagnostika pro skupinovy zdchyt léCiv a drog pfi akutnich intoxikacich a
toxikomanii

+» tricyklickd antidepresiva
+* barbituraty

+* benzodiazepiny

+* kanabinoidy

+* budivé aminy

s opiaty

s kokain
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Screeningové metody TLC
ZpUsob provedeni:

Stacionarni faze — silikagel (kyselina kfemicita), oxid hlinity, komercni pfipravky: silufol,
kieselgel G

Mobilni faze — smés organickych rozpoustédel

RF faktor — podil vzdalenosti skvrny latky od startu a vzdalenosti Cela rozpoustédla RF
faktor ovliviiuje:

e chemicka struktura latky
* slozeni mobilni faze

* pH

* teplota, vlhkost

* material nosice
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UV-VIS spektrometr




Plynova, kapalinova chromatografie

separacni metoda, pfri které se oddéluji (separuji) slozky obsazené ve vzorku

vzorek se vnasi mezi dvé vzajemné nemisitelné faze
» stacionarni faze je nepohybliva (ukotvena na sténdach kolony)
* mobilni faze je pohybliva (plyn, kapalina)

pohybem mobilni faze pres stacionarni fazi je vzorek unasen. Slozky vzorku jsou na
zakladé svych chemickych vlastnosti zachytavany na stacionarni fazi, a proto se pfi
pohybu zdriuji. Cim silngji jsou slozky vzorku ke staciondarni fazi poutany, tim pozdégji se
eluuji z kolony.

moznost derivatizace vzorku



> Plynova chromatografie

» vzorek, ktery se ihned po nastfiku méni na plyn, se davkuje do proudu plynu
(mobilni faze) ktery jej undsi na kolonu, kde se separuji jednotlivé slozky vzorku.
Slozky opoustéjici kolonu indikuje detektor

* pro separaci latek, které maji dostatecny tlak syté pary (jsou tékavé), ale tepelné
stalé, M, < 1000 (plyny, nedisociované kapaliny, pevné organické molekuly,
organokovové latky)

* déleni probiha na zakladé rozdili v tékavosti a strukture

vzorek wystup plynu do atmosfery
i 4 signal detektoru
\ \ N vyhodnocovaci
N\ detektor  ZaT1Zeni

davkovacd kolona

termostat

zdroj nosného plynu

Schéma plynového chromatografu



Faze GC analyzy

Nastiik
- Zavedeni zplynéného vzorku do systému
- Split / splitless, on column, ...

- Koncentracni rozmezi cilovych analytd, fyz.-chem. vlastnosti, matrice vzorku

Split nastrik

- Nastfik s délenim toku

- Mensi ¢ast vzorku je pfenesena na kolonu, vétsi ¢ast vzorku je odfouknuta
- Split pomér nerovna se pomeér rozdéleni vzorku

- Vhodné pro: Spinavé vzorky, vysoké koncentrace, kolony s malym i.d.

Splitless nastrik soan 22
- Veskery nastfiknuty vzorek je pfenesen na kolonu — J @_S,J_
- Vhodné pro: stopové hladiny analytd, Cisté vzorky = _—

Gladd woid

! M M Coaling device
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Separace

Kapilarni kolony

- délka: 5-150 m

- vnitfni pramér: 0,1 — 0,75 mm

- material: kfemenna kapilary potazena polyimidem
- tloustka stac. faze: 0,1 — 7 um

Polyimide coating

Fused silica

Naplriové kolony

- délka: 0,6 - 10 m

- vnitini pramér: 2 -5 mm

- materidl: sklo, ocel, med, nikl
- stac. faze: Chromosorb, Carbopack, Tenax,...

Léky, NL: 5ms, (5%-fenyl)methylpolysiloxan
Tékave latky: WAX, polyethylen glykol

>
>

Stainkoss UtaMetal Glass
Swal



Detektory

Konvenéni detektory

- Plamenové-ioniza¢ni detektor (FID) — slougeniny, které je mozné spalit nebo zionizovat

- Tepelné-vodivostni detektor (TCD) — slougeniny, které jsou tepelné vodivé, jina vodivost nez
nosny plyn

- Plamenové-fotometricky detektor (FPD) — slougeniny obsahuijici siru nebo fosfor

- Detektor elektronového zachytu (ECD) — elektronegativni slougeniny

- Dusiko-fosforovy detektor (NPD) — slougeniny obsahujici dusik a fosfor

- Dalsi (XSD, PID, PFPD, AED, ELCD)

Hmotnostni spektrometry
- Kvadrupdl (Q/ QQQ)
- lontova past (IT)

- Pruletovy (TOF)

- Sektor (S)
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> Kapalinova chromatografie

* mobilni faze je kapalina
* je mozno pracovat za laboratorni teploty bez nutnosti prevadét vzorek na plyn, proto je
tato metoda vhodna i pro separaci tepelné nestalych a netékavych sloucenin

Cerpadlo davkovaci
zafrizenl

fizeni slozeni

mobilni faze
vzorek
srkEavan! ; =1 kolona
zafizeni - 1 E
zasobniky vyhodnocovaci
mobilni faze zafizeni

detektor

FR R
e
= —— —
G
ik i

Schéma kapalinového chromatografu




Mobilni faze

- Cistota rozpoustédel

- é|stota Oui”:'ch adltlv v" MS detekce (HCOOH, CH3COOH,
> Pouztly . HCOONH,, CH3COONH,)
- Pouziti deionizované vody v PDA, RF (fosfatové pufry)

- MF uchovavat ve sklenénych nadobéach
- Filtrace, odvzdusnéni

Kolony

- Nenechat vyschnout

- Uchovavat pouze v doporuéeném rozpoustédle uzaviené zaslepkami
- Promyti kolony silnym eluénim rozpoustédlem

- Pouziti pfedkolonek

- Dbat omezeni vyrobce (ilak, teplota, pH, rozpoustédia)

e &
SSg
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Vysokoucinna kapalinova chromatografie

» s detektorem diodového pole
» s fluorescenc¢ni detektorem
» s elektrochemickym detektorem




> s hmotnostnim detektorem
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QTOF

T

lonization Source

TFront funnel
Trapping gate
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