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Laboratorni
diagnostika !
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ProcC se u nékterych léku stanovuje jejich
koncentrace?

Hrozi jejich toxicky ucinek pri predavkovani, napr. nefrotoxicita, ototoxicita
Nekteré maji uzkeé terapeutické rozmezi

eVvvV/

(Rozmezi mezi nejnizsi koncentraci leku, pri které se objevuje jeho ucinek a
nejvyssi koncentraci, pri které se jesté neobjevuje toxicky ucinek léku)

Nelinearni farmakokinetika

Lékar pozoruje nedostatecny ucinek

Zahajeni, zmeéna, kontrola terapie

Je podezreni, ze pacient léky neuziva

Porucha fce ledvin, jater (podili se na metabolismu a eliminaci léku)
Podezreni na |ékové interference

velka inter- a intraindividualni variabilita |éCiv (Cyklosporin A)




TDM (Therapeutic Drug Monitoring)
terapeutické monitorovani lékovych hladin

Soubor cCinnosti, jejichz cilem je optimalizovat a individualizovat
dalsi davky léku

Cilem je optimalizace davkového rezimu (= stanoveni vhodné davky
a davkového intervalu)

Soucasti TDM je:

- Stanoveni koncentrace |éCiva (prip. jeho metabolitu) v krevnim
vzorku, odebraného v definovaném ¢asovém intervalu

- Interpretace vysledku



DM

* Interdisciplinarni charakter !!!

Osetrujici lékar:

vedeni léCby pacienta

g

U&innd mez

-

Klinicka farmakologie:

interpretace a vypocet
farmakokinetickych
parametru

ioborova spoluprace

N 4

Klinicka biochemie:
stanoveni koncentrace
|éCiva v biologickém
materialu

~




DM

* - cyklus stanoveni koncentrace |éCiva v biologickém materialu, provedeni
farmakokinetické analyzy a interpretace nalezu, navrhu vhodného
davkovaciho schématu, jeho aplikace a opakovaného stanoveni
koncentrace |éCiva

* TDM tedy NENI jen samotné stanoveni koncentrace lé¢iva v biologickém
materialu a k interpretaci nestaci pouha Ciselna hodnota nebo srovnani
ciselnych hodnot nékolika laboratornich vysetreni

e Cilem je farmakokineticka analyza, tj. urceni davkovaciho rezimu vhodného
pro dosazeni terapeutickych koncentraci |éCiv pomoci matematického
zpracovani  laboratornich  vysledki a  vypoétu individudlnich
farmakokinetickych parametrt konkrétniho pacienta

e

= bezpecnéjsi, ucinnéjsi a efektivneéjsi lécba



Kdy stanoveni koncentrace Iéku neni
indikovano

U&inek léku je stanovovan jinak, napft.:
 Warfarin (Quick INR,..)

* Inzulin (glukdza)
 Antihypertenziva (krevni tlak)



Obvykle monitorované

eky

antibiotika

amikacin, gentamicin, vankomycin

antiepileptika

fenobarbital, valproat, karbamazepin,
fenytoin, lamotrigin, levetiracetam

bronchodilatancia teofylin
kardiotonika digoxin
antiarytmika amiodaron

imunosupresiva

cyclosporin A, tacrolimus, sirolimus, kys.
mykofenolova

antimykotika

vorikonazol, posakonazol

cytostatika

methotrexat, busulfan

ostatni

litium, TCA, antivirotika, benzodiazepin

V nékterych pfipadech se stanovuji i metabolity [ék(
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DAVKA A TYP LATKY
JSOU KLICOVE

,Kazda latka muzZe byt jedem, zavisi jenom na
davce.”

Paracelsus
(1493 — 1541)



Udaje nezbytné pro spravnou interpretaci TDM

* |dentifikace subjektl (zarizeni, Zadatel)

e Typ pozadavku (urgence, divod)
Diagndza/ problém

Typ vzorku

Datum

Presny cas odbéru vzorku

Hmotnost, vyska, pohlavi pacienta

* Soucasna lécba (stav nemoci)

* Schéma davkovani (aplikacni cesta, davka, davkovaci interval)
e Parametry renalnich funkci v€etné dialyzy
* Soucasneé aplikované léky



Co ovliviiuje hladinu léku ve stanovovaném
vzorku krve?

** POvodni latka, davka a zpUsob
e podani (peroralné, parenteralné)

*»* Vstfebavani (absorpce, distribuce)
s* Metabolismus (biotransformace)

** Vylucovani (moci, stolici, dechem, potem)



Odbeér vzorku

e Vustaleném stavu (steady state)

e Pred dalsi davkou (,through®) — Iéky s dlouhym polocasem eliminace,
napr. digoxin

e Kdykoli (,random®) - napf. fenytoin

Léky s kratkym polocasem eliminace

. Pred podanim - tzv. bazalni koncentrace, napr. karbamazepin, sirolmus, valproat
. Po podani (,,peak”) - napr. metotrexat, Li
. Pred a po podani -napf. cyklosporin, vankomycin

* Doba odberu musi byt u kazdého léku urcena + informace o pacientovi:
renalni funkce, ¢as podani, davka



Davka l&civa
[ J Farmakokinetika

absorbce Studuje pUsobeni organismu na lék
- nauka no osudech lIéku v organismu

distribuce
koncentrace l&civa koncentrace ve
v systémoveé <.:‘:_l—f> tkanich
cirkulaci
@ z metabolizované nebo
eliminace vylutované |&civo
koncentrace [&€iva
v misté Uéinku
Farmakodynamika
farmakologické Studuje plsobeni léku na organismus
pasobeni (organy, tkané, receptory)

klinické Gginky
{toxicita x U€innost




e e
Farmakokinetika
* studuje pusobeni organismu na lék
* nauka no osudech léku v organismu

\./




Farmakokinetika

* Pro sledovani osudu léku v organismu, hodnoceni davkovani léku je
nutna znalost:
* vek, pohlavi, vyska, vaha, BMI, fce ledvin, jater
e Udaje o druhu léku (v€éetné formy a davky)
* Udaje o zpusobu podani léku (zpusob, doba)
* doba odbéru na stanoveni léku

* Na zakladé téchto udaju odhadne specialni program predpokladanou
konc. léku a porovna ji s namérenou - simulaci zmény davky nebo
intervalu podani urci optimalni zpusob |écby popfr. Iékové interakce
(podani vice IékU soucasné)



a2 MwPharr EE—
File hdadel Chart  Macra Object  Help
Model | MwPharm
SIMULATION A gentamicin [gentamicin C2]
10:00 10:00 10:00 10:00 10:00 10:00 10:00 10:00 10:00
1 L L L L L . CDnC
W cave
20 Effect
»Oauc
m[Jaucc
Dose
15 [ | D Cer
- P Ocier
= Ocren
£
=
"_; B [esa
& 10 W O bme
=
g I:I Bw
W rotal
Bma
> W Jror
m[sp
Date
B 1ime
0 T T T T Span
05/06 06/06 07/06 08/06 09/06 10/06 12/086 13/06 14/08
Date & Time Scale
Page Size Y-Scale X-Scale [4:4: H 2 ][ > H:»:»] [ Edit H Save ][ Load ] [ T H F H R ]




Pharmacokinetics

The principles of ADME A
Medicine & Absor‘qtion .
‘. A How will it get in?
A
b / Y, '
Metabolism 4 + a =
How is it broken down? b | g;-,LA T
9 b A ~
N '\ Distribution
b ~ Where will it go?
b \ { Transporters
i ~
4 ~

m EUPATI

www.eupati.eu

European Patients’ Academy Excretlo n
on Therapeutic Innovation How does it leave?



Farmakokinetika i

ADME

zahrnuje 4 zakladni procesy ,,ADME“

e Absopce — transfer lé¢iva z mista podani do systémové cirkulace

e Distribuce — transfer 1é¢iva ze systémové cirkulace do rdznych
organut/tkani v organismu

e Metabolismus — chemicka modifikace |éciva v organismu

e Exkrece — odstranéni materské latky nebo jejiho metabolitu z
organismu

e Metabolismus + exkrece = dohromady prispivaji k eliminaci
léciva z organismu



Zakladni parametry klinické farmakokinetiky

Distribucni objem Vd
* Fiktivni pojem
* Podava informaci o rozdéleni latky v organismu (maly Vd — léCivo spise v krvi, velky Vd — [éCivo
spisSe ve tkanich)

* Hypoteticky, teoreticky, ,,zdanlivy” objem, ktery by byl nutny pro rozpusténi léciva, aby mélo stejnou koncentraci
jako je koncentrace v plazmé

* Vyjadruje vztah mezi velikosti davky a dosazenou koncentraci v plazmé

* Celkova clearance
* Objem plazmy zcela oCisténé od léciva za jednotku casu

Biologicky polocas (plazmaticky)
* Vyjadfuje dobu, za kterou klesne hladina latky v plazmé o polovinu

Biologicka dostupnost
* Podil podaného léciva (latky), ktery se dostane do systémové cirkulace

19



Ustaleny stav
(steady state)

e Po uplynuti 4-5 polocas

e Dosazeni rovnovahy mezi rychlosti privodu |éCiva a jeho eliminaci z
organismu



Pravidlo 4-5 polocasu

* Jestlize |éCivo aplikujeme v intervalech kratSich nez 1,4 polocasu, tak se jeho
hladina neustale zvysuje (dochazi k jeho kumulaci), ale za 4-5 polocasu se
ustali a jiz se dale nezvysuje. - .

25-lllllllllI.IIIII‘IIIEI-IIl.l.l-ll.lll.l
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1 2 3 4 5§ 6 7 8 9% 1
Hatdives

21



ProC 4-5 polocasu?

Vznik ustaleného stavu pri opakovanem podavani leCiva
v intervalech 1 polocCasu.

Aplikovano Vychozi Zbyva na Eliminovano
hladina na konci béhem
zacatku intervalu intervalu
intervalu % % %

1. 100 mg 100 50 50
2. 100 mg 150 75 75
3. 100 mg 175 38 38
4. 100 mg 188 94 94
5. 100 mg 194 97 97



Farmakodynamika

* Studuje pusobeni |éku na organismus (organy, tkané, receptory)

e interakce s bunécnymi komponenty, napf. receptory, cilovymi misty

e mechanismy ucinku (pusobeni |éCiva v cilovém misté ucinku, vztah
mezi koncentraci Iéku a jeho Ucinkem)

e |ékové interakce
e nezadouci ucinky



Farmakogenetika a farmakogenomika

e Studuji individualni geneticky vliv na farmakokinetiku a
farmakodynamiku (existuje velka interindividualni variabilita)

e Cilem je individualizace volby Iéku a jeho davkovani

* FARMAKOGENETIKA studuje rozdilné ucinky |éCiva u rozdilnych
pacientu in vivo, které jsou dany pritomnosti dédi¢nych variant genu.
Farmakogenetika se zaméruje na variabilitu pacientu.

* FARMAKOGENOMIKA studuje rozdilné ucinky potencialnich IéCiv in
Vivo i in vitro na genovou expresi jako celek. Hodnoti expresni profily.
Farmakogenomika se zaméruje na variabilitu potencialnich [éCiv.



Stanoveni koncentrace léciv
v biologickém materialu

25



Analyzovany material

Plazma

Sérum

Krev

Moc

Sliny
Mozkomisni mok

Zlu¢ nebo peritonealni tekutina



1. Imunoanalytické metody

a) fluorescencni imunoanalyza
(FIA, FPIA, DELFIA)

a) enzymova imunoanalyza
(EMIT, ELISA, MEIA,CEDIA)

a) luminiscencni imunoanalyza
(LIA, ILMA, CMIA, ECLIA,...)
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1. Imunoanalytické metody

O Imunochemické metody
— VétsSinou kompetitivni princip

— Uplatnéni zejména v rutinnich klinickych laboratofich = jednoducha automatizace, snadna manipulace a moznost
analyzy vétsich sérii vzorka

- Nevyhody: vyskyt nespecifickych reakci a neschopnost identifikovat aktivni metabolity |é¢iv

O Elektro-chemiluminiscencni imunoanalyza, ECLIA (Cobas 8000 Roche)

¢ napf. Digoxin

0 Chemiluminiscencni imunoanalyza na mikrocasticich, CMIA (Architect Abbott)
+» antiepileptika: Fenytoin, Karbamazepin, Kyselina Valproovad
+** imunosupresiva: Cyklosporin A

¢ cytostatika: Metotrexdt

O Imunoturbidimetrie (Cobas 8000/6000 Roche)

s Amikacin, Teofylin

28



2. Chromatografické metody

HPLC

HPLC/MS
LC/MS

GC/MS

TLC (screening)



2. Chromatografické metody

s»diive zejména tenkovrstevna chromatografie (TLC), v soucasnosti
kapalinova chromatografie s riznymi typy detekce, mensi podil pak plynova
chromatografie

- vysoka ucinnost, dobra opakovatelnost a robustnost

- umoznuje rozlisit i metabolity

vV eV /
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2. Chromatografické metody

U RP-HPLC ( Reverse Phase HPLC)
- nejpouzivaneéjsi metodou HPLC v praxi
- poutziva se k separaci polarnich latek, mezi které patfi vétsSina IéCiv

- detekce: UV/VIS, fluorescencni, elektrochemicka

¢ antimykotika: Vorikonazol, Posakonazol

¢ imunosipresiva: Kyselina mykofenolovad

Q LC-MS/MS
- pfiprava vzork( stejna jako u HPLC, odpada potieba pripadné derivatizace
- velmi vysoka citlivost a specifita, robustnost, moZnost rozliSeni i jednotlivych metabolit(

- nevyhody: vyssi porizovaci ndklady, technicka naro€nost, vyssi TAT

)
0‘0

cytostatika: Busulfan

)
0’0

inhibitory tyrozinkinazy: Nilotinib, Imatinib, Dasatinib

)
0‘0

antipsychotika: Clozapin, Olanzapin, Risperidon, Paliperidon, Aripiprazol, Quetiapin, Haloperidol

31



Techniky upravy vzorku

« Extrakce kapalinou

» Extrakce pevnou latkou (SPE)
« Ultrafiltrace

 Derivatizace

» Extrakce plynem (headspace)
» Adsorpce

* VVymrazovani




HPLC — jednoduché schéma

o

Elucni ¢inidlo

Pumpa :%

JLA_JJJJ

Zapisovac

Naneseni
vzorku

1 - Kolona

- Detektor

— Prevodnik

Odpad

signalu
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HPLC/MS

- Agllemt | s70L/T0

34



3. Metody pro odhalovani genetického polymorfismu v
metabolismu léciv
Lze stanovit:

a) Fenotyp (rychlost transformace)
b) Genotyp (analyza DNA, DNA Cipy)




Cobas 8000 (Roche)

* Amikacin, Vankomycin, Gentamicin — antibiotika (c modul)
* Digoxin — kardiotonika (e modul)

* Teofylin — bronchodylatancia (c modul)

e Lamotrigin, Levetiracetam — antiepileptika (c modul)

* Lithium — |écba psychotickych poruch (c modul)

* Benzodiazepiny — anxyolitika, hypnotika (c modul)

a ¢ modul — fotometrie
o e modul - elektrochemiluminiscence



Architect (Abbott)

* Fenobarbital, valproat, karbamazepin, fenytoin — antiepileptika
(sérum, plasma)

* Cyklosporin A —imunosupresiva (plna krev)

a CMIA



HPLC/MS

* Busulfan — cytostatika
* Imatinib, Dasatinib, Nilotinib — inhibitory tyrosinkinaz
* Metotrexat, 7-OH-metotrexat — cytostatikum

* Risperidon, Paliperidon, Quetiapin, Olanzapin, Clozapin, Haloperidol,
Aripiprazol — antipsychotika



HPLC s UV detekci

* VVorikonazol, Posakonazol — antimykotika
* Meropenem, Cefepim, Ampicilin, Piperacilin, Linezolid — antibiotika
* Kys. mykofenolova — imunosupresiva



CYKLOSPORIN A
MYKOFENOLOVA KYSELINA

* [munosupresiva

e Odbér: nesrazliva krev (EDTA), Cyklosporin (plna krev, EDTA)

* Referencni meze: podle doby po transplantaci a druhu transplantace
* Cy A: cyklicky polypeptid, Architect (Abbott)

 MPA: aktivni ¢ast z |éCiva mofetil (HPLC s UV detekci)
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Busulfan

Soucast vysokodavkované protinadorové chemoterapie (pred transplantaci krvetvornych
bunék

Velké interindividuadlni rozdil

Nezadouci ucinky: predevsim hepatotoxicita (nejcastéji zapricinuje venookluzivni nemoc
jater - VOD)

Monitorovani hladiny (tabletova forma) po 1., 5., 9., 13. davce, zacatek po 6 hodinach (30
min. pred dalsi davkou), pak v hodinovych intervalech do dalsi davky

Vyhodnocuje se plocha pod krivkou, vypocitava tzv. Steady-state concentration — Css
(doporucovand: 850-1000 ng/ml)

* Na zakladé Css korekce 3., 7., 11., 15. davky
 Metoda: HPLC/MS, nesrazliva krev

41



DIGOXIN

e Odbér: srazliva, nesrazliva krev pred podanim nebo 6-11 h po podani
* Referenéni meze: 0,5-1,2 ug/

 Srdecni glykosid, je indikovan pri srdecnim selhavani

* Cobas 8000

42



THEOFYLIN

e Odbeér: srazliva i nesrazliva krev

* Terapeutickd hladina: 8,0-20,0 mg/I
* Metylxantinovy derivat

* Bronchodilatacni pusobeni

* U novorozencu a nékterych dospélych metabolizovan na kofein
* Cobas 8000
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LITHIUM

e Odbeér: srazliva, nesrazliva (NIKDY Li-Heparin!) krev
10-18h po podani

e Udrzovani terapeutické hladiny nebo urceni intoxikace Li
* Terapeuticka hladina: 0,5-1,2mmol/I

* Pouziti Li: Iécba bipolarnich chorob (dusevni poruchy s cykly deprese a
manie) - profylaxe maniodepresivhiho onemocnéni

e Stanoveni: nejcasteji AAS, cobas 8000

44






Za jakym ucelem se stanovuji navykove latky?

v ramci policejnich kontrol

-k odliseni symptom0 nebo k ujisténi, Ze pacient neni pod jejich vlivem pred nékterymi
lekarskymi zakroky

- sledovani dodrzovani lécby

- utéhotnych zen, které maji v anamnéze dfivejsi uzivani drog (uzitecné pro naslednou
péci o novorozence)

- nékteri zaméstnavatelé vyzaduji drogovy screening jako soucast vstupnich nebo

preventivnich prohlidek ( zejména u osob, ktere pri vykonu svého povolani mohou
ohrozit zdravi a Zivoty ostatnich lidi — fidici MHD, zdravotnicky personal apod.)

Stanoveni na nekolika Urovnich:
* Orientacni (vhodné i pro terénni Ucely)
* Semikvantitativni (drogovy screening v klinickych laboratofrich)

* Konfirmacni (analyza ve specializovanych toxikologickych laboratorich)



Orientacni testy

- patrido kategorie testd POCT (rychla analyza v
terénu, u l0zka apod.)

- material: sliny, moc, krev, pot, pevné latky
(ubrousky na kokain)

- mozna detekce nékolika druhl drog v ramci
jednoho testu

- nizsi spolehlivost (95 %), mozna falesna pozitivita
Ci faleSna negativita (v dané skupiné nemusi
reagovat vsechny strukturni derivaty)

- nemohou samy o sobé odlisit nelegalni uzivané
drogy od komponent stejné tfidy, které mohou
byt obsaZzeny v predepisovanych lécich (FP)

V pripadé pozitivniho vysledku orientacniho testu je treba zajistit material a zaslat ho
k vysetreni ve specializované toxikologické laboratori, ktera k takové analyze ma
opravnéni!



Princip stanoveni

Imunochromatograficka technika podeélného toku reagencii prouzkem porézni
membrany (angl. Lateral Flow Immunoassay; zkr. LFIA)

* Kompetice drogy ve vzorku se znacenym konjugatem drogy imobilizovanym na
membraneé o vazbu na specifickou protilatku imobilizovanou v testovaci a
kontrolni zoné testu

* Nizka koncentrace drogy =» vazba znaceného konjugatu na specifickou
protilatku v testovaci zoné = vznik barevné linie

c d
— .
a h c q = |

A A

Schéma usporddani membran v LFIA testu (ndrys a pudorys); a — podlozka pro vzorek, b — podloZka pro konjugat, c — membrana s
testovaci a kontrolni linkou v detekéni zoné, d — absorpcni podlozka, e — plastova vyztuz membrany

Ukazka membranového testu v kazeté; a — usporadani membran v kazeté, b — vysledek testu standardniho roztoku bez analytu a
s vysokou koncentraci analytu (www.chemickelisty.cz)



Drogovy screening pomoci testovacich kazet

DRUGCHECK 10
» Kompetice drogy ve vzorku se znacenym 5 — ID
konjugatem drogy imobilizovanym na : E ,[,:1 %Q DATE

membrané o vazbu na specifickou protilatku
imobilizovanou v testovaci a kontrolni zoné

testu I ‘MM M M
AMP W BZO W MET s MTD
COC W TCA W MOP s MDMA
THC s BAR
— — r— ——
S~ P~

@ @ @ @
6 6 6

>



Jiny priklad:

Kazetovy test Syva®RapidTest (pozitivni na amfetaminy)

50



Metody stanoveni

1. Chromatografické metody 2. Imunoanalytické metody
HPLC a) fluorescencni imunoanalyza
(FIA, FPIA, DELFIA)
HPLC/MS . ,
b) enzymova imunoanalyza
LC/MS (EMIT, ELISA, MEIA,CEDIA)
GC/MS c) luminiscen&ni imunoanalyza

TLC (LIA, ILMA, CMIA, ECLIA,...)



Drogovy screening v klinicke laboratori

Imunochemicka vysetreni

- semikvantitativni stanoveni (vysledek je pouze orientacni, vyzaduje
potvrzeni a upresnéni vice specifickou nezavislou metodou)

- screeningové metody mohou slouzit pro zaméreni na dalsi analyticke
postupy — vstupni nahled na soubor latek

- uvazeni moznosti imunochemickych metod a spravna interpretace vysledk(
slouzi k rychléemu reseni akutnich intoxikaci

- material: jednorazova moc

nevyzaduiji izolaci a zakoncentrovani analytu
vysoka citlivost

vysoka rychlost

jednoduchost, nenarocnost na kvalifikaci
vhodné pro automatizaci

vhodné pro sériova vysetreni



Kineticka interakce mikrocastic v roztoku - KIMS

protilatka proti prislusnemu analytu v moci je kovalentné vazana na mikrocastice a
derivat analytu je pripojen k makromolekule

kineticka interakce mikrocastic v roztoku je vyvolana vazbou konjugatu analytu na
protilatku na mikrocastici a je mérena jako zména prichodu svétla.

mezi konjugatem a nekonjugovanym analytem ve vzorku probiha kompetitivni
reakce o vazebna mista protilatky proti analytu navazané na mikrocastice

pritomnost analytu ve vzorku Umérné snizuje narUst absorbance vUci koncentraci
drogy ve vzorku




Substance

Medical Uses

Drug Detection
Times

Stimulants

Attention deficit hyperactivity

Amphetamine disorder (ADHD), obesity, 2-5 days
narcolepsy
Cocaine Local anesthetic, vasoconstrictor 2-5 days
Methamphetamine ADHD, obesity, narcolepsy 3-5 days
Methylphenidate ADHD, narcolepsy 1-2 days
Nicotine Treatment for nicotine dependence |4-10 days
Hallucinogens and Other Compounds
LSD None 7-10 days
Mescaline None 5-7 days
Phencyclidine & Analogs |Anesthetic (veterinary) 2-8 days Marljuana Detection Time Based on UEEIQE
Psilocybin None 5-7 days Usage at 1 time only £-8 days
Amphetamine variants |None 5-7 days
Marijuana Limited, Analgesic * Usage at 2-4 times per month 11-18 days
Hashish Limited, Analgesic *
Tetrahydrocannabinol  |Antiemetic * Usage at 2-4 times week 23-35 days
Oral: up to 3 weeks (for
. . testosterone and others); _ H _
Anabolic Steroids Hormone Replacement Therapy Injected: up to 3 months llsage at 5-6 times per week 33-48 days
(Nandrolone up to 9 months)
Opiates and Morphine Derivatives Daily Usage 49-63 days
Codeine Analgesic, antitussive 5-7 days
Heroin None 5-7 days
Methadone Analgesic, treatment for opiate 5-7 days
dependence
Morphine Analgesic 5-7 days
Opium Analgesic, antidiarrheal 5-7 days
Depressants
Alcohol Antidote for methanol poisoning 24-48 hours

Barbiturates

Anesthetic, anticonvulsant,
hypnotic, sedative

2 days - 4 weeks

Benzodiazepines

Antianxiety, anticonvulsant,
hypnotic, sedative

7-10 days

Methaqualone

None

2 weeks

www.drugdetection.net




Plynova chromatografie s hmotnostni detekci
(GC-MS)

velka specifita hmotnostnich spekter - jsou standardem pro identifikaci
neznamych latek v toxikologii

- reprodukovatelné retencni parametry, mezilaboratorni prenos retencnich dat,
databdze retencnich indexu

- velka separacni ucinnost GC kapilar

- pouziti:
chemicka identifikace Sirokého spektra neznamych latek
potvrzovaci analyzy uzsi skupiny latek
kvantifikace — stanoveni znamé latky



GC-MS: potvrzeni pritomnosti heroinu

GC-MS Total Ion Chromatogram — analyza substance
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GC-MS: intoxikace kokainem a extazi

Total Ton Chromatogram — analyza 2 ml moc¢ silylace
ZhDocuments and Settingsh. . A\ SMB4997E 02.11.2008 20:31:20 2 ML UR,SPE BEC SCREEMING FRA

RT: 10,06 - 23 95
100+

2098

[1n]
it

[}
=

extaze kokain

=
o

m
]

2148 benzoylegonin

Relative Abundance
L
=

40
an 18,10
20
24 58
10 =1 &7 23 .47 ;
ST o7 2488 o -
SN WP A . =
0 - T T T
108 22 23 24 25 2
Tirmg (mimn
S5B4997B 002 FT: 13,37 & 1 ML 115EF SSEIRGTE #1250 FT J057 Av: 1 WL 1 40EE
T, +cFulms [ 10.00-510.00] T4 ¢ Full s | 1000510, -
100 580 100+ '
80 904
B BT 1E20
B $ 70
C
£ A g 804
f(% a0 7 50
o S
= 40
R a0 19410 =
F a0 r 3 amg
a0 04
1500 138, 720
0] g SO| T qpsg B0 1630 1550 1% | |a|_g| lfﬂ]ﬂi‘l&ﬂ arg| amn |0
Lo | . i |10 g 2600 ¥ L el o e 9
DIII‘Ii'l“llll|JI‘III|IIIII|IIII|II IIIIIIIIII.I-IIIIIIII
&0 100 150 200 250 m Mmr 0
T

http://soudni.lf1.cuni.cz/ iz



Tenkovrstevna chromatografie (TLC)

- vyuziva princip déleni smési latek mezi stacionarni a mobilni fazi - vyuziva
adsorpcni a rozdélovaci chromatografii

- vyuziva princip extrakéniho chovani nox — déleni na latky bazické, kyselé a neutralni
- denzitometricka kvantifikace (UV, VIS)

- jednoduché a rychlé provedeni

pri dobré volbé extrakce a detekénich Cinidel poskytuje velmi dobré kvalitativni
rozliSeni neznamé latky



Tenkovrstevna chromatografie (TLC)

- zpUsob provedeni:

Stacionarni faze — silikagel (kyselina kfemicita), oxid hlinity, komercni

pripravky: silufol, kieselgel G

Mobilni faze — smés organickych rozpoustédel

- Rpfaktor (retencnif/retardacni faktor) — podil vzdalenosti stfedu skvrny latky od

startu a vzdalenosti Cela rozpoustédla

- Rg faktor ovliviuje:
chemicka struktura latky
slozeni mobilni faze
pH
teplota, vlhkost
material nosice

#®

(a)

{b)

()

«— cCelo [x cm]

«— start [0 cm]




Tenkovrstevna chromatografie (TLC)

€L\

Pred vyvijenim

/ nebo papir \\

Tenks vistva

Celo mobilni fize o ®c

Startovni linie ® A




EMIT (Enzyme-multiplied immunoassay technique)

- Homogenni kompetitivniimunoanalyza

- kompetice mezilatkou ve vzorku a latkou znacenou enzymem o
vazebna mista na protilatce.
Vysledky

- enzym = glukoso-6-fosfat dehydrogenaza (G6PDH) o ret ng/ml
- aktivni enzym méni NAD na NADH — zména absorbance donrd 389
2 TR 2009
. - v o : [ 3 TR 971
- aktivita enzymu klesa pri vazbé protilatky, proto Ize koncentraci B i 00 La0s
latky ve vzorku méfit podle zmény aktivity enzymu. I 2025 denne -
B 00 1517
15-20 denné 2142
“ 10-15 denné 615
PF. Kotinin v mo¢i (DRI Cotinine Assay, ThermoScientific/ cobas c8ooo, Roche)  [BEII  10-15 denne 589
- Referencni meze kotininu v moci 10 denné 1746
<30 (nekuraci) nekurak 0
50-500 (vystaveni nikotinu — lehky/pasivni kurak) piilezitostné 0
>500 (ablzus tabakovych vyrobkd) nekursk 0
nekufék 3
nekufak 0




Konfirmacni analyza navykovych latek

- zdkladni princip toxikologie: potvrzovani vysledki navzajem nezavislymi metodami

- klinicky a forenzné toxikologicky standard soucasnosti: metody hmotnostni
spektrometrie v tandemu s plynovou nebo kapalinovou chromatografii GC-MS, LC-MS
- bezpecdna identifikaci neznamé latky a presné stanoveni jeji koncentrace

- vysledky takového konfirmacniho vysetrovani je jako jediné mozné pouzit i pro
soudné-lékarské ucely (tedy pouze laboratore forenzni toxikologie, soudni toxikologie)
http://www.soudnilekarstvi.cz/wp-content/uploads/2014/10/Seznam-laboratofi-
kvalifikovanych-pro-vysetrovani-specifikovanych-navykovych-latek.pdf

- material: moc, krey, sliny, pot, vlasy, zaludecni obsah, tkané, podezrelé latky


http://www.soudnilekarstvi.cz/wp-content/uploads/2014/10/Seznam-laboratoří-kvalifikovaných-pro-vyšetřování-specifikovaných-návykových-látek.pdf

Dalsi toxikologicka vysetreni v klinicke laboratori

e Derivaty Hb (COHb, MetHb, SulfHb, CNHb) - pfima spektrofotometrie -
analyzatory ABR s fotometrickym systémem, paralelni stanoveni Hb,
oxyHb

* Ethanol, Methanol, Ethylenglykol — osmolarni okno

 TDM (Therapeutic Drug Monitoring) —imunoanalyza, HPLC, LC-MS

* Li, Pb- AAS



Otrava alkoholy

Etanol

akutni: excitacni a narkoticky uc¢inek na CNS, metabolicka
acidoza, hypoglykémie, hyperurikémie, 1 ALT, 1 osmolalita

chronicky ucinek: steat6za az cirhoza jater, 1GMT, 1%CDT

> 3% : kdma, kieCe, hypotermie (podchlazeni), hrozi smrt
vyvolana utlumem dechového centra a obehovym selhanim

u alkoholika nebo osoby dlouhodobé naduzivajici alkohol vznika
jakasi "rezistence" (odolnost) a tyto stavy mohou nastoupit az ve
vySSim stupni opilosti



Otrava alkoholy

Metanol
nejdrive pfiznaky podobné ethanolu (lehka opilost, horsi artikulace)
poté 12 — 24 hod. bez pfiznaku (s kombinaci s alkoholem az 36
hod.) , nasleduje bolet hlavy, dusnost, bolest bficha, kfeCe, snizena
ostrost vidéni, rozvrat met. procesu

toxické u€inky met. produktu — formaldehydu (na zrakovy
nerv), kys. mravenéi (met. acidéza)

tox. davka — 0,1 ml/ kg, smrtelna davka — 1 ml/kg
|éCba: podani antidota (etanol, fomepizol) min. tvorbu tox. produktu

(kompetitivni inhibice alkoholdehydrogenazy); HD — odstranuje
metanol i jeho metabolity, koriguje metalické poruchy



Otrava alkoholy

Ethylenglykol

. metabolizovan v jatrech pusobenim alkohol - a
aldehyd-dehydrogenazy na silné kyseliny (glyoxalovou,
stavelovou, oxalovou),

vznika tezka metabolicka acidoza, ktera se prudce zhorsuje
a ohrozuje zivot otraveného

kys. oxalova se vaze s Ca, depozita krystalt Stavelanu
vapenatého vedou k poskozeni bunék (mozek, ledviny,
myokard, plice), také vyrazné 11 osmolality

tox. davka 200 mg/l, smrtelna davka: 850- 2000 mg/I
(nejednotné udaje)



Otrava alkoholy

Ethylenglykol
. priznaky otravy: opilost bez zapachu alkoholu

neurologickeé stadium (30 min. — 12 h. po poziti) opilost,
euforie, smazana rec, ospalost, zvraceni. BEnem 4-12 h.
rozvoj met. Acidozy.

kardiopulmonalni stadium (12-24 h.) — tachykardie, hypo
nebo hypertenze, tezka m. acidoza a s hyperventylaci a
selhavanim organu

renalni stadium — (24 -72 h.) — hematurie, albuminurie,
selhani ledvin, ne vzdy uprave fce ledvin

|éCba: podani etanolu (100x vyssi afinita k ADH); HD —
odstrani ET | metabolity, upravi acidozu
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