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1  Uvod

V souCasné moderni dob& dochazi k neustilému nardstu poznatkll ve vSech
oborech bioanalyzy. Také rozvoj laboratornich diagnostickych metod a pfistupi je
velmi zrychlovin. Snahou mé prace bylo, abych poukézala, shromazdila a
zaznamenala informace o0 moZné neinvazivni diagnostice, kterou je poufiti slin jako
biologického materidlu, k prikazu abtizu amfetaminu a Jjeho derivata.

Ackoli slina pfipadng ordlni tekutina ,,postrada drama krve, upfimnost potu a
emocionalni vyzvu slz“, citovin Mandel (1990) [..lacks the drama of blood, the
sincerity of sweat and the emotional appeal of tears*, Mandel, I, D. (1974). Relation
of saliva and plaque to caries. Journal of Dental Research. 53, 246-266.] spliiuje
poZadavek na levné a neinvazivni diagnostické postupy ke stanoveni oralnich a
systémovych onemocnéni, monitorovani 1é¢iv a odhalovani nezdkonného uivani
narkotik.

Pfed vice neZ sto lety byl slinny sekret pouzit jako alternativni biologicky
material. Ke stanoveni ilegalnich navykovych latek byla orélni tekutina navrzena jiz
vroce 1970 (Gorodetzky a Kullberg, 1974). Od této doby byly sliny vyuZivany pro
terapeutické a toxikologické monitorovani riznych latek. Vzhledem k rychlému
rozvoji laboratornich diagnostickych metod byl v roce 1990 na svétovy trh zaveden
prvni imunochromatograficky kvalitativni rychlotest pro detekei ilegdlni ndvykové
latky ve slindch. Jednim z hlavnich divodii pro zavedeni kvalitativnich rychlotesti
byla mySlenka, e slinnd koncentrace latek reflektuje plazmatickou koncentraci
nevazané a neionizované parentni drogy. Tato frakce je zodpovédnid za
farmakologické G&inky.

Agkoli transport latky z plazmy do oralni tekutiny ovliviiuje fada proménnych
faktori a ve své slozitosti neni zcela prozkoumén, jsou rychlotesty mezi
analytickymi odborniky akceptovany.

V poslednich letech jsou evidentni aplikace orientadnich rychlotestt
v zdpadnich zemich Evropské Unie a v nékterych zemich Spojenych stati
americkych, kde jsou vyuZivany predevsim policii, celni zpravou a detoxika&nimi

centry.




2 Cil prace

Cilem studie bylo monitorovani pfitomnosti ndvykovych latek, amfetaminu a
jeho derivatd, v télnich tekutinich pomoci instrumentdlnich metod zaloZenych na
principu enzymové imunoanalyzy a plynové chromatografie ve spojeni s hmotovou
spektrometrii pro konfirmaci pozitivnich vysledka.

Porovnani analytické a interpretacni efektivity orientaGnich stanoveni drog ve
slinach tzv.on-site testi* s vysledky jiZz vyuZivanych standardnich metod bioanalyzy.
V neposledni fadé se jednalo t€Z o zmapovani situace komeréni nabidky rychlotestii
na ¢eském trhu s moZnosti porovnani s ostatnimi staty Evropské unie a Spojenych

stati americkych.

* nazev “on-site testy* je ¥iroce vyuZivanym terminem v klinické praxi, ktery je pfevzat z anglického
jazyka, pro ucely diplomové price byl tento termin nahrazen vhodn&j3im Geskym vyrazem

“rychlotesty*
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3 Teoreticka cast

3.1 Slinné zlazy a tvorba slin

3.1.1 Terminologie sliny a oraini tekutiny

Terminem slina se rozumi tekutina, kterd je soustfedéna pouze ze
specifickych slinnych Zlaz, zatimco orélni tekutina je terminem $ir§im, zahrnuje jak
tekutinu ze Zlaz a dentalnich Stérbin, tak i dalsi latky, které jsou pfitomny v duting
tistni jako napf. mukdzni buriky a zbytky potravy (Malamud, 1993 a Schrammm et
al., 1993). OdliSeni t&chto dvou pojmi ma vyznam zejména z analytického hlediska

ve smyslu pfipravy a zpracovani analytického vzorku.

3.1.2 Vyznam slin

V duting ustni i v hornich kompartmentech gastrointestindlniho traktu maji
sliny velky vyznam. Mezi slozky slin patfi muciny, enzym amylaza, IgA aj. Muciny
uhlazuji povrch sousta, tim usnadfiuji jeho zpracovani v tustech i jeho polykani a
uleh&uji pohyby pii Zvykani a artikulaci. Amylédza umozZiuje zacatek travent Skrobu,
Lyzozym a molekula [gA zaji$t'uji ochranu pfed infekei apod.

Ze slinnych Zlaz probiha kontinudlné bazalni sekrece slin, kterd je zvySena
vyvolanou sekreci. Celkovy objem oralni tekutiny u dospélého ¢lovéka &ini piibliZzng
1000 ml/den s typickym priutokem 0,05 ml/min b&hem spanku, 0,5 ml/min pfi plivani
a 1-3 i vice ml/min b&hem Zvykéani (Crouch et al., 2004). ZvySeni sekrece zavisi na
druhu vyvolavajiciho podnétu a hydrataci organismu. Pfi nedostatku vody v téle
klesa tvorba slin, vysychaji usta spolu s hltanem a navozuje se pocit Zizné, kiery je

daleZity pro bilanci tekutin v téle.




3.1.3 Anatomickeé uloZeni slinnych zlaz

Slinné Zlazy jsou tuboalveolami Zlazy tvofeny jednotlivymi aciny, na které
navazuji vsunuté vyvody ustici do Zihaného vyvodu a nasledné do dutiny Gstni.

Pod souhrnnym nazvem Glandulae salivariae majores jsou sdruzeny tii 4sti
slinnych Zlaz, a to Glandula sublingualis, glsubmandibularis a gl parotidea

[parotis] (viz obrazek 1).

Gl.sublingualis je slinna Zldza podjazykova s v&tSim poltem vyvodi. Je
uloZena na diaphragma oris. Jejimi vyvody jsou ductus sublingualis major (hlavni
vyvod) a ductus sublinguales minores (az 40 malych vyvod®). Slinnd Zlaza
podéelistni, nebo-li glsubmandibularis je uloZend téméf zcela pod musculus
mylohyoideus a jejim vyvodem je ductus submandibularis. Gl. parotidea [parotis] je
slinnou Zlazou pfiudni, kterd je uloZena na ramus mandibulae a za nim a Glandula
parotidea [parotis] accéssoria je pridatny lalok pfiusni slinné zlazy. Vyvod pfiugni

Zlazy je ductus parotideus.
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Obr.1. Anatomické uloZeni slinnych iz (glandulae salivariae majores)
(3) Glapdula submandibularis (70 % z celkové slinné produkcee), (1) Glandula parotis (25 %)
(5) Glandula sublingualis (5 %)

Zdroj: hitp://www.medac.de/patient/fTachbereiche/supportiv-
therapie/indikationen/mundtrockenheit.htm

Kazdy druh slinnych Zldz produkuje typicky sekret. Zlaza podjazykova a
drobné Zlazky v dutiné Ustni secernuji sliny kontinualné. Vymésuji vazkou tekutinu,

bohatou na mucin, a jsou tak oznafovany jako Zlazy mucindézni. Zliza ptiusni
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dokud neni kyselym Zaludeénim obsahem inaktivovan. Podéelistni Zlazy jsou
seromucinozni. Malé slinné Zlazy umisténé v bukalni sliznici, ve rtech a patfe,

produkuji viskézni sekret obsahujici pfedevsim mucin.

3.1.4 Tvorba a slozeni slin

Slina je uloZena v sekreénich granulich jednotlivych acind ve slinné Zldze.
Sekre¢ni proteiny a elektrolyty jsou sbirany do kondenzaénich vakuol, které jsou
smérovany v sekrecnich granulich smérem k apikalnim éastem buriky.

Slina, jako i dal§i téIni tekutiny, je zfedény vodnaty roztok, ktery obsahuje
elektrolyty a proteiny s niZ8f nebo shodnou osmolalitou jakou ma plazma (Paxton,
1979). Kromé vy$e jmenovanych je ve sliné uréité mnoZstvi bunéénych tlomki,
které vznikaji z epitelialnich bun&k ust a zbytky potravy (Caddy, 1984). Osmolalita
slin je principialné determinovana typem Zlazy a sekre¢ni aktivitou, jejiz stupefi je
ovliviiovan mnoha faktory zahrnujici pohlavi, vék, nutri¢ni a emoéni stay,cirkadiianni
rytmy, roéni obdobi (Mandel, 1974; Shannon, Suddick and Dowd jr, 1974),
melancholii (Shannon a Suddick, 1973), riznd onemocnéni a spousty
farmakologickych agens. Fyzikalni parametry slin a zastoupeni anorganickych i

organickych komponent shrnuje tabulka 1.

3.1.41 Anorganické komponenty

Obecné lze rici, Ze slina obsahuje bézné elektrolyty télni tekutiny, hlavnimi
ionty jsou sodik, draslik, chloridy a uhli¢itany. Tvorbu slin ilustruje obrazek 2
(Davenport, 1977).

Acinami buriky slinnych Zlaz pfena3eji aktivnim transportem sodik z krve do
lumen 7laz. Vyslednd zména osmotického tlaku mezi krvi a prostorem lumen ma za
nasledek presun vody z krve pfes tight junctions mezi acindrnimi buiikami ve sméru
sodiku. Mechanismus je nazyvan jako primarni sekrece, pfi¢emzZ tekutina je
izotonicka v porovnani s plazmou, Béhem priichodu primérni tekutiny systémem
kandlkli slinnych Zlaz jsou procesem aktivniho transportu reabsorbovany ionty

sodiku a chloridd. Draslik a uhli¢itany jsou aktivné sekretovany do sliny. Membrany




kanalkd jsou pro vodu relativné nepropustng, tim se slina ve svém prichodu stdva

stale vice hypotonickou (Vining and McGinley, 1982).
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Obr.2. Tvorba slin (Davenport, 1977)

Mechanismus primarni sekrece a tvorba finalni sliny

Bunéén4 vystelka ma omezenou kapacitu transportu sodiku ze salivy a tato
kapacita nevzriistd proporcionalng s rostoucim slinnym tokem. Obr. 2. zndzorfiuje
zavislost koncentrace iontd na rychlosti slinného pritoku. Ve sliné je koncentrace
drasliku podstatné vy3%i nez-li v plazmé&, avSak vzristd-li rychlost toku, slinna
koncentrace klesa. Tento jev je vysvétlovan jako diisledek konstantni sekrece
drasliku bun&énou vystelkou. Koncentrace hydrogenuhliditanii je velmi zavisla na
typu Zlazy, ktera slinu produkuje, dale pak na charakteru stimulace salivace a
rychlosti toku slin. Doprovodnymi znaky vzestupu koncentrace hydrogenuhli¢itani
je narfist pH s rostouci rychlosti sekrece. Slinné pH se pohybuje v rozmezi 6,2 az 7.4

a pokud se zvy3uje, poukazuje na zvySenou sekreci (Drobitch and Svensson, 1992).
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Obr. 3 Zavislost mezi koncentraci {mEq/1) elektrolytii sodiku, drasliku, chloridu a
hydrogenuhli¢itanii ve sliné a rychlosti slinného toku (ml/min) (Thaysen at al., 1954)

3.1.4.2 Organické komponenty

Slina poskytuje enzymy pro trdveni a dal${ proteiny, zahmujici specifické
glykoproteiny, které jsou syntetizovany acinarnimi burnikami. Dalsi organické slozky
jakymi jsou hormony, imunoglobuliny, enzymy, DNA a virové partikuie jsou
detekovany ve stopovém mnozZstvi (Vining and McGinley, 1985). Koncentrace
celkové bilkoviny ve sling je zanedbateln, je niz8i nez 1% z celkového mnoZstvi
jednotlivych slozek. Hlavni zdroj vy3e uvedenych komponent je pravdépodobné
tekutina ze §térbin gingivy (zubni §térbiny, okraje dasni) (Cimasoni, 1974).

Sliny jsou rovné? adekvatnim zdrojem molekuly DNA pro analyzu
huménniho genomu, tak i analyzu forenzni, napf.pfi uréovéni paternity (Walsh et al.,
1992).

Tab. 1 Fyzikalni parametry slin a zastoupen{ jednotlivych komponent v porovnani
s plazmou

PARAMETR jednotky slina plazma
objem mi/den 500 - 1500 4,3% hmotnosti tela
rychlost toku mi/min 0,6 (0,1-1,8)
pH 6,7 (5,6 -7.9)
voda % _ 98(97-99.5) 91,5 (90 — 93)
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celkova bilkovona g/100ml 0,3 (0,15 - 0,64) 73(6-8)

albumin 2/100m} 4,5 (4-5)
mucin mg/100ml 0,27 (0,08 — 0,6)

aminokyseliny __mmol/l 0,1 -40 0,98
elektrolyty

Draslik [K'] 8—40 3,5-5,5
Sodik [Na'] 5-100 135-155
Vapnik [Ca™] 1,5-2 4,5-52
Fosfaty [HPO4™] 55-14 12-22
Chloridy [CI] 5-70

cholesterol mg/100ml 753 -15) 150 - 300
sugina _g/l _ 6(3-8) 80

3.2 Salivace
Autonomni nervovy systém hraje dileZitou roli ve slinéni. V tabulce 2 jsou

shrnuty uéinky rdznych nervovych stimuli na objem, viskozitu a obsah proteinti a

mucini.

Tab. 2 Charakteristické rozdily ve slinach v zavislosti na rozdilné nervové stimulaci

Parametr Nervova stimulace

B-adrenergni stimul a-adrenergni stimul Cholinergni stimul

Objem nizka nizka vysokd
Viskozita vysoka nizka nizka
Koncentrace proteint  vysoka vysoka nizka
Koncentrace mucint ~ velmi vysoka nizka velmi nizka

Sekre¢ni buniky seroznich a seromucindznich Zlaz jsou inervovéany
sympaticky a parasympaticky. Sekrece slin roste Gmérng, jestlize jsou synergicky
stimulovany ob& drahy. Proto cholinergni a také o- a [B-adrenergni stimulace je

moZna. o~ adrenergni stimulace slinnych zl4z zpiisobi kalciovy influx do sekreénich

11




bun&k, jehoZ nasledkem je produkce sekretu, ktery je bohaty na proteiny. Vlivem
nizké koncentrace mucinu je vzhled klinicky popisovéan jako nepénivy a viskézni. U
tohoto typu stimulace je nizky objem slin. f-adrenergni stimulace nema za nasledek
tok elektrolyti, ale umnoZituje vysokou proteinovou produkci acinli. Tento sekret je
v porovndni s o-adrenergni stimulaci viskozni s vétSim obsahem mucinu, klinicky je

popisovén jeho vzhled jako pénivy a objemove spile niZsi.

Mukézni Zlazy jsou stimulovany cholinergicky. Tento zplisob stimulace
zplsobuje iontovy tok jednak Na*/K* a Ca® iontd pfes bunéénou membranu a mé za

nasledek vzestup elekirolyti a velky objem tekutiny.

3.2.1 Rychlost slinného toku a pH

Sekrece prakticky kolisd mezi hodnotami od 0 ml/min (b&hem spanku) do 6
ml/min (napt. pfi Zvykani, kysely stimul na jazyku). Mira sekrece pritoku, tak i podil
jednotlivych slinnych 714z na celkové produkci slin je zévisld na cirkadidlnich
rytmech a typu stimulace. Piispévky jednotlivych Zldz jsou shrnuty v tabulce 3,
pri¢emZ nejvetdi podil na celkovém objemu maji Zlazy pffusni a podCelistni,
s vyjimkou béhem spanku, kdy stimulace pfiudni Zldzy byva ignorovana.

Rychlost priitoku slin ve slinotvornych kandlcich je determinovéana
elektrolytickou koncentraci. Vy8§i rychlost znamend krat$i Cas pro konajici se
iontovou vyménu. Vy3§ koncentrace hydrogenuhli¢itani v disledku stimulace
slinéni, m4 za nasledek vy3§i pufraéni kapacitu ordlni tekutiny. Na poéatku vyrazné
klesa celkova koncentrace proteinti a mucinu a salivace je zrychlovina az do
dosazeni konstantniho objemu. Celkova koncentrace proteini a mucinu

sekretovanych za minutu proporcionalné roste s mirou sekrece.

Podil hydrogenuhligitanti jako slinné pufradni sloZky b&hem klidové fize je
pfibliznd 50%. B&hem této faze piiudni Zlazy prakticky neprodukuji Zadné sliny,
zatimeco dal3i dvé velké slinné Zldzy jsou zodpovédné za produkci slin. Jedna se o

vysoce viskozni a na proteiny bohatou sekreci, ktera je stabilizovana orélni tekutinou

s pH kolem 7,0. Za podminek stimulace roste role hydrogenuhli¢itanf, jako hlavni




pufraéni komponenty. Je dilezitd k ochrané zubil proti demineralizaci a zvlh&ovani

mékkych tkani dutiny dstni.

Tab.3 Primérny pfispévek jednotlivych typi slinnych 714z na celkové produkei sliny
v zavislosti na uréitém typu stimulace

stimulace
lazy - béhem spdnku  Z?4dnd mechanickd  kys.citrénovou
Gl. parotis 0 21 58 45
Gl. submandibularis 72 70 33 45
Gl. sublingualis 14 2 2 2
Gl.salivariae minores 14 7 7 8

vyjadieno v % z celkového mnoZstvi

3.3 Mechanismus transportu navykovych latek z plazmy
do slin

Slinné Zl4zy jsou bohaté cévné zasobeny. Cesta drogy z krve do slinného
kanalku se d&je pfes kapilarni sténu, basalni membranu a membréanu epitelialnich
bun&k slinnych Z?ldz. V procesu transportu drog se uplatituji rizné mechanismy,
zahmujici pasivni transceluldrmni diftzi, aktivni proces proti koncentraénimu

gradientu, filtraci pfes péry v buné¢né membrané a pinocytozu.

3.3.1 Typy transportil

U pasivoi transcelularni difuse, kterd se tykd vétSiny [é¢iv vietné
amfetaminti, prochdzeji vysoce lipofilni latky pfes kapilami sténu, bun&fnou
membranu a acinarni buiiky sekreéniho prostoru. Lipidové vrstva epitelidlni bunééné
membrany tvofi limitujici bariéru. TentyZ mechanismus umoziiuje jejich pfechod

pres bunéénou linii dukti ve zlazach.

Ultrafiltraci (neboli paracelularnim transportem) prochéazeji malé polamni

molekuly, napf.glycerol, glukoza, ethanol aj. Poméry S/P nékolika malych polarnich,




lipofébnich slouenin jsou vyhodnocovany jako funkce jejich molekulové hmotnost,
Tento mechanismus je omezen na slou€eniny s molekulovou hmotnosti (MW) mensi
neZ 300Da, dokonce i u latek s MW okolo 150Da je dokazano, Ze hladina ve slinach
je mnohem niZ$f nez jaka je v plazmé& (Burgen, 1956; Martin and Burgen, 1962;
Vining and McGinley, 1982).

Aktivni transportni mechanismy fidi pfechod mnoha elekirolyiti a
nékterych proteind, jako napf. IgA. Tento proces je znam i u nékterych drog a 1€k,

jako napt. penicilin, metoprorol, methotrex4t (Paxton, 1979)

Pinocytéza jako specialni pfipad aktivniho transportu ma vzhledem ke

studovanym latkdm tohoto experimentu vyznam zanedbatelny.

3.3.2 Faktory ovliviujici mechanismus transportu

Velikost diftize latek je funkei koncentraéniho gradientu, déle je zavisld na
velikosti povrchu plochy uréené k transportu, tloust'ce membrany a rozméru difiizni
konstanty, kterd je zavislda na fyzikalné-chemickych vlastnostech kazdé latky.
(Paxton, 1979). Promé&nné, které ovliviuji tento typ transportu jsou pH a pK,,
rozpustnost v tucich, velikost naboje, molekuldrni hmotnost, prostorové uspoiadani,
hladina volné frakce latky (nevazané na sérovych proteinech), ddvce a clearance
latky, pritoku a pH slin, podil slinnych vazebnych bilkovin a slinnych enzymd, které
jsou schopné metabolizovat latky. Zvy$e uvedeného vy&tu vyplyvaji intra a
individudlni rozdily v poméru saliva/plazma (dédle jen S/P) né&kterych navykovych
latek.

Obecné lze formulovat vétu, Ze koncentrace latek ve slinach reflektuje volnou

frakei 1é¢iva v krvi. Proménné jsou piehledné shrnuty v tabulce 4 (Landon at al.,
1982).




Tab.4. Proménné velifiny, které ovliviiuji proces pasivni difuze (Landon et al., 1982)

proménné ve vztahu typy proménnych

k navykové latce kyselé ¢i bazické povahy a hodnota pak
lipofilita
neutralni ¢i s nabojem
molekulovd hmotnost a prostorové uspofadani

k cirkulujici hladiné latky hladina nevazana frakce navykové latky
davka a clearance
ke sliné rychlost slinného prittoku
' slinné pH

slinné vazebné proteiny (obvykle minimalni)
enzymy zodpovédné za metabolizaci nav latky

Relativni afinita mezi vodou a lipidy, jako napf. vyjadfeni rozd&lovaciho
koeficientu oktanol/voda, je dilezity faktor, ktery determinuje snadnost sjakou
molekuly prochézeji lipidovymi membranami acinarnich bunék. Jestlize je navykova
latka ionizovana fyziologickym pH, jeji efektivni lipofilita je znacné€ sniZena.
Ionizované partikule jsou obklopovany molekulami vody, které jsou zodpovédné za
neptiznivé membranové ion-dipdlové interakce. Vyznamné je, Ze lipofilni drogy jsou
obvykle metabolizovany na vice polarni latky a metabolity hydrofilni povahy jsou
pfednostné vylu¢ovany do moci.

Dalsi variabilni proménnou je pH slin. P¥i zvySené rychlosti slinného toku se
zvy3uje koncentrace hydrogenuhli¢itani, kterda méni pH slin z ptvodnich 6,0 na 8,0
(Landon and Mahmod, 1982). Uginek pH slin je zavisly na konstanté pK, drogy.
Slinné pH ovlivilyje koncentraci kyselych latek, jestlize je hodnota pK, kyselych
latek vyS3i neZ hodnota 5,5 a latek bazické povahy, u kterych je hodnota konstanty
pKqa mensi nez 8,5 (Feller and le Petit, 1977).

Jednim z nejvice uZivanych aspektll pfi monitorovani hladin navykovych
latek ve slinach je velikost nevazané frakcee latky v plazmé a ve slindch (f, a f;). Pro
kyselé drogy s pK; < 5,5 a bazické drogy s pK, > 8,5 je pomér S/P nezavisly na pH.
Tento S/P pomé&r se musi rovnat poméru f/f, pfi¢emz £ je obvykle povaZovana za
roviu jedné. Pomér S/P tedy odpovida nevazané frakci INL v plazmé (tato frakee je
zodpovédnd za farmakologicky ucinek latky). V piipadé metamfetaminu, ktery ma

hodnotu pK, 10,1 je tedy tento pomér na pH slin nezavisly.

I3




pomér S/P a rovnéZ zvaZuje rozdily mezi protein vézajici a ionizovanou frakef drogy
ve sliné a v plazmé. Rovnice vychazi z Henderson-Hasselbalchovy teorie.
Za predpokladu pasivniho difiizniho transportu plati pro lipofilni latky

kyselého charakteru rovnice (1) a pro litky bazické rovnice (2).

substance kyselé povahy

substance bazické povahy

vysvétleni symbolii: S

Latky kyselé povahy se vyskytuji v niz8ich koncentracich a latky bazické
v koncentracich vys§ich ve slinach neZ-li v plazmé. Opagna situace nastava, jestlize
je slinné pH vy$si neZ pH krve, napt. po silné stimulaci slinného toku. V rovnici (1) a
(2) jsou dvé proménné, pH plazmy a vazebnost drog, které jsou relativné stalé.
Hodnota plazmatického pH je u zdravych lidi obvykle 7,4 a vazebnost navykovych
latek na slinné proteiny je obecné zanedbatelnd (f;=1). Wan et al. (1978) zapsal

hodnotu 2,76 S/P poméru bazické drogy amfetaminu, kterd se shoduje s hodnotou

Rasmussen (1964) sestavil rovnici zaloZenou na rozdéleni pH, ktera popisuje

(pH-pK;)
1+10 xf,

~S/P= P of
(PRa—PH)
_S/Pe 1+10 xf,

Ko—pH,)
1+10(P a~ P p)xf

5

koncentrace drogy ve slinach
koncentrace drogy v plazmé

konstanta pK, drogy

pH plazmy

volna frakce drogy v plazmé

volna frakce drogy ve slinach

vypoditanou dle podle Rasmussenovy rovnice (S/P=2,21).

(1)

)




V rovnici (1) a (2) se pfedpoklada pasivni a rychlé difiize latek mezi plazmou
a slinami. JestliZe slinné Zl4zy vylucuji malé frakce drog, stane se transport zavisly
na slinném toku. Graham (1982) sestavil rovnici pro slinnou clearance (CLg):

CLs = Qg* S/P

kde symboly: Qs..... rychlost slinné produkce

S/P..... je koncentraéni pomér latky

Z rovnice je patmné, Ze slinnd clearance je pfimo Gmémd S/P poméru a
rychlosti pritoku slin, Zuidema a Van Ginneken (1983a) sestavili podobnou rovnici,
ve které rozdélili clearance na aktivni a pasivni komponenty. Charakterizovali
substance s vysokou mirou extrakce S/P jako latky s vysokou mirou clearance.
V ptipadé dobré lipofility a vysoke miry extrakce je slinné clearance pfimo umérnd
pritoku krve. V pfipadé opalném, tedy nizké lipofility a nizké miry clearance je
pfechod substanci pfes membranu a jejich objeveni se ve slindch dan tazv.
rychlostnim pomérem ( aktualni koncentrace/rychlost pritoku krve. Slinna clearance
je vtomto piipadé tedy jen parcidlné zavisld na pritoku krve, i kdyZ slinny tok
zlistava zavislym na krevnim toku. Slinnd koncentrace navykovych latek se postupng

sniZzuje s rostouci rychlosti toku slin a krve.

Intraindividualni variabilita poméru S/P mnoha INL se miiZe projevit po
jejich oralnim ¢&i intravenéznim podani. Posti (1982) piedloZil pravdépodobnou teorii
zaloZenou na proménlivém arteriovenéznim koncentraénim pomé&ru, Haeckel (1990)
popsal tento jev vice detailn&ji. P¥i ordlni aplikaci dochdzi k absorpci latky ze stfeva
a vjejim pocatku je v arterialni krvi vy38i koncentrace drogy nez-li v krvi vendzni
(pozitivni arteriovendzni diference). Po kompletni absorpei, kdy je§té neni latka
metabolizovana, piipadné je metabolizovana v zanedbatelném mnoZstvi, je situace
opalna (negativni arteriovendzni diference v eliminaéni fazi). Tuto fluktuaci
koncentraci popsal Haeckel (1990} pro kofein. Vzhledem k mnoZstvi protékajici krve
se¢ organy liSi a Ize je rozdélit do dvou skupin. Pro prvni skupinu orgdnd je
charakteristicky velky pritok krve (pt.jatra, ledviny, mozek, slinné Zlazy), zatimco u
druhé skupiny je popisovan relativng nizky tok krve (pt. kiize, kosterni svalovina ve
fazi klidu, tukova tkan). Farmakokinetika povazuje prvni skupinu za centrdlni a

skupinu druhou jako periferni kompartment. Z vySe uvedeného lze odvodit

nasledujicf Gvahu. Slinné zlazy maji vysoky krevni pritok, arteriovenézni diference




o sﬁbstanci schopnych difiize je relativné mala a blizi se k hodnoté 1,0. Nizka korelace

" mezi kompartmenty, pak miZe byt zanedbana (Haeckel, 1990).

3.4 Amfetaminy

Amfetamin je chemicka latka patfici do skupiny budivych amind, tj.derivati
sympatomimetik s centrdlng draZdivym G¢inkem. AMF byl syntetizovan vr. 1887,
vr. 1939 byl ndvyk povaZovdn za vyloufeny a za necely rok bylo popsano jeho
zneuzivani v USA.

o Skupina budivych aminti md desitky zastupclt pouZivanych a bohuZel z vétsi
asti zneuZivanych v praxi, Latky amfetaminového charakteru jsou ziskdvany cestou

chemické syntézy (chemické ndzvy a struktury jsou uvedeny v pfiloze).

3.4.1 Terminologie

Alexander Shulgin (1978), specialista na psychomimetické fenylethylaminy
tvrdi, Ze ,,nazev amfetamin uréuje jednu jedinou chemickou strukturu, a proto by
nemél byt divod, pro jeho uZiti v mnoZném ¢&isle®. Nicméné je pluralu vyuZivano,
zpravidla jako generickych nazvli mnoha slouenin obsahujicich amfetaminovou
strukturu.
| JIH. Biel a B.A. Bopp (1978) definovali strukturu amfetaminu jako:
(1) nesubstituovany fenylovy kruh, (2) dvou uhlikaty Fetézec mezi fenylovym

kruhem a dusikem, (3) o-methylova skupina, (4) primami aminoskupina.

3.4.2 Popis psychostimulancii

Psychostimulancia jsou latky s nefyziologickym u¢inkem na CNS. Jejich
heurobiologicky mechanismus plsobi cestou zvySeni koncentrace monoaminG na
synapsich, ovlivnéni presynaptickych receptoril a sniZeného zpétného vychytavani

monoaminii. Déle blokuji jejich biotransformaci (inhibici monoaminooxidasy, dale

jen MAO) a podili se na vytvafeni p-hydroxynorefedrinu, ktery piisobf jako falesny
mediator). Typickymi zastupei jsou AMF, MAMF, MDMA a dalsi.




3.4.3 Popis amfetamind

Amfetamin a tzv.“formované amfetaminy* (v cizojazyéné literatufe jsou
nékdy oznafované derivity AMF termfnem “designer amphetamines) jako napf.
MDA a jemu podobné derivaty jsou centrdlni nervové stimulatny populdrng
zneuZivané pro jejich psychotropni efekt, zahrmujic{ pocit euforie, zvysenou energii a
bdélost. Podani amfetaminli je obecné oralni nebo intravendzni cestou, zatimco

methamfetaminy jsou zneuZivany oralng, intravenozné i cestou kouteni.

3.44 Zdroje amfetaminu

Piirodni amfetaminové zdroje

Amfetaminy, stejn& jako opidty, kokain, nikotin, marihuana a alkohol, jsou
produkovéany rostlinou fii. Typickymi rostlinnymi predstaviteli jsou &lenové rodu
Ephedra a stromu Catha edulis.

Ephedra sinica, Casto oznafovana pouze jako ephedra a v Cing jako Ma
huang (“Hledajici potiz*), ma hlavni aktivni komponentu efedrin (7.2-7), ktery byl
identifikovan vr.1887 Nagajoshi Nagai (zakladatel Farmaceutické spoletnosti
v Japonsku). Cerstvé listy z kefe nebo stromu Catha edulis obsahuji kathinon (7.2-9)
a norpseudoefedrin (kathin) (7.2-10). Mezi dal3i rostlinné odridy, které obsahuji
pfirodni amfetaminy patti odrildy Akdcie, které obsahuji AMF a MAMF (Clement et
al., 1998) a AMF v Egyptském jasminu (Nofal et al., 1982). Meskalin (7.2-6) je
ziskavén ze suSenych vrcholkd kaktusd Lophophora williamsii a jeho piibuznych
druhi.

Amfetaminu podobné endogenni slougeniny

Dlouhou dobu je zndmo, Ze dekarboxylaci metabolith aromatickych
aminokyselin Ize ziskat z fenylalaninu B-fenethylamin (7.2-11) jeho metabolit
fenylethanolamin (7.2-14), tyramin (7.2-5) z tyrozinu a tryptamin z tryptofanu, které

jsou formovany v periférnim nervovém systému (Nakajima et al., 1964) a v mozku

(Inwang et al., 1973).




Svyntetické amfetaminy

Rumunsky chemik Lazar Edeleanu popsal vroce 1887 (vesvé disertacni

-i’féci pod vedenim A.W. Hofmannaz Univerzity v Berling) syntetickou pfipravu

- amfetaminu. Mnoho amfetaminovych derivati bylo vyvinuto pro klinické pouZiti
jako napf. chutové supresivum fenfluramin (7.2-12), inhibitor MAO pouZivany pfi
16&bé Parkinsonovy choroby s nazvem Deprenyl (7.2-16) aj.

' 3.4.5 Farmakodynamika

Jako centralni sympatomimetika se do zna¢né miry podobaji svou strukturou
katecholaminim a jejich ucinek je tak popisovan jako primé plisobeni na receptory
adrenergnich struktur. Amfetaminy zvySuji koncentraci neurotransmiteri dopaminu,
noradrenalinu a serotoninu na nervovych synapsich jak v centdlnim nervovém
systému, tak i na periférii. VSechny tyto latky do wuréité miry tlumi
monoaminooxidazu, zvlasté tranylcypromin. Efedrin inhibuje cholinesterazu, aviak
hlavné zamezuje zp&tnému ukladani (uptake) katecholamini pfi jejich uvolnéni na
zakondeni sympatickych nervovych vldken (podobné jako imipramin), a tak zesiluje
jejich tuginek. Udinek efedrinu je oproti ostatnim latkdm zna¢né protrahovany.
Obecné je d& zvySeni koncentrace popisovan jako zvy$ené uveliovani medidtort
z nervovych zakonCeni a blokddou zpétného vychytavani. Amfetaminy dale blokuji
enzym monoaminooxiddzu (MAOQO), ktery inaktivuje katecholaminy. VSechny vyde

uvedené mechanismy vedou tedy ke zvySeni neurotransmise.

3.4.6 Farmakokinetika

Amfetaminy se dobfe resorbuji z gastrointestinalniho traktu a snaze pronikaji
hematoencefalickou bariérou. Dobfe se resorbuji i nosni sliznici.

Hodnota pK, konstanty amfetaminu je rovna 10 a jeho vazebnost na
plazmatické proteiny je z 16%. Teoreticky S/P pomér je 3,33. Amfetamin se
detoxikuje velmi pomalu, v mo¢i se objevuje jiz b&hem 20min (ovSem celd davka
muZe byt vyluovana fadu dni) a je exkretovan vét§inou v nezménéné formé&. Slinné
vzorky jsou vhodnéjsi nez-li vzorky modi, coZ je vysvétlovano vySsi koncentraci

amfetaminu ziskaného ze slin uZivateld po absorpéni fazi a na druhé strang silnym




: vlivem pH mode na exkreci drogy (Schramm et al., 1992). Pokud je pH mod&e meni
" nez 7, dochazi k rychiejsi eliminaci AMF.

Metamfetamin ma hodnotu konstanty pK, 10,1 a neni vizan na plazmatické
proteiny. Piiblizn¢ 70% davky je exkretovano mo¢i béhem 24h. Za normalnich
podminek je kolem 43% z davky eliminovéno v nezménéné podobé, 15% jako 4-
hydroxymetamfetamin a okolo 5% jako amfetamin, ktery je hlavnim aktivnim
metabolitem. Exkrece nezménéné latky zavisi na pH modi, pficemz byva zvétSena

v kyselé mo¢i a znaéné redukovana (okolo 2%) v modi zasadité.
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3.4.7 Farmakologické a&inky

Nejsilné€ji plisobi amfetamin a dexamfetamin, které vyvolavaji znaénou euforii
a podléhaji predpisim o omamnych latkdch. Téméf stejny Glinek ma téz
metamfetamin. Latka, ktera byla plivodné zavedena jako lék proti obezité je
fenmetrazin, stimuluje centrdlni nervovy systém podobné jako amfetamin, jeho
téinek je vSak menSi, protrahovanéjsi se slab8im skionem k ndvykovosti. Efedrin,
prirozeny alkaloid, ktery byl dlouhou dobu uZividn v lidovém lékaistvi, ma
euforickou sloZku podstatné slab$i a jeho hlavni pouziti bylo v 1é¢bg astmatickych
zachvatl jako bronchodilatans a ke zvySeni krevniho tlaku. Vzhledem k jeho
navykovosti je nahrazovan modernéj$imi 1éGivy nebo je zejména v HVLP
kompositech nahrazen optickym antipodem pseudoefedrinem, u ného? je riziko

zé&vislosti mintmalni.

Farmakologicky t¢inek centralnich sympatomimetik se projevuje vlivy na:

(1) bd&lost — odstrafiuji pocit Unavy a ospalosti, fadi se mezi pfimé
antagonisty u¢inku barbiturath a neuroleptik

(2) psychické funkce — zvySuji rychlost pfenosu nervovych vzruchfi mezi
jednotlivymi synapsemi v centralnim nervovém systému a tim i rychlosti
sledu myslenek, je viak prokézdno, Ze rychlost odpovédi se zrychluje,
zatimco jeji presnost se podstatné sniZuje; dochdzi tedy k rychlému sledu

mySlenek, aviak s velkou chybou




(3) motilitu — zvySuje motilitu experimentalnich zvifat, a to zvIa§té v prvni
hodiné po podani, v dalsim obdobi potom dochazi spise ke sniZeni
motility

(4) podkorové oblasti — vSechna centrdlni sympatomimetika maji zaroveti

analeptické 1iéinky, stimuluji dechové a cirkulaéni centrum v prodiouZené

miSe a antagonizuji tak toxické ucinky barbituratd a jinych sedativ

3.48 Piehled legalnich a ilegalnich amfetaminovych derivati
Mezi legalni latky amfetaminového typu se fadi:
- amfetaminy a jejich isomery (amfetamin, metamfetamin)
- analogy amfetaminu (efedrin, fenmetrazin, methylfenidat
fentermin, chiorfentermin)

- ostatni derivéty (cyklické slougeniny)

Ilegalni amfetaminové derivéty tzv. “formované amfetaminy* jsou shrnuty v tabulce
5. V poslednich letech jsou nejpopuldrngjdimi prekurzory pro syntézu ilegalniho
amfetaminu a metamfetaminu fenyl-2-propanon a efedrin.

Dal§i psychostimulaéni 1atky s odlinou strukturou: mazindol, pipradol, amfepranon,

fenethyllin, trihexyfenidyl, orfenadrin, benztropin, IMAO.

Tab. 5 Ptehled dalsich ilegélnich amfetaminovych derivati — “designer drugs*®

DMA di-methoxyamfetamin

DOB 2,5-dimethoxy-4-bromoamfetamin
DOET 2,5-dimethoxy-4-ethylamfetamin

DOM 2,5-dimethoxy-4-methylamfetamin, STP
MAMF metamfetamin

MBDB N-methyl-1-(1,3-benzodioxol-5-y])-2-butanamin
MDA 3,4-methylendioxyamfetamin

MDE N-ethyl-3,4-methylendioxyamfetamin
MDMA N-methyl-3,4-methylendioxyamfetamin
MMDA 3-methoxy-4,5-methylendioxyamfetamin
PMA p-methoxyamfetamin

TMA 3,4,5-trimethoxyamfetamin




3.5 Techniky odbéru slin
‘Existuje mnoho riznych stimull, které zplsobuji salivaci viz. kap. 3.2.1
(ﬁér’vové, mechanickd a stimulace kyselinou citrénovou). V mnoha studiich je
‘pozadovéna nestimulovana slina a testované osoby odplivavaji ptimo do odbérové
'zkumavky. Samotné plivani je obvykle dostacujicim stimulem k vyvolani prittoku
slin rychlosti okolo 0,5 ml/min.
_ Pfestoze vé&t§ina pacienti preferuje raddji darovani slin neX-li krve,
predstavuje “plivani” jakousi socidlni bariéru. Tento fakt a mozné dalsi piiginy,
jakymi je nervozita, uzkost a riznd onemocnéni, vedou pfi potfeb& slinného vzorku

ke sniZeni slinné sekrece, resp.k suchosti v ustech.

Zvykani parafinového vosku, parafilm®, gumovych prouzki, kouskt Teflonu

nebo Zvykacky (Dawes a Macpherson, 1992), vyvola priitok slin obvykle 1 aZ
3 mi/min.

Obecné plati, Ze rychlost sekrece vzriista s velikosti sousta a tlakem, ktery je
vyvinut pfi Zvykani, Jednostranné kousani podporuje hojnou sekreci #l4z na aktivni
strané Ust, zatimco sekrece inaktivni strany je velmi nizka.

Pi uZivani{ uvedenych stimuld doporuduje Mucklow (1982) ve své praci, aby
testovana osoba sliny nashromaZdila v Ustech a pii pocitu nutkéni sliny spolknout je
volné vyloutila z ist do odbérovky. Opakované vylu€ovéni slin by mohlo zplisobit
nape¢nén{ vzorku, vzniklé bublinky maji vyznamny vliv na zménu pH a tim dochazi
k chybné interpretaci poméru S/P.

Velmi potentnim stimulem chuti je par kapek citronové §tavy nebo pouziti
kyseliny citrénové o koncentraci 0,5 mol/l, tyto latky obecné indukuji maximalni

sekreci kolem 5 aZ 10 ml/min (Vining a McGinley, 1985).

3.5.1 Odbérové systémy

Béhem poslednich nékolika let byly mnohé vyzkumy soustfedény na vyvoj
metod, které fesily spousty existujicich problémii pramenici z vyuZivani salivy jako
biologického materialu pro kvantitativni stanoveni tzv.volné navykové latky (bez
proteinové vazhy). Cooper et al.(1981) a May et al.(1978) byli prvni, ktefi pouzili

dentélni bavlnénou rulitku k monitorovani desipraminu. V nasledujicim obdobi




;: Jejlch metoda posla fadou zmén a vylepSeni a nyni je dentalni bavlnéna rulicka
' .ddstupné. jako Salivette®. Procedura odbéru je nasledujici: béhem Zvykani (po dobu
" '30-45 sekund bez nebo za pomoci stimulace) dochazi k absorpei slin do dentélni
"lljavl'néné ruli¢ky. Takto zachyceny slinny sekret je vloZen do odbérovky s plastovym
uzévérem a upevnén do zkumavky k centrifugaci. B&hem centrifugace dochazi
kpaséii slin z ruli¢ky do spodni &asti zkumavky, se kterou se poté pracuje (viz obr.
4) (Haeckel at al., 1989). Nevyhodou u Salivette® je interference dentélni bavinéné
ruli¢ky s nékterymi analyzovanymi hormony a léky, jako napf.u testosteronu (Dabbs,
1991).' Vyhodou Salivette® oproti ostatnim typim odbérovek je relativné velky
objem slin (1,5ml) za kratky &asovy usek (Héld, De Boer, Zuidema a Maes, 1995).

Dal$im sbémym zafizenim je OraSure®, ktery absorbuje po vloZeni mezi
tvafe a daseni 1,0 ml gingivalni crevikulami tekutiny a sliny neZ-li sliny samotné.
V_tomtb i:)‘ﬁpadé je na misté pouZiti terminu ,,ordlni vzorek™, nez-li terminu saliva

(Thieme, Yoshihara, Piacentini a Beller, 1992).

| Ofél-Diffusion—Sink (ODS) zafizeni je uzivano jako in situ sbér ultrafiltratu
slm | (Wédé, 1992a; Wade a Haegele, 1991). ODS zafizeni, varianta dfive
pduiiﬁaﬁého systému pro Gasové integrované méfeni kortikoidd v intersticidlni
tek.l.l.f.in.é (Wade, 1984), je vloZeno do ust a kontinualné hromadi uréité slouceniny
pfoéesem diftize po koncentra¢nim gradientu. Koncentra¢ni gradient pro konkrétni
analyt je udrzovén vnitinim obsahem aparatu, ktery vaze latku jako volnou frakei.
Hodﬁota je zanedbatelna v porovnani s jeho koncentraci ve slindch. Antisérum ma
odpdvidajici specifitu a vazebnou kapacitu uZivanou k zachovani koncentraéniho
gfadiénm pro kortikosteroidy (Wade a Haeggele, 1991). Zafizeni ODS mizZe byt
pouzito k reflexi dostupnosti hormont ve slinach, je obzvlasté vhodny ve studiich
slouenin, které maji epizodickou sekreci a rychlou clearens. Vysledky ziskané ODS
nﬁaji obecné vysokou korelaéni hodnotu s vice tradiéni c¢asové integrovanou
métodologii (Geris a Kathol, 1992; Shipley, Alessi, Wade, Haegele a Helmbold,
1992).
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Obr. 4. Salivette® pro slinny vzorek {Haeckel et al., 1987)

Schramm (1990) vyvinul zafizeni pro in situ sbér ultrafiltratu slin, ktery je
zaloZen na principu osmotické pumpy. Semipermeabilni membréna (propustny limit
12,000 Da) obklopuje osmoticky aktivni substanci (sachardza), vioZenim do st
pacienta dochazi béhem péar minut k ultrafiltraci slin (1 ml ultrafiltratu za 5 minut).
Vnitfni ¢ast osmotické pumpy je nepropustnd pro velké molekuly, &imZ jsou
eliminovany béZné problémy, se kterymi se setkavame p¥i odbéru slin, napf.
vylou€eni nadbyteéného mnoZstvi pény obsahujici mélo tekutiny nebo diskomfort
pacientd, ktery prameni z formace viskézni sliny mezi visty a odb&rovym zafizenim.

Vyhodou v laboratornim procesu je nizka viskozita Gistého ultrafiltritu a
v porovhé.l_ni s b&Znou slinou je laboratorni proces zjednodusen (¥4dna centrifugace,
extrakce a V&t presnost). Dal8i vyhodou ultrafiltraéniho kolektoru je odstrangni
problému kontaminace bunétnymi souddstmi krve, molekuly navazané na proteiny
jsou eliminovany samotnou technikou odbéru slin (Borzelleca a Cherrick, 1965).

Dominujici nevyhodou tohoto systému je hustota tekutiny ultrafiltratu, kterd
je zplisobena vysokou koncentraci sachardzy (jez se pouZiva jako osmotickd hnaci
sila).

Ke sprdvnému  stanoveni aktualni koncentrace hiedanych  analytd
v ultrafiltrdtu je zapotfebi korekéni faktor, ktery je odvozen z hustoty roztoku
(Schramm, Annesley, Siegel, Sackellares a Smith, 1991). Cas stanoveni z ultarfiltrata
je velmi dlouhy v porovnani se systémem Salivette® (8 min vs 45 s).

Kolektor je dostategnym stimulem slinného toku, neni tedy nezbytné uzivat

mechanické ptipadné chemické stimuly, které mohou interferovat s kvantitativnim
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. stanovenim analytli, vytvifet nespecifické vazby nebo jinymi zpisoby ovliviiovat

- jmunoanalyzu. Kromé toho je slinné pH stabilizované ve stimulované salivaci.

'3.5.2 Vlivy odbérovych systémii

U komeréné dostupnych odbérovych systémi oralni tekutiny byly v in vitro
studifch zjistény rozdilné drogové a slinné recovery (vytéZnost). V laboratornim

vyuziti by se méla recovery pohybovat v rozmezi 50-90% (O’Neal et al., 2000).

36 Analyza navykovych latek v télnich tekutinach

Analyzu INL v télnich tekutindch Ize schematicky rozdélit

s Orientadni analyza (kvalitativni analyza)

o Instrumentalni
o Manualni
o Terénni testy
» Barevné reakce
» Imunoprecipitaéni rychlé testy
. @ Instrumentalni analyza (kvalitativni a kvantitativni analyza, napt. HPLC, GC,
. EMIT atd.)
- Konfirma¢ni analyza (instrumentilni analyza ve spojeni s rfiznou detekei,
napt. GC/MS, GC/MS-MS, LC/MS, LC/MS-MS)

3.6.1 Analyza INL v oralni tekuting

~ Analyza navykovych latek v ordlni tekuting v sou¢asné dob& nejvice vyuziva

| i_niunoanalyﬁckych metod, které jsou zakladem systému rychlotesti.

Principem imunoanalytické metody je reakce antigenu a protildtky za tvorby

komplexu, kterou vyjadtuje nasledujici rovnice: Ag + Ab — [AgAb]




| Haptenem v antigennim komplexu je hledany analyt-marker uZiti drogy. Do
"';:uréifé- miry specifickd protilatka je znafena v pfipad& rychlotestii koloidnim zlatem,

" fosforem pripadnd jinymi indikatory.

' 3 6 1 1 S'cr'eeningové testy

_ Imunoanalyza jako metoda, kterd umoZiiuje stanovit drogu ve slindch, musi
. zmﬁérlt nebo mit signifikantni tzv. zkfiZenou reaktivitu sparentni drogou a
llpoﬁlmm metabolitem, napf. kokain jako parentni droga a ekgonin methyl ester jako
}eho 11poﬁlm metabolit. Drogy, které se koufi (marihuana, kokain &i heroin) jsou
| vdepotmch mistech bukalni sliznice a predominuji ve sling. Imunoanalyza, ktera
slouzi k detekci hydrofilnich metaboliti drog vmo& neni vhodna pro slinny
screening. Pred zavedenim specifické imunoanalyzy pro slinny screening musi byt
provedeny klinické experimenty a testy senzitivity, specifity a prediktivni hodnoty

szdil_nj’;ch cut-off kiivek drog ve sling.

3.6.1.2 Terénni testy

Mezi prvnimi terénnimi testy pro detekci INL byla metoda vyuzivajiei
barevné reakce, z nichZ prameni i jeji nazev Barevnd reakce (CR, color reaction).
Zékladem reakef byla barevni zména Marquisova &inidla. Tyto reakce se viak
vpraxi  pHli§  neosvéddily a  byly  nahrazeny sofistikovan&;¥imi
imunochromatografickymi terénnimi rychlotesty.

U rychlotestd se obecn& jedna o lateralni difizi vzorku oralni tekutiny
spoleén& s mono- & polyklonalni protilitkou v pufrovacim roztoku, ktera prochézi
linedmim uspotddanim imobilizovanych drog. Pokud je droga ve vzorku pfitomna,
navize se na ni protilatka a vytvofi se komplex. Nenavézana protilatka prochazi
testovaci linii a reaguje s konjugtem imobilizovanych drog. V misté reakce se
Vvytvori barevna precipitatni linie, ktera je indikaci negativniho vysledku (tedy

pozitivni test je negativnim vysledkem).




Cozart Rapiscan systém byl prvnim rychlotestem s elektronickym &tecim
zatizenim. Byl vyvinut v roce 1998 a vyuZival lateralni{ imunoanalyzu s protilatkou
znalenou koloidnim zlatem (Spiehler, 2001). Sbémy bunié¢inovy valetek odbérové
soupravy po vloZeni do ust absorbuje 1ml slin, poté je umistén zpét do odb&rovky a
promyvan 2 ml pufru. Na kazetu je nakapano 6 kapek smési sliny a pufru. Doba
trvani prichodu vzorku je 3-5 minut pro jednoduchy ¢&i dvoupanelovy test a 12 minut
pro pétipanelovy test. Vysledky testu (zlatem znafena protildtka navadzana na
imobilizovanych drogach pii absenci drogy ve sling) jsou monitorovany ve &tecim
zafizeni. Kontrola kvality je provadéna pomoci mysi protilatky IgG, ktera je
pfitomnd na konci setu a zjiStuje kompletni laterdlni diftzi vzorku. V piipadg
pozitivity je doporuCeno zbytek vzorku (2,8 ml smési) uchovat pro konfirmaci

vysledku, pfipadné odebrat mo€ nebo krev (De Giovanni et al., 2002).

Dal$imi imunochromatografickymi testy, které vyuZivaji k detekei protilatku
znaCenou zlatem je ORALScreen Systém (Avitar, Canton, MA) (Barrett at al., 2001),
DrugWipe a DrugRead (Securitec GmbH, Ottobrun bei Munchen, Germany).

V nedavné dob& byla pouZita technologie tzv. Up-converting Phospor
Technology (UPT). Principem UPT je fyzikdlni jev zvany luminiscence. Jde o jev,
kdy pevnd latka absorbuje v n&jaké formé energii, pfidemZ ast této energie mize
dale emitovat ve formé elektomagnetického zafeni ve viditelné nebo ji blizké oblasti.

Luminiscenéni latky jsou tzv. luminofory, UPT vyuZiva fluorescenci, coZ je specilni

ptipad luminiscence, kdy emise bshem zafeni ma zpoZdéni mensi nez 107%s.

Luminiscenci umozituji pfimésné aktivacni atomy vyskytujici se v malém mmoZstvi
v zakladn{ krystalografické mfiZce luminoforu.

UPT technologie je zaloZend na lanthanovych &asticich umisténych v
krystalu, které absorbuji infratervené svétlo a emituji viditelné zateni (viz obr. 5. a
6.). Z emitovaného svétla se kvantitativné stanovuje koncentrace drogy ve vzorku.
Tato metoda nahradila down-converting detekei, jejimZ principem bylo absorbovat
energii fotonG a emitovat foton o niZd frekvenci a kterd méla fadu nedostatki.
Hlavnim problémem bylo excitaéni ultrafialové zateni, které zpisobilo fluorescenci
fady organickych slougenin a tim autofluorescenci pozadi s chybnymi vysledky.

Mikrotitraéni analyzou amfetamini a metamfetaminii se zabyva firma

OraSure Technologies, Inc. (Bethlehem, Pa) (Niedbala, 2001).
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Obr. 5. Princip UPT technologie (Niedbala et al., 2001)
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Lanthanové ¢astice jsou umisténé v krystaln.Tyto elementy neradiaktivné prenase
energii ve formé fotoni z absorberu na emiter.
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Obr. 6. Testovaci desti¢ka UPT technologie (Niedbala et al., 2001)

3.6.1.3 Konfirmaéni testy

Pozitivni vysledek on-site testh musi byt potvrzen sofistikovangjsi metodou.
Materidlem je vzorek slin, pfipadné je dodina krev & moé (pozitivné oznadeného
jedince). Bazdlnim a nejvice uzivanym analytickym systémem pro konfirma&ni
analyzu amfetamind je konfigurace plynové chromatografie ve spojeni s hmotovou
spetrometrii (GC/MS).



4 Experimentalni ¢ast

’

V ramci experimentalni ¢asti mé diplomové prace jsem se zi¢astnila programu
protidrogové politiky s ndzvem “Analytickd supervize rychlych orientagnich prikazi
ilegdlnich navykovych latek ve slinach®, jehoz zadavatelem bylo Ministerstvo
zdravotnictvi Ceské republiky. Program byl zahdjen 7.4. 2004 rozhodnutim
Ministerstva zdravotnictvi CR &. 42/04-OZP/4, kdy byl otevfen finanéni zdroj pro

dotaci.

4.1 Cilova skupina
Extralaboratorni testovanf na pfitomnost amfetamini a metamfetaminl se

tykd prakticky celé populace Ceské republiky. PouZiti souprav k detekci drog je
cileno na problematiku nehodovosti na pracovistich a v dopravnim dseku,

v monitorovani socialné problémovych skupin obyvatelstva nebo Skolni mladeZe.

4.2 Material a metodiky

4.2.1 Osnova postupu experimentalni ¢asti

Pti sbéru analytickych vzorki od testovaci skupiny probihaly zaroveil analyzy

odebraného biologického materidlu s vyuZitim laboratornich instrumentalnich metod
screeningu EMIT a konfirmace GC/MS za Gcelem fizeného vybéru pozitivnich
vzorkh. Detekovatelny koncentraéni rozsah pozitivnich vzorkt byl stanoven dle
internich laboratornich operaénich postupii detekénich limitd GC/MS metodik.
Konfirmované pozitivni vzorky byly zamraZeny na —70°C, aby bylo mozné je
podrobit terénnim testovacim soupravam. Poté nasledovala dal§i faze sb&ru zejména
pozitivnich vysledki a paralelni analyzy instrumentdlni metodikou a rychlotesty.
Kone¢nou etapou bylo zpracovéni analytickych vysledkd, tedy jejich vyhodnoceni a

zavéry z nich pramenici.




4.2.2 Testovaci skupina a biologicky material

Pro ti¢ely testovani byla vyuZita statisticky reprezentativni skupina klientt
Detoxikadniho centra, poraden pro toxikomanie a dal§ich pacienti zejména
z onkologické kliniky. Od této skupiny byly ziskany dublety analytickych vzorkt

slin a modi.

4.2.3 Popis terénnich testi a konfirmacni techniky GC/MS

4.2.3.1 Soupravy terénnich testd

SalivaScreen 5 Test SYNTRON BIORESEARCH (dale jen Syntron) a Saliva
Screen VI ULTIMED (déle jen Ultimed)

Nabidka testd navykovych latek na soupravach (v originilnim zné&ni):

SYNTRON:
Amphetamin (AMP)
Cocaine (COC)
Marijuana (THC)
Methamphetamin (MET)
Opiates (OPI)
Phencyclidine (PCP)

ULTIMED:

Opiéty/morfin (OPI)

Marihuana (THC)
Kokain/Benzoylecgonine (COC)
Methadon (MAD)
Methamphetamin (MET)
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4.2.3.2 Technika GC/MS

Vzorek je podroben upravé na SPE extrakei, pficemz? jeho eluat je odpaien
v dusikové atmosféfe a reziduum je derivatizovano s trifluoracetanhydridem.

Pro extrakci amfetamini z mode na pevné fazi se pouZiva typ MPI, ktery je
vhodny pro hydrofobn'i molekuly s funkénimi skupinami katexu. Po eluci a nasledné

derivatizaci je vzorek vhodny k dal3i analyze na GC-MS.

Extrakee
Vakuovy extraktor firmy Supelco, membranova pumpa

SPE-extrakce na pevné fazi, kolonky MP1 - katexy s C18 (Varian, Inc.)

Chemikalie a ¢inidla:

- standardy d-amfetaminu Abbott v nativni mo¢i

- derivatizaéni &inidlo: anhydrid kys.trifluoroctové, anhydrid kys. heptafluorbutanové
- zkumavky Toxi-Tubes A
- KH,PO, p.a., KOH p.a., NH4OH konc., HCI konc., EtOAc GC purity, kys.octova

ledova, methanol, voda

Pracovni postup

e Patfi¢ny pocet mikrokolonek se umisti do vakuového manifoldu Supelco

e Provede se kondicionace kolonky pomoci 100 pl methanolu

e Kolonka je proplachnuta 200 pl fosfatového pufru 0,1M o pH 6

e Na kolonku jsou naneseny 2 ml zpufrovaného vzorku

o Kolonka je promyta 500 pl destilované vody, 500 pl 0,1 M kyseliny octové a
500 pl methanolu

e Disk se ponecha susit pfi zvétSeném vakuu (17 — 34 kPa) po dobu 5 minut

e Pfida se 500 pl methanolu, zveétsi se vakuum (34 — 68 kPa) a susi po dobu
5 min

o Vyména zkumavky za normalniho tlaku

e Aplikace 1,5 ml elu¢niho ¢&inidla (ethylacetat : methanol : amoniak, v poméru

8:2:0,2)



e

» Aspirace za tlaku 6,8 kPa

* Qdpafeni eluatu pti 45°C v atmosféie dusiku

* Derivatizace pomoci 100 ul PFPA pii teploté 70°C po dobu 60 min (plati pro
spoleéné vzorky, ve kterych detekujeme zaroven amfetaminy 1 opiaty)

» Derivatizace pomoci 200 nl TFAA pii teploté 80°C po dobu 15 minut (plati

pro samotné amfetaminy)

Parametry GC-MS
Systém GC-MS: Magnum Finnigan MAT (dnes firma ThermoElectron, Inc.)

Injector: Lauber injector

Autosampler: A200S, Finningan MAT

Pumpa: turbopumpa PFEIFFER TP 4/4, 020-065, vykon 60 1/ min
GC kolona: ZB1ms; délka 30m; sila vrstvy stacionarni faze 0,25 mm
Stacionarni faze: 100 % dimethylpolysiloxan

Teplotni program pro GC:

70°C; 1 min

70°C ~ 200°C pfi 30°C/min (teplotni gradient)
200°C — 260°C pii 8°C /min (teplotni gradient)

260°C 28 min

Derivatizaéni ¢inidlo: PFPA, deprivatizaci vznikaji pentafluorpropionylové
derivaty

Metoda ionizace: Elektron Impact — elektronova ionizace

Rychlost skenu: 5 pScans

Celkova doba trvani analyzy: 35 min

Charakteristické hmoty m/z:
AMF -190, 118, 91
MAMF - 204, 160, 118, 91
EFEDRIN - 204, 110, 91
MDMA -- 204, 162, 135, 110, 77
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4.2.4 Zpusob odbéru a zpracovani slinného vzorku pro

screening

Pfed odebirdnim vzorku slin bylo nutné testovanou osobu pouéit o vhodnosti
nemit potravu v tstech minimaln€ 5 minut pfed odbérem. RovnéZ i pocit sucha

v ustech lze feSit podanim sklenice vody opét minimalné 5 minut pred odbérem.

SbéraCe pouZité pro odbér oralni tekutiny byly dvojiho typu
1. typ: Saliva collector
e Testované osobé se vloZi do tst sava houbicka
o Ponechi se sytit slinami pomoci jazyka a rtd pfiblizng 2 minuty
e Sbéra¢ je vyjmut a vloZen do trychtyitku (soucasti odb&rového systému) tak,
aby se houbicka stladila o stény, tim se nabrané kapalina vloZ do nalevky
e Z nalevky je OT vykapana do aplikaéni jamky desti¢ky
e Vykapavani se sestava ze 4 kapek, které jsou aplikovany v 10 sekundovych
intervalech
2. typ: Salivette
Odbérovka Salivette (viz kap.3.5.1, obr.4.) je zkumavka, kter4 je opatfena krytem.
Uvniti zkumavky je valecek obsahujici tampon.
e Do ust pacienta je vioZen vatovy tampon a ponecha se sytit 1 minutu slinami
e Po uplynuti této doby se tampon hygienicky vyjme (napk. pinzetou) a vloZi se
zpét do vélecku
e Odbérovka se necha centrifugovat a ultrafiltrat je aplikovén na desticku

testovaci soupravy

Na testovaci desticce jsou vedle vysledkového okénka naznadeny drahy pro
precipitacni linie. Test musi byt ode¢itéan do 15 minut po aplikaci vzorku. Vznikne-li
barevnd linie (modrofialova), vysledek je povaZovan za negativni a naopak. PH
vyhodnocovani je nutné odelist linii kontroly, kterd v pfipadé chybéni indikuje

neplatnost testu, resp.vysledek testu je oznacen za invalidni.
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4.3 Hodnoceni programu

4.3.1 Zpusob hodnoceni programu

Zpisob hodnoceni projektu byl zaloZen na obecng piijatych pravidlech, kters
jsou pouZivana v oboru analytické toxikologie a bioanalyzy. Pro screeningové a
konfirma&ni metody platila metodika standardnich operaénich postupii. Projekt se
sestaval ze t¥i hlavnich ¢asti:

(1) zmapovéni situace nabidky vyrobli na ¢eském trhu

(2) otestovéni a porovnani diagnostickych souprav

(3) testovanf pro statistické analytické vyhodnoceni.

4.3.1.1 Zmapovani situace nabidky vyrobk( na eském trhu

Byli zjiSténi pouze dva vyrobci, ktefi tyto vyrobky oficialng dodévaji na
Cesky trh, jde o soupravy Saliva Screen 5 Test SYNTRON BIORESEARCH (dale
jen Syntron) a Saliva Screen VI, ULTIMED (dale jen Ultimed). Dodavatelem
vyrobkil testerd Syntron byla spolednost Dynex, s.r.0. Praha a soupravy Ultimed
firma JK-Trading, s.r.o. Karlovy Vary na ¢esky trh. Soupravy jinych vyrobet nebyly

v dobé feSeni prace k dispozici.

4.3.1.2 Otestovani a porovnani diagnostickych souprav
Pro analytickou tinnost souprav v praktickém vyuziti, ktera je analytickym

parametrem kvality, existuje ekvivalent “monitorovaci G&innost®.

Pro zji$téni monitorovaci ¢innosti souprav, tj.schopnosti diagnézy abusu
drogy, byly diagnostické soupravy testoviny na realnych cilené pozitivnich vzorcich
slin a mode pacientil. Bylo shroma?déno 63 pozitivnich vzorkf slin a knim
komplementarni poet vzorkli moé€i pro korelaéni (praktické) vyhodnoceni. K tomu
bylo analyzovdno 13 anamnestickych prokazateln& negativnich dvojic vzork (sliny

+ mo¢), které slouZily k ovéfeni specifity terénnich testt.




Paralelni analyzy vzork( t&lnich tekutin vypovidaly o monitorovaci
schopnosti abtzu navykovych latek, nebot’ referenéni analyza, sohledem na
farmakokinetické zakonitosti, je zde analyza mo&i k niz se vysledky analyzy ve
slinach vztahuji. Vystupy tohoto bodu je tfeba povaZovat za zasadni a pro vyuziti

souprav v praxi jako nezbytny parametr.

Kalkulace u€innosti monitorovactho parametru (Effionitor) j€ dle vztahu:
Effmoniior: mrchsa] +P refP sal)/ (Nrestul + PrefPsal +P restuI + Nrefpsa-l)

pfi¢emz plati:

PrefPsa je shodny pozitivni vysledek konftrmace v moéi a slinach: PP
NrefNsal je shodny negativni vysledek v modéi a slinach : NN

PreiNsa je pozitivni vysledek v mo¢i a negativni vysledek ve slinach: PN
NietPsal je negativni vysledek v moti a pozitivni vysledek ve slinach: NP

4.3.1.3 Testovani pro statistické analytické vyhodnoceni
Principem je testovani analyticky pfesné definovanych vzorki slin s pfesnymi
pfidanymi koncentracemi analyth pro analytické vyhodnoceni specifity, sensitivity a

uéinnosti, dle pfislusnych rovnic:

Specifita = (TN)/(TN+FP)
Senzitivita = (TP)/(TP+EN)
Uginnost = (TN+TP)/(TN+TP+FN+FP)

TP spravné pozitivni vysledek

TN  spravné negativni vysledek

FP fale¥né pozitivni vysledek

FN  fale$né negativni vysledek

SR celkovy pocet spravnych vysledkl
FR  celkovy pocet nespravnych vysledki
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4.4 Vysledky a interpretace analytickych udaja
4.4.1 Monitorovaci ucéinnost na zakladé korelace sliny/mo¢

Koneéné vysledky zaznamenané v % shrnuji tabulky 6-8.

Tabulka 6 je pfehledem vychozich vysledkl psand v absolutnich &islech a
porovnava vysledky terénnich testi s referentni GC/MS metodikou.

Tabulka 7 podavé ptehled o vysledné mife monitorovacich G¢innosti souprav,
tj. o schopnosti potvrdit & vylouéit uZiti navykové latky ze skupiny amfetamint.

Mira shody mezi referenénimi GC/MS a imunochromatografickymi
metodami, tj.spravnost analyzy pomoci terénnich testli ukazuje tabulka 8. Pojedndva
o mife shody (%) referenéni GC/MS ve slinach s vysledky terénnich testl ve stejné

télni tekuting,

Tab. 6 Vysledky terénnich testl v porovnéni s technikou GC/MS

ULTIMED SYNTRON

MET AMP MET
PP 7 6 6
PN 0 1 1
NP 0 15 2
NN 55 40 51
INV 0 0 2

Tab. 7 Monitorovaci Géinnost souprav

MET AMP
SYNTRON
Effnonitor 95 74
ULTIMED i
Effonitor 100 -
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Tab. 8 Shoda mezi referenéni GC/MS a terénnimi testy ve sliniach

MET AMP
SYNTRON 94 33
ULTIMED 96 -

4.4.2 Testovani analytické a€innosti, specifity a senzitivity na

standardni pfidavky k slepym vzork{im slin

4.4.21 Priprava vzorki se standardnimi pfidavky (testovani senzitivity a
specifity)

Ke slinnym blankim bylo pro tento ucel pfipraveno 6 vzorkid standardnich
pfidavkd analytd ze tfi skupin (dle tabulky 9). Zdroje pro pfipravu vzorkl byly
definované kontrolnimi a standardnimi materidly firem Alltech, Inc. A Varian
(kontrola 19, TOXI-LAB).

Podet pouZitych souprav ktestovani standardnich pridavkt byl 25 u

SYNTRONU i souprav ULTIMED.

Tab. 9 Vzorky a jejich diference od prahové hodnoty pro testovani senzitivity a

specifity
¢islo vzorku analyt ¢ (ng/ml) n  dif cut-off (%)
im u ]

1 kodein 390 5 430

2 ~ kodein 21005 30

3 morfin 52 5 +30  +73
amfetamin 52 +4

4 morfin 28 5 -30 -7
amfetamin 28 ~44

5 benzoylekgonin 26 5 +30 -13

amfetamin 26 -48
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6 " benzoylekgonin 14 5 230 -53

amfetamin 14 72

7 morfin 40 5 +33 433
benzoylekgonin 40 +100  +33
amfetamin 40 -20

Vysvétlivky:

n ... pocet provedenych testtl

dif cut-off ...kladna ptipadné zaporna diference koncentrace analytu v % od prahové
hodnoty

s-cut-off SYNTRON

u-cut-off ULTIMED

im - cut-off imunochemické metodiky

4.4.2.2 Vysledky testovani analytické acinnosti, specifity a senzitivity
Dle nasledujicich vztahd byly vypoéteny hodnoty analytickych ukazateli:
Specifita = (TN)Y/(ITN+FP)
Senzitivita = (TP)/(TP+FN)
Uéinnost = (IN+TP)/(TN+TP+FN+FP)

Tab. 10 Vysledky pro testovaci soupravu Syntron
SYNTRON

celkovy podet testl 100

TP 28

N 48

FP 12

FN 12

INV 0

SR 76

FR 24
specifita | 80%
senzitivita 70%

uéinnost 76%
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Tab. 11 Vysledky pro testovaci soupravu Ultimed

ULTIMED
celkovy podet testll 125
TP | 55
N 70
FP 0
FN 0
INV 125
SR 0
FR 0
specifita 100%
senzitivita 100%
téinnost 100%

Porovnani vysledkd analytické d¢innosti, senzitivity a specifity obou souprav pro

detekei INL je zaneseno v grafické podobé& do obrazku 7.
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Obr. 7. Grafické shrnuti analytickych parametru testovacich souprav

Tab. 12 Deklarované hodnoty (vyrobcem) cut-off (ng/ml)
SYNTRON cut-off

MAMF 50
ULTIMED cut-off

d-AMF 50

d-MAMF 50
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5 Diskuse

Experimentdini &ast mé diplomové price se sestavala ze tfi hlavnich &asti,
Prvnim krokem bylo zmapovani situace nabidky vyrobkdl na éeském trhu, Zjistili
jsme, Ze komeréni nabidka kvalitativnich testli na tzemi Ceské republiky (v dobég
zahajeni studie) je na rozdil od distribuce v zdpadnich zemich Evropské unie nebo
Spojenych stath americkych nedostate¢nd. Na svétovém trhu se v dob& konani
experimentélni prace objevuje vice nez 12 komer¢n& dostupnych diagnostickych
testovacich souprav. Na konci 20. stoleti jsou z historického vyvoje dillezité dva
mezniky je jim rok 1990, kdy byl na trh zaveden prvni rychlotest pro INL v oralni
tekuting a rok 1999, kdy byly dostupné testovaci soupravy Avitar OralScreen, Cozart
RapiScan a Securetec Drugwipe (Samyn et al., 2001). Pogéatek 21. stoleti zaznamenal
rozvoj testovacich systémii INL ve sliné a byla vykonéna fada srovnavacich studii
mezi orientanimi rychlotesty a metodami instrumentalni analyzy (Verstraete, 2005).
Diky vSeobecnému zdjmu o jejich vyuZiti v praxi, se domnivam, Ze Ize na Ceském
trhu pfedpokladat jejich rozvoj a dostupnost.

Z pobledu hodnoceni analytickych parametrii se podatilo shromazdit statisticky
cenny soubor. Kvalita studie byla garantovana vysokym podtem testovanych entit,
pfiCemZ byl bran zfetel na selektivni vyb&r pozitivnich vzorki. Poget jedno sto
otestovanych kusli od kaZdého typu soupravy jsme poklidali v tomto ohledu za
dostadujici.

Analyticky parametr kvality, jakym je monitorovaci Ulinnost, tj. schopnost
souprav prokézat abuizus amfetamint pfipadné jeho derivatl, ndam poskytl moznost
srovnani obou testovacich systémi (viz 4.3.1.2., tab. 2). Souprava Syntron poskytuje
horsi vysledky nez testery znacky Ultimed. Tento fakt je moZné podtrhnout zjiiténim
velmi problematické absorpce OT na chromatografickou desku systému. Disledkem
pozorovaného jevu je zvy3ena citlivost k velikosti objemu aplikovaného vzorku,
¢imZ dochazi k vyraznému zpomaleni az alteraci precipitaéni reakece (neadekvatni
reakce Ag a Ab). V tomto pfipadé se nam osvéddila technika, pfi niZ byla testovaci
desti€ka v mfmé svislé poloze, tedy startovaci linie je umist&na vyse.

Odecet vzniku precipitaéni linie vnas$i do interpretace vysledkll uréitou
nejistotu tim, Ze barevna rozgliéovaci schopnost jedince je subjektivni zaleZitosti.
Soucasni svétovi vyrobei testovacich souprav minimalizuji riziko chybného odeétu a

tim 1 interpretace vysledku tim, Ze zavad&ji odeéitaci zafizeni. Cozart Rapiscan
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systém byl prvnim rychlotestem s elektronickym ¢tecim zafizenim. Byl vyvinut
vroce 1998 a vyuZival laterdlni imunoanalyzu s protilatkou znacenou koloidnim
zlatem (Spiehler, 2001). Tyto instrumentéalni modifikace rychlych testi jsou uzZiteéné

zejména pro “laické” vyuziti {policie, celni sprava apod.)

Souprava Syntron umozZiiuje paralelni stanoveni INL ze skupiny AMF a
MAMTF, pfiéemz testovaci systém Ultimed poskytuje stanoveni pouze MAMF. Tento
rozdil by nemusel mit velky vliv na moZnost pouZiti, nebot samotny AMF neni
zpravidla zneuZivan v tak velkém méfitku. Daleko vé&tsi mérou je v CR prokazan
abizus MAMF (latky znamé pod nazvem Pervitin) a MDMA (znama jako Extaze,
také pod nazvem Adam, E, X, droga lasky).

Pfi testovani standardnich pfidavki na analytickou udinnost, specifitu a
senzitivitu s ohledem na deklarované a zvyklostni hodnoty cut-off, kterd je pro AMF
a MAMF 50 ng/ml, byly vysledky pro testované analyty stoprocentni v piipadé
diagnostiky pomoci setu Ultimed. Vysledky u soupravy Syntron byly vyrazné horsi
(viz kapitola 4.4.2.2, tab.4-5, tab. 4-6, obr. 4-1).

Nesporna vyhoda, kterd je neustile zmifiovana pii uZiti rychlotestd k prikazu
abuzu INL je jeji neinvazivni charakter. Odbér slin & ordlni tekutiny je velmi
jednoduchy a mize byt odebirdn pfimo na misté, napf. dopravni nehody, incidentu
nebo vySetfovani trestného ¢&inu. Pro fadu testovanych jedincll je pfijateln&jsi
poskytovani slin jako biologického materialu nez-1i moce, krve €i vlasii (Fendrich et
al., 2001). Sliny jsou odebirany pod dozorem, ¢imZ je minimalizovano riziko
falovani ¢i zamény vzorkd. Je tedy velmi obtizné zfalSovat slinné vzorky (napf. u
drogové zavislych nebo pfi kontrole dopingu sportovcil} a tim se vyhnout detekei
drog (Jehanli et al., 2001).

Peel et al. (1984) jako prvni zkou$eli proveditelnost detekce navykovych
latek ve slinnych vzorcich ziskanych od fidi¢a (fizeni pod vlivem omamnych latek).
Jejich vysledky korelovali s policejnimi posudky. Dalsimi, ktefi provadéli studie
rychlotesti u zadrzenych #1di€h byli Yacoubian et al (2001) a u fidi¢d pod vlivem
drogy Steinmeyer et.al (2001).

Zajimavé a rozsahlé studie, které vznikly na zakladé podnétu Evropské Unie
byly programy ROSITA a ROSITA 2 (Roadside Testing Assessment). Program
ROSITA méla za cil zhodnotit kvalitu komerén& dostupnych kvalitativnich
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orientadnich rychlotestt (i prototyplt) v pritkazu abizu INL pfi silni¢nich kontrolach
v nékterych zemich EU (Vestraete, 2005). ROSATA 2 probihala v letech 2003 —
2005 a opét bylo jejim cilem ohodnotit kvalitu komeréné dostupnych testovacich
souprav i jejich moZnych prototypil v prikazu abtizu INL u fidi¢i. Studie probihala
v Sesti evropskych zemich a péti zemich USA. Bohuzel v dob& sepisovani mé

diplomové prace nebyla k dispozici zprava, ktera by shrovala vysledky této studie.

V kapitole 3.1.4 jsou zaznamenany vlivy, které se podileji na zméné formace
a sloZeni slin. Stupefi sekreéni aktivity Zlazy je ovliviiovan faktory zahrnujicimi
pohlavi, v&k, nutriéni a emo¢ni stav, cirkadialni rytmy, ro&ni obdobi, stavy jako napf.
melancholii, rlizn4 onemocnéni a spousty farmakologickych agens. Nelze pominout,
%e v dobg& experimentu jsem se potykala s riznym sloZenim a mnoZstvim odebirané
oralni tekutiny, coZ je jednou z hlavnich problematickych zaleZitosti na tomto poli
bioanalyzy. Byla patrna interindividudlni variabilita v nasbiranych objemech.
Cirkadialni rytmy se projevuji ve stimulaci ¢i potlaeni slinného toku, pH a na
nékteré soudasti slin (Dawes, 1972; Ferguson a Fort, 1974). Sucho v ustech ma za
nasledek zeslabeny slinny tok, coZ je pozorovano napf. pfi podavani tricyklickych
antidepresiv v disledku jejich anticholinergnich vlastnosti (Gelenberg et al., 1990).
Aps a Martens (2005) ve své studii popisuji zménu skladby oralni tekutiny pfi
systémovych onemocn&nich (cystickd fibroza, roztrouSena skleroza mozkomisni,
GVHD, diabetes mellitus, epilepsie, AIDS, alkoholicka cirhoza jater a ledvinna
disfunkce). Vénuji se charakterizaci ordlni tekutiny u pacientl trpicich systémovym
onemocnénim v porovnani se zdravymi jedinci, napt. u cystické fibr6zy (onemocnéni
exokrinnich #14z, které je charakterizovano poruchou transportu ionti) je produkovan
zkresleni vysledkd.

Vzdjemnymi vztahy mezi vkem, ordlnimi senzorickymi potiZzemi (OSC) a
salivaci se ve své praci zabyvali Nagler a Hershovich (2004). Cilem jejich studie
bylo vysetfit slinny pritok a sloZeni profilu v relativn€ objemné skuping lidi
zahrnujici vék 18-90 let, pfidemz vysledky byly korelovany s ohledem na nemoci,
uFvani 1ékti a OSC. V této praci bylo zjisténo, Ze star$i lidé maji signifikantné
redukovanou a alterovanou slinnou sekreci v porovnani s mlad3imi jedinci a zhruba

polovina starii populace trp{ OSC zahrnujici poruchy chuti nebo xerostomii.
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Vyde uvedené skutetnosti naznaduji rozsahlé moZnosti ve sloZeni oralni
tekutiny a zahmuji intra a individudln{ rozdily. Podminky pro zpracovéni slinnych

vzorkl by mély byt standardizovany.

Faktory ovliviiujici mechanismus transportu INL z plazmy do slin jsou
uvedeny v kap. 3.3.2. Soucasné plisoben{ n&kolika riiznych faktorl ma za nasledek
nebylo méfeno slinné pH, a proto ziskand hodnota poméru S/P nemohla byt
porovnina s pomé&rem vypoétenym. Plsobeni mnoha riznych faktord maze zplsobit
diferenci mezi teoretickym a stanovenym pomérem S/P. Samyn a Van Haeren (2000)
stanovili S/P pomér MDMA, ktery pfekrodil teoretickou hodnotu. Navarro et al.
(2001) zaznamenali exkreéni profil MDMA a jeho metabolitd ve slinich a v plazmé
po ingesci 100mg davky. U 8 zdravych dobrovolniki dosahla slinnd koncentrace
maxima po 1,5h, hodnoty se pohybovaly vrozmezi 1,73 az 6,51 mg/l. Tyto
maximélni hodnoty korespondovaly s primé&rmou hodnotou poméru S/P 18,1 (7,9
SD). Casovy profil poméru S/P mél vrchol po 1,5h, byl nasledovan poklesem a platé
fazi mezi hodnotami 7,3 a 6,4 v 10 a 24h po podani.

V teoretické &asti v kapitole 3.5.2 jsem naznadila moZny vliv odbérovych
systémii na vytéZnost, kterd by se pfi analyze méla pohybovat v rozmezi 50-90%
(O’Neal et al., 2000). Crouch (2005) ve své praci hodnotil zanedbané proménné pfi
testovéni oralni tekutiny a jednou ze zmifiovanych studii byla jeho prace (Crouch et
al., 2004). V této studii hodnotil zkomeréné dostupnych odbérovych systémi
nasledujici: Salivette ™(dale jen Salivette), Intercept®(Intercept), Finger Collector®
(FC), ORALscreen®(Oscreen), Hooded Collector®(HC). Jako sbémy objem pouzili
2g ordlni tekutiny. Do zkumavek umistili testované sb&mé zafizen{ a ponechali
inkubaci uréity &as (tzv. odbérovy &as, ktery je uren vyrobcem). Pokud neby! &as
specifikovan, zafizeni bylo ponechano ve zkumavce po dobu 5min. Jednotlive
systémy byly zvéZeny a rozdily mezi potitecni a konefnou véhou kultivatnich
zkumavek byly pouzity k vypodtu absorbovaného mnozZstvi oraini tekutiny kazdého
zatizeni. Systémem Salivette bylo odebrano 1,84g ordlni tekutiny a navraceno 1.48g
tedy 83% byla jeho recovery. VytéZnost oralni tekutiny u Intercepru byla 78%, u
sytému FC 77%, u Oscreenu byla zjist&na hodnota 33% a HC dosahoval pouze 18%

vytéZznosti. Pro udely prace jsem pouZila odb&rovy systém Salivette bez pridavku
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kyseliny citrénové, kterou jsem se rozhodla nepouZit vzhledem k niZe citovanym
tskalim pfi kysele stimulované salivaci.

Dale tietina in vitro testd byla pouZita k urdeni recovery pii abizu drogy a
jejich metaboliti. V tomto experimentu byly zesileny koncentrace INL/metabolitu.
Kvantifikace INL/metabolitu byla provedena pomoci LC/MS za pouZiti vicebodove
kalibrace pro kazdy analyt. Analytickd vyt€Znost byla vypo&itina délenim primémé
koncentrace z jednotlivého zafizeni a priimémé koncentrace kontroly (nebyla
sesbirdna odbérovym systémem). Témé&F shodné recovery maji latky amfetamin a
methamfetamin diky podobné struktufe. Salivette a FC systémy pfesahly 50%
recovery, u Interceptu a Oscreenu byla naméfena 16-36% vytéznost.

Vzhledem k citovanym dobrym vysledkiim vytéZnosti jsem se rozhodla
pouzit systém Salivette (vyt&Znost salivy je z 83% a vice nez 50% vytéZnost AMF a
MAMF). Daldim vhodnym odb&rovym systémem by mohl byt FC, u ktercho je
vyt&znost oralni tekutiny 77% a vytéZznost AMF a MAMF nad 50%. Existuje nemalo
vyrobelt u nichZ nejsou pfesné specifikovany parametry sbérmeho objemu, vytéZnost
ordlni tekutiny a vytéznost INL u odbérového zafizeni, pfipadné neznama metoda
mohou vytvafet fadu problémil pro laboratorni specifikaci a interpretaci vysledki.
Vice sofistikovany screening a konfirmaéni technologie mohou byt potfebné
k dosaZeni pozadované senzitivity. Limitovany objem ordlni tekutiny mizZe
znemoZnit screening a konfirmaci vé&t¥iho poétu drog nehledé na to, Ze opStovne
zméteni jiZ neni moZné. Ziskany objem (vytéZnost) a variabilni odbér mezi

jednotlivymi zafizenimi mohou byt pfi¢inou rozdiiné laboratorni interpretace.

Techniky odbéru oralni tekutiny vyuZivaji rozdilné stimuly salivace.
V kapitole 3.5 jsou shrnuty praktiky, se kterymi je moZné se setkat.

Autoti n&kterych studii se zaméfovali na vysoky salivaéni pritok
v prodlouZeném ¢asovém intervalu, pfi€emZ sekreci stimulovali leky, mnapft.
parasympatomimeticky pilokarpin, ktery se wuziva oralng, subkutdanné nebo
intravendzné. V davkach potiebnych k produkci slin o velmi vysoké rychlosti
pritoku mohou mit parasympatomimetické léky nezadouci vedlej§i uéinky, jako
napt. poceni, palpitace, koliky abdominaln{ oblasti a urgentni nutkani mo¢it. Kromé
uvedeného 1éky zplisobuji rozsiteni spojd fight junction. T&mito spoji prochézi
sloudeniny o vy$i molekulové hmotnosti, které ve slin za normalnich okolnosti

piitomné nejsou. Nap¥. stimulace potkanich parotid isoprenalinem zpisobuje zvyseni
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junctionalni permeability, tim dochézi k pasizi stopového mmozstvi slouéenin o
molekulové hmotnosti < 34,500 (Mazariegos, Tice a Hand, 1984). Dusledkem
vétiiho mnozstvi proteind, které prochazely spoji, byl vice viskozngj$i vzorek slin.

Kyselina citrénova je velmi potentnim chemickym stimulem tvorby slin.
Stimulace vede ke zvySené rychlosti slinné sekrece a tim k ziskani adekvétniho
mnozstvi vzorku, zaroven viak zplsobuje zmény ve sloZeni ionti v sekundarni
salivé. Tyto zmény se tykaji predev§im hydrogenuhli¢itantt (v teoretické &asti je
popsan vztah mezi slinnym pH, koncentraci hydrogenuhliditani a rychlosti slinného
prutoku). Slab& bazické latky =zflistdvaji ve slinnych Zldzdch a nepfechazeji
v dostateéném mnozstvi do slin. Vys8i koncentrace hydrogenuhlic¢itand v disledku
stimulace slinéni, mé za nasiedek vys8i pufraéni kapacitu ordlni tekutiny a korekei
pH slin po pfidani kyselych latek. Kyselina citrénova je slabou kyselinou a jeji
pfitomnost ve slindch nevede k vyraznéj$imu sniZzenf pH slin. V experimentu jsem
nepouzila kyselinu citrénovou, jak jsem jiz vySe uvedla, navic zména pH nemaé tak
vyrazny viiv na pfechod amfetaminit mezi plazmou a slinou {(pomér S/P).

Fyzikalni nebo chemickeé stimuly, které jsou uzZividny pii odbéru slin by
nemély absorbovat lipofilni latky a modifikovat analyzované sloudeniny, dile by
nemély predstavovat interferujici faktor béhem analytického procesu. Napf.
Parafilm® vykazuje absorpei k velmi lipofilnim molekuldm, coz ma za nasledek
zjevnou redukei hladiny INL (Taylor et al., 1978), cemuZ jsem se pii odbérech
zamémé vyhybala. PouZivaly se standardni odbérové zkumavky firmy Greiner.
Chut'ové stimuly (pf. kyselina citrénovad) zplsobuji zmény slinného pH, jeho
disledkem je chybny vysledek, ktery vychézi z vypoétu S/P poméru. Navic Paton
(1986) ve své studii uvadi, Ze kyselina citronova zplisobuje interference v nékterych
imunologickych analyzich.

U zdravych testovanych pfedstavuje gingivalni crevikularni tekutina (ze zubid
a okraje dasni) vice nez 0,5% objemu smiSené sliny a tento rozmér zfetelné vzriista u
pacientd s gingivitidou (Cimasoni, 1974). Exudativni plazma, kterd pochézi
z minoritnich odérek ust, mize také p¥ispivat k celkovému objemu slin. Gingivalni
tekutina obsahuje protein v takika podobném mnoZstvi jako plazma, coZ piedstavuje
moZnou cestu vstupu mnoha INL do slin. Proto jsou testovani pozadani, aby se
nékolik hodin pred sb&rem slinného vzorku se vyvarovali €iSténi zubd a jinych

praktik ordlni hygieny.
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Koufeni, Snupanf a ordlni cesta podani ilegalni navykové latky zpisobuji
depozita a jsou projevem pfidavného zdroje drogy.

Ze sublinguélni nebo bukalni sliznice dochézi k velmi rychlé absorpei INL do
krevni cirkulace. Latky podané touto cestou zplsobuji vys%i koncentraci parentni
drogy v oralni tekutiné s mens$im detekénfm oknem jako nasledek rychlé absorpce.

V jiné farmakokinetické studii byl methamfetamin vy3etfovan v plazmé, moéi
a sliné u dobrovolniki po koufeni a intravendzni aplikaci hydrochloridu
methamfetaminu (Cook et al.,1993). V tomto pfipadé byl methamfetamin detekovan
ve slin€, koncentrace jeho metabolitd byla v pfili§ malém méfFitku. Thned po koufeni,
v porovndni s jeho intravendzni aplikaci, byla koncentrace methamfetaminu velmi
vysokd. Hladina béhem 3 hodin rychle klesala a vyrovnala hladinu v krvi, poté
hiadiny klesaly pomaleji a detekce byla moZna po dobu 21h. Na zikladé uvedeného
lze olekavat, Ze koncentrace methamfetaminu ziskana ze slin po koufeni bude
vysoka neZ-li korespondujici koncentrace v plazmé. Pomér S/P methamfetaminu se
zda byt velmi sensitivni k malym zmé&nam slinného pH (zavisi na rychlosti slinného
toku). Tento pomér klesa s casem. Hodnota poméru S/P po 4h od koufeni je

ckvivalentni hodnot& S/P po intravendznim podéni (Cook et al.,1993).

Na specifité rychlych testd se pfedevs$im podili kvalita a specifita dané nebo
danych protilatek. Tato skute€nost je bezprostfednim faktorem pouZitelnosti tohoto
typu analyz. Samyn et al. (1999) se zabyvali stanovenim INL v ordlni tekuting
s pouZitim testi se slinnymi a molovymi protildtkami. Protilatky, které jsou
vytvofené pro detekci analyti v moci, reaguji pfevazné€ s hydrofilngj§imi metabolity
INL. Do slin se v3ak transportuji predeviim parentni drogy, piipadné jejich
lipofilné€jsi metabolity (viz kapitola 3.5). Takové testy jsou pro uZiti detekce INL ve
slinach nevhodné, nebot’ maji niZ8i specifitu pro INL. U testd pro analyzu latek
v modi je vyrazné vyssi cut-off hladina koncentraci testovanych latek a metaboliti
v porovnani s cut-off ve slinach. Za téchto situaci se zvySuje pravdépodobnost
velkého poétu falesné negativnich vysledkd pii analyzach slinnych vzorki.

Pozitivita v oralni tekuting je ddna hodnotou cut-off, ktera je pro amfetaminy
56 pg/l i vice a indikuje signifikantné farmakologickou hladinu navykové latky
v krvi (Uges, 1996). Pro screening imunologickymi metodami a konfirmaci byla
navrzena hodnota cut-off 50 pg/l amfetaminu, methamfetaminu, MDMA a MDA
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{Sambhsa, 2000). Cozart RapiScan systém ma stanovenou hodnotu cut-off 10 pg/l, ve
ziedéné ordlni tekutiné je cut-off 30 pg/l amfetaminu nebo MDA ve sling. Tato
hodnota koresponduje s plazmatickou koncentraci, kterd je priblizné 10 pg/l
amfetaminu nebo MDA v plazmg. Methamfetamin-MDMA cartridge maji cut-off 50
pg/l piipadné 150 pg/l methamfetaminu i MDMA v upravovanych slinach. Hodnotu

cut-oft 80 pg/l pro D,L-amfetamin sulfat méa testovaci systém Securitec DrugWipe.

Slinné vzorky jsou vhodn&$i neZ-li vzorky moci, coz je vysvétlovano
vysokou koncentraci metamfetaminu ziskaného ze slin uzivatell po absorpéni fazi a
na druhé strané silnym vlivem pH moce na exkreci drogy (Schramm et al., 1992).

Hladina metamfetaminu ve sliné dosahuje maxima 40 — 60 ng/m! a zistiva
vy3si nez 10 ng/ml po dobu nejméné 50h po ordlni aplikaci, jestliZe je pH moce vétsi
neZ 7 a po dobu 20h pokud pH moce je mensi nez 7. Hladina metamfetaminu byla
téméF tiikrat vy$si nez hladina v plazmé (Wan et al., 1978).

Smith (1981) popisoval pomoci metody RIA koncentraci metamfetaminu ve
slindch (73,0 ng/ml) porovnanim s krevnimi vzorky (64,1 ng/ml} a spermatem (54,0
ng/ml). Pii pouziti imunologickych metod musi byt brana v dvahu moZna zkiiZena
reaktivita s dal$imi slougeninami.

Vapaatalo et al.(1984) experimentalné prokéazal, Zze metoda TLC je nevhodna
pro detekci amfetamintl ve slindch v diisledku nizké sensitivity metody (limit detekce

je 1 ng/ml).

Smith a Kidwell (1991) se zaméfili na riziko nedetekovatelnosti ablzu
ilegalnich amfetaminovych analogli vmo¢i za pouZiti komeréné dostupnych
imunologickych testovacich souprav pro screening amfetamini. Konfirmalni
metodou byla GC/MS technika. Formované amfetaminy (designer drugs) se
projevuji malou nebo Zadnou zkfiZenou aktivitou, a tak je nelze detekovat ve
screeningové fazi.

Abuzus formovanych amfetamind a jejich detekce ve slindch reprezentuje
stile rostouci problém, ktery je popisovan v klinickych studiich védeckych
pracovnik® Kintz, 1997; Goldberger et al., 1993; Penxren et al., 1993. Kintz (1997)
upravil vzorky moéi a slin alkalickou extrakei ethylacetatem a ndslednou derivatizaci

anhydridem. Ve slinném vzorku byl detekovan MBDB ziskany 30 minut po podani
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davky 100mg MBDB, zatimco BDB nebyl ziskan. Nejvys$si koncentrace MBDB
(1083 ng/ml) a BDB (146 ng/ml) byly ziskdny po 2h a obé& sloudeniny byly
detekovatelné po dobu 17h. V mélo ovliviiované studii excrece MDMA a MDEA,
zustavaly detekovatelné hladiny par hodin po ingesci navykovych latek (Penxren et

al., 1993).

Na zdakladé znalosti distribuce, metabolismu a exkrece INL je pouziti
rychlych orientaénich testi, kombinujicich TLC a imunoanalyzu INL v oralni
tekutingé vhodné zejména v pifpadech posouzeni aktualniho stavu testované osoby.
Vyjimky je moZné zaznamenat u jedinci, ktef{ uZivaji INL chronicky.

ZkfiZena reaktivita parentnich drog a jejich metabolitl, faktory ovliviiujici
transport INL do slin, fada interferyjicich viivii, problémy odbérovych systémi a
rozdily v kvalit¢ mezi jednotlivymi testovacimi soupravami omezuji pouziti téchto
rychlotestii pouze pro kvalitativni pritkaz abuzu INL. Pozitivni vysiedky je nutné
konfirmovat specifickymi analytickymi metodami. P#i konfirmaci vysledkl se bézné
pouziva GC/MS technika. V poslednich letech byla vyvinuta celd fada konfirmaénich
metod pomoci spojeni kapalinové chromatografie standemovou hmotovou
spektrometrii (LC/MS-MS).

Samyn et al. (2002a) kvantifikovali koncentraci MDMA, MDA a MDE v 50
ul ordlni tekutiny pravé za pomoci LC/MS-MS techniky. Popsali detekci MDMA
v ordln{ tekuting¢ dobrovolniki, kterym podali ddvku 75 mg MDMA.

V nedavné dobé byla publikovéna pravidla pro zahrnuti oralni tekutiny do
federalniho Workplace Drug Testing programu (2004), jejimZz autorem byla
organizace SAMHSA (Substance Abuse and Mental Health Services
Administration), se sidlem v USA.

Domnivam se, Ze pro zavedeni rychlych kvalitativnich testl vpraxi a
podminky jejich pouZivéani k priikazu abuzu amfetamind i jinych INL by se méla
je§té dale prohloubit legislativa a na ni navazujici metodické normy, predpisy a
standardni operaéni postupy. Zékon by mél definovat podminky pouZiti, postupy a
osoby, které by byly opravnéné k provadéni testl (Verstraete et al., 2005). Osoba
provadgjici test by se méla vyvarovat zbyteéného pouziti orientacnich testd (na

zékladé znalosti farmakologickych faktd).

50




6 Zaver

Experimentalni ¢ast diplomové préce se sestavala ze tif hlavnich ¢asti, pfi¢emz
viech stanovenych ciltt bylo dosaZeno. Jednalo se tedy (1) o zmapovdni situace
nabidky vyrobkd na deském trhu, (2) otestovani a porovnani diagnostickych souprav

a (3) testovani pro statistické analytické vyhodnoceni.

Zjistili jsme, Ze nabidka komeréné dostupnych kvalitativnich rychlotestd na
tizemi Ceské republiky je na rozdil od distribuce v zapadnich zemich Evropské unie
&i Spojenych statl americkych nedostatena. Na eském trhu jsou k dispozici dvé
testovaci soupravy: vyrobky Saliva Screen 5 Test SYNTRON BIORESEARCH
spolednosti Dynex, s.r.0. Praha a soupravy Saliva Screen VI, ULTIMED od firmy
JK-Trading, s.r.o. Karlovy Vary. Analyticky parametr kvality, jakym je monitorovaci
G¢innost, mi poskytl moZnost porovnani obou testovacich souprav, pfitemZ souprava
Ultimed méla 100% monitorovaci u¢innost. Vysledky analytické udinnosti, specifity
a senzitivity jednoznaéné ukazuji, Ze souprava Syntron poskytuje horsi vysledky nez

testery znaCky Ultimed.

Na zakladé znalosti tvorby a sekrece slin, mechanismu salivace, mechanismu
transportu amfetamind do slin a vneposledni fad€ znalosti farmakologickych
vlastnosti amfetamint lze sliny pouzit jako alternativni biologicky materidl k

priikazu jejich abizu.

Nespornou vyhodou odbéru salivy v porovnani s odb&rem krevniho vzorku je
neinvazivni zpsob odbéru.Z tohoto diivodu je mozné uzit sliny v klinicky obtiZnych
situacich pfi nesnadném odebirdni vzorkid krve, jako napf.u déti, hendikepovanych a
anxiéznich pacientf, u jedincd drogové zavislych, ktefi maji pohmozdéné Zily, kde
ziskani krevnich vzorki je prakticky nemoZné. Na druhé strané mlze byt oralni
tekutina odebfrdna pfimo na mist®, napf.dopravni nehody, incidentu, vySetfovani
trestného &inu, ale i monitorovani skolni mladeZe, pfi kontrole dopingu sportovci

nebo u klientl detoxika&nich center.

Je vhodné se zminit, Ze souprava Syntron umoZiuje paralelni stanoveni

ilegalnich navykovych latek ze skupiny AMF a MAMF, pfi¢emZ testovaci systém
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Ultimed poskytuje stanoveni pouze MAMF. Tento rozdil je zanedbatelny vzhledem
k vyuziti soupravy Ultimed, nebot’ amfetamin je primarnim metabolitem daleko vice
zneuzivaného metamfetaminu (latky znamé pod nazvem Pervitin), pokud jde o
situaci na ¢eské drogové scéné Na druhém mist® mezi zneuZivanymi amfetaminy
v Ceské republice je designer drug (formovany amfetamin) MDMA (ktery je znam
pod nazvy Extaze, Adam, E, X nebo droga lasky). Intoxikace AMF v naSich
podminkéch zpravidla nebyva. Je ovSem vhodné vést tento rozdil v obou soupravach

v patrnost.

V mé experimentalni ¢asti bylo moZzné testovat pouze dvé soupravy, které byly
momentalng k dispozici na trhu. Domnivam se, Ze vieobecny zdjem o jejich vyuziti
v praxi se projevi na éeském trhu jejich rozsifenim a dostupnosti. Bylo by vhodné
nadale monitorovat nabidku kvalitativnich rychlotestl a pfipadné pfed zavedenim do

bézné praxe provést otestovani dal§ich nabizejicich se souprav.
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7 Priloha
7.1 Seznam pouzitych zkratek
Ab protilatka
Ag antigen
AMF amfetamin/y
BDB demethylovany metabolit MBDB
CNS centrdlni nervovy systém
EMIT Enzymova imunoanalyza (enzyme multipled immunoassay
technique
FN Fale3né negativni vysledek
FP Faledné pozitivni vysiedek
FR Celkovy poéet nespravnych vysledkd
GC/MS Plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
HVLP Hromadné vyrabéné 1écivé pripravky
INL Hegalni navykové latky
MAMF metamfetamin/y
MBDB N-methyl-1+(1,3-benzodioxol-5-yi)-2-butanamin
MDE N-ethyl-3,4-methylendioxyamfetamin
MDMA N-methyl-3,4-mathylendioxyamfetamin
ODS Oral-Diffusion-Sink
PFPA pentatluorpropionylanhydrid
S/P sliny/plazma
SR Celkovy pocet spravnych vysledka
TFA trifluoroctova
TLC Tenkovrstva chromatografie
N Spravné negativna vysledek
TP Spravné pozitivni vysledek
UPT Up-Converting Phospor Technology
KH,PO4; HCI dihydrogenfosforeénan draselny; kyselina chlorovodikova
KOH; NH,OH hydroxid draselny; hydroxid amonny
EtOAc ethylacetat
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7.2 Strukturni vzorce
Strukturni vzorce a nazvy amfetamind (kap.3.4)
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tranylcypromin

fenylethanolamin

prenylamin

deprenyl

PCA

TMA

amiflamin

PMA

4-methylthioamfetamin

feniprazin
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Qbr. 1.
Obr. 2.

Obr. 3.

Obr.
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Obr.
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Anatomicke ulozeni slinnych Z14z (glandulae salivariae majores)
Tvorba slin (Davenport, 1977). Mechanismus primarni sekrece a
tvorba finalni sliny

Tvorba slin (Davenport, 1977). Mechanismus primarni sekrece a
tvorba finalni sliny

Salivette® pro slinny vzorek (Haeckel et al., 1987)

Princip UPT technologie (Niedbala et al., 2001)

Testovaci destitka UPT technologie (Niedbala et al., 2001)
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Charakteristické rozdily ve slinach v zavislosti na rozdilné nervové
stimulaci

Primémy prispévek jednotlivych typl slinnych Zlaz na celkové
produkci sliny v zavislosti na ur€itém typu stimulace

Promé&nné veliéiny, které ovliviiuji proces pasivni diftize (Landon et
al., 1982)

Piehled dalgich ilegalnich amfetaminovych derivatd —“designer drugs™
Vysledky terénnich test v porovnani s technikou GC/MS
Monitorovaci u€innost souprav

Shoda mezi referenéni GC/MS a terénnimi testy ve slinach

Vzorky a jejich diference od prahové hodnoty pro testovéni senzitivity
a specifity

Vysledky pro testovaci soupravu Syntron

Vysledky pro testovaci soupravu Ultimed

Deklarované hodnoty (vyrobcem) cut-off (ng/ml}
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