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Proč používat vlasy k testování drog a léčiv?

 Neinvazivní, jednoduchý sběr vzorků

– Na odběr vzorků není třeba vyškolený personál

– Jednoduchý transport a uložení vzorků

– Dlouhý časový úsek – současný stav až plná historie vzorku (týdny až roky, dle 

délky vlasů)

~Růst přibližně 1 cm za měsíc
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Cévy (z krve)

Látky a metabolity 

z potu

Externí/

Z prostředí

Figure taken from: 

Pragst et al., Clin Chim Acta 370 (2006) 

Mechanismus inkorporace látek do vlasů
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Society of Hair Testing - doporučení

Testování vlasů je prováděno 
podle doporučení Society of Hair 
Testing (SoHT) nebo the European 
Workplace Drug Testing Society 
(EWDTS)
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 Kolik vzorku?

– 10  až 20 mg minimum pro zajištění opakovatelnosti

 Jaká metoda extrakce?

– Metanol

o Zahrnuje inkubaci přes noc

– Komerčně dostupný extrakční pufr

o Inkubace pouze 60 minut

– Vlastní mix

 Dostatečně citlivé přístroje

 Naše možnosti

– ACQUITY I-Class (FTN)

– Xevo TQ-S-Micro

Co brát v potaz při vývoji metody
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Typický průběh práce
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Průběh práce – metoda Waters

 10 až 20 mg inkubováno 60 minut s 500µL extračního pufru M3 při 100 stupních Celsia

– Extrakční pufr M3 je k dostání od firmy Comedical, Trento, Italy. 

http://www.comedical.biz/

 100µL z inkubovaného objemu použito pro analýzu

– OASIS PRiME MCX - SPE

o 1 metoda extrakce

o 2 metody LC-MS/MS

• 25µL použito pro analýzu 29 “základních drog” 

• Opiáty, Amphetaminy, Kokain, Ketamin, Metadon, Buprenorphin, Benzodiazepiny

• 25µL použito pro analýzu THC, Cannabidiolu a Cannabinolu

o Celkový čas pro analýzu – 10 minut

http://www.comedical.biz/
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Průběh práce – metoda Waters

 Pokud je vzorek pozitivní na THC

– Zbytek inkubovaného objemu může být analyzován na karboxy-THC.
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 100µL z inkubovaného objemu

 Zředit kyselinou fosforečnou

 Napipetovat na platíčka OASIS PRiME MCX 30mg

 Promýt 2% kyselinou mravenčí, potom 50% metanolem

 Eluovat směsí metanolu a acetonitrilu s přidáním amoniaku

 25µL na LC-MS/MS analýzu “základních drog”

– 5.25 min

 25µL na LC-MS/MS analýzu THC

– 4.75 min method

 Obě analýzy používají stejnou kolonu a stejné mobilní fáze

Protokol SPE
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 400µL inkubačního roztoku

 Napipetovat do SPE kolonky OASIS PRiME HLB 30mg

 Promýt 50% Acetonitrilem, poté hexanem

 Eluovat roztokem metanolu a acetonitrilu

 Eluent vysušit

 Rekonstituovat na LC-MS/MS analýzu

– 5.25 min

– Kolona a mobilní fáze odlišné od předchozích metod

Protokol SPE na Karboxy-THC
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Kalibrační křivka vlasů spikovaných norbuprenorphinem
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THC při limitu stanoveném SoHT (0.05ng/mg)
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Karboxy-THC při limitu SoHT (0.2pg/mg)

cTHC
3.90 min

343 > 191
3.50e3

343 > 191
3.50e3

Spikované vlasy

Kontrolní vlasy (blank) – 20 mg
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 Jedna extrakce pro všechny látky na seznamu SoHT i EWDTS

 Krátká doba inkubace– 60 minut

 Karboxy-THC methoda pro potvrzení vzorků pozitivních na THC

 Všechny látky detekovatelné v koncentracích nižších než limity SoHT a EWDTS

 Možnost přidání panelů dalších látek (LC-MS-MS)

 V inkubačním roztoku je možné měřit i ethyl-glukuronid

Závěr



©2020 Waters Corporation.  COMPANY CONFIDENTIAL 15

 Francisco Ferron (Waters, Italy)

 Massimo Gottardi and Andrea Gardumi (Comedical, Italy)

Poděkování




