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ANOTACIA

V Gvodnej Casti tejto bakalarskej prace je popisana anatomia koze a jej derivatov s cestami
inkorporacie substancii do vlasov a nechtov. Praca je zamerana na ich analyzu za Gc¢elom
stanovenia latok pochadzajicich zo zivotného prostredia, drog a lie¢iv. Popisané su kroky
odberu vzoriek, ich dekontaminacie a jednotlivych preanalytickych postupov. Pozornost

je venovana tieZ segmentalnej analyze odhal'ujicej ¢as pozitia sledovanych substancii.
KIUCOVE SLOVA

Analyza, vlasy, nechty, metabolity drog a lieCiv, extrakcia, chromatografia

TITLE

Collection, processing and analysis of samples of hair and nails

ANNOTATION

In the initial part of this bachelor thesis is described anatomy of skin and its derivatives
with ways of incorporation of substances to hair and nails. Thesis is aimed at their analysis
forthe purpose of determinating substances originating in environment, drugs
and pharmaceuticals. Steps of sample collection, decontamination and analytical pretreatment
are described. Attention is also paid to segmental analysis showing time of ingestion

of controlled substances.
KEYWORDS

Analysis, hair, nails, drug and pharmaceutical metabolites, extraction, chromatography
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0 UvoD

Analyza biologickych materidlov je neoddelitelnou sucastou nielen mediciny,
ale aj forenznych vied. Popri $tandardnych materialoch, ako je krv, mo¢, ¢i mozgomiechovy
mok, maju v dneSnej dobe svoje uplatnenie aj vlasy a nechty. Poskytuji informacie o uzivani
drog, lie¢iv, dopingu, ¢i Zivotnom prostredi, v akom sa dana osoba pohybovala v uplynulom
obdobi v rozmedzi niekol’kych mesiacov. Medzi hlavné vyhody patri tiez nendrocny odber

vzorky a jej jednoduché skladovanie.

Vlasy a nechty mézu poskytovat’ dopliujice informacie o pozivani omamnych latok, ktoré
uz nemozno detegovat’ v telesnych tekutinach a tak potvrdit’ alebo vyvratit, ¢i bola dana osoba
pod ich vplyvom napriklad pri rdoznych trestnych ¢inoch. Pomocou segmentalnej analyzy
a poznatkov o rychlosti rastu vlasov a nechtov je mozné urcit’ aj konkrétne ¢asové rozmedzie,

Vv ktorom bola dana latka pozivana.

Citlivé analytické metody odhaluji uz prvé uzitie drogy, €i lie€iva, priCom limity detekcie
danych analytov sa pohybuju v rddoch pg/mg vzorky. Vd’aka analyze metabolitov drog a lieciv
mozno s istotou hovorit’ o poziti sledovanej latky, teda je vylucend kontaminacia z vonkajsieho
prostredia. Latkam pochadzajucim zo Zivotného prostredia sa venuje prvkova analyza, ktora
sleduje hladinu tazkych kovov v tychto biologickych materidloch. Tie mo6zu menit’ Struktiru

a farbu tkaniv, spdsobovat’ zdravotné komplikacie a v krajnom pripade az viest’ k smrti.

Nakol’ko su keratinové matrice komplexnym biologickym materidlom, samotnej analyze musi
predchddzat’” rada krokov za ucelom ocistenia vzoriek od vonkajSej kontaminacie, ktora
by negativne ovplyviiovala vysledky. Nevyhnutna je tieZ extrakcia vybranych latok s cielom
zniZenia interferencie a zakoncentrovania analytov. V tejto praci su uvedené experimenty
zahrnujlce vo svojich analyzach rozmanité postupy pri dekontamindcii a extrakcii s vyuzitim

modernych inStrumentalnych metdd.
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1 KOZA A KOZNE ORGANY

1.1 Funkcie a stavba koZe
Koza je rozsiahly organ pokryvajici organizmus, ktory je svojou Strukturou prispdsobeny
pohybu atvarovym zmenam. Vytvara efektivnu ochranu pred fyzikalnym a chemickym
poskodenim, d’alej brani preniknutiu mikroorganizmov do tela. Zastiva tiez funkciu
termoregulacie, nakol’ko nevedie dobre teplo asamotni regulaciu zabezpecuje aktivitou
potnych Zzliaz, pripadne zmenou intenzity pradenia krvi v cievnom riec¢isku. Kozu mozno
povazovat vd’aka pritomnosti potnych a mazovych Zliaz aj za exkrecny organ, teda je sucastou

latkovej vymeny [1].

Koza u dospelého ¢loveka dosahuje rozmer takmer 2 m?, ¢o predstavuje priblizne 3 kg, avsak
pri zvySenom obsahu tuku moéze dosahovat hmotnost az 20 kg. Hrubka ¢ini 0,5-4 mm,
v zavislosti od oblasti tela. Najtensia je na ocnom viecku a naopak, najhrubsia je na chrbte.

Koza pozostava z dvoch hlavnych vrstiev: pokozky a zamse [1].

Pokozka (epidermis) je vrchna vrstva tvorena vrstevnatym dlazdicovym epitelom, teda
viacerymi vrstvami plochych buniek, ktoré tvoria zarodocnu vrstvu. Ta sa po mitotickom
mnozeni diferencuje smerom k povrchu a vytvara rohovu vrstvu, ktora zabezpecuje bariérova
funkciu. Pokozka neobsahuje cievy, no su v nej uloZzené vol'né nervové zakonéenia, ktorymi
mozno vnimat’ bolest’. Okrem toho z nej vznikaju aj d’alSie Gtvary, ako su chlpy, nechty a kozné

zlazy [2].

Zamsa (dermis) pozostava z viazivového tkaniva pretkaného kapilarami, ktoré vyzivuja
pokozku. Elastické vlakna obsiahnuté v tejto vrstve su orientované podl'a mechanického
zatazenia danej oblasti tela. ZamsSa obsahuje tiez mnozstvo volnych nervovych zakonceni,
hmatovych teliesok a termoreceptorov. Do vlasovych folikulov tstia mazové zl'azy. Pod touto
vrstvou sa nachadza podkozné vizivo pozostavajuce z kolagénovych a elastickych vlaken,

je schopné uchovat’ v bunkach mnoho tukovych kvapdcok [2].
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1.2 Derivaty pokozky
Medzi derivaty pokozKy patria chlpy (vlasy), nechty a kozné zl'azy [3].

1.2.1 Chlpy
Chlpy, vlasy aj fizy maju rovnaké zlozenie. Su to cyklicky vyrastajuce utvary tvorené
keratinom. Rastt z vlasovych folikulov, ktoré su vychlipeninami pokozky. Tie su v priebehu
rastu rozSirené do vlasovej cibulky. Na spodnej strane je umiestnena dermdlna papila, ktord
obsahuje kapilary atak zabezpeCuje vyzivu vlasu. Nedostatocné prekrvenie sposobuje
odumretie folikulu. Koren vlasu je tvoreny bunkami pokozky pokryvajucimi dermélnu papilu.

Tu vznika vlasovy stvol, ktory vyrasta na povrch koze [3].

Bunky epitelu sa nepretrzite mnozia, ¢im vznikaju ich Specifické druhy. Vo vlasoch
st produkované elementy s obsahom vakuol a keratinu bunkami stredovej oblasti korena,
¢o vytvara dren vlasu. Okolo nej sa tvori kora vlasu pozostavajica z nahusto ulozenych castic.
Na jej povrchu sa nachadza vlasova kutikula tvorend plochymi, silne keratinizovanymi
bunkami, ktoré svojim usporiadanim pripominaju stresné skridle. Anatomia koze a vlasu

je znazornena na obrazku 1 [3].

por potnej Zl'azy

j— pokozka

hladky
sval
vlasovy — zamsa
folikul
mazova
7laza

podkozny
vlasova — 5k
cibulka |
il S potna zl'aza
folikulu
tukové Paciniho teliesko
tkanivo cievne Kapilary

nerv

Obrazok 1: Stavba koze a vlasu [4]
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1.2.2 Nechty
Necht je plosny utvar na chrbtovej strane koncovych ¢lankov prstov. V nechtovom vale
je skryty korent nechtu [3]. Eponychium (kutikula) predstavuje plochy kuasok pokozky
na proximalnej strane viditenej Casti nechtu [1]. Nechtové 16Zko je vdzivo pod miestom
spojenia platni¢ky nechtu s podlozkou. Epitel tejto platni¢ky vyrasta z nechtového matrixu,
ktory obsahuje cievy, ¢o spdsobuje ruzové zafarbenie. Cast’ pre¢nievajiica cez okraj prstu
sa nazyva vol'ny okraj nechtu. M4 biele sfarbenie. Bunky matrixu sa delia, posuvajl distalnym
smerom a tvoria proximalnu ¢ast’ nechtovej platni¢ky. T4 sa nasledne postuva po nechtovom
16Zku ku koncovému okraju. Nechtova platnicka je takmer transparentna, takze spolu s tenkym
epitelom nechtového 16zka informuju o hladine kysliku v krvi, nakol’ko nim presvita sfarbenie

krvi v dermalnych cievach. Stavba nechtu je znazornena na obrazku 2 [3].

volny okraj

nechtové nechtové
valy nechtova 16zko fiikati
platnicka
lunula hyponychium

kutikula

proximalny
nechtovy val

pokozka
kolagénové
vldkna matrix  distélny
¢lanok

Obrazok 2: Stavba nechtu [5]
1.2.3 Kozné Zlazy
Mazové zl'azy st ulozené v pokozke takmer na celom tele, najviac ich obsahuje pokozka tvare

a uplne absentuju na dlaniach a chodidlach. Maz obsahuje zmes triacylglycerolov, voskov,

cholesterolu a jeho esterov. Ma jemne antibakterialne a antimykotické uéinky [3].

Potné zl'azy su v kozi hojne zastapené. Ich vylucok obsahuje z velkej ¢asti vodu a chlorid
sodny, d’alej mocCovinu, amoniak a kyselinu mocovu. Po transporte potu na povrch koze

sa odparuje, ¢im zabezpecuje chladenie organizmu [3].
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2 VYZNAM ANALYZY VLASOV A NECHTOV

Vo vlasoch anechtoch sa ukladaju lie¢iva, chemikalie a biologicky material, ktory mozno
identifikovat’ a stanovit. Vyhodami tejto analyzy je najmé l'ahky odber vzoriek, pozadované
malé mnozstvo a jednoduché uchovavanie tychto tkaniv pri laboratornej teplote. Dlhy vlas
poskytuje informacie o minulych 5 az 7 rokoch, pricom nesmie byt farbeny, odfarbovany,
ani trvalo ondulovany, nakol’ko tieto upravy znizuji obsah lieciv a toxinov. Najlepsie vyuzitie
Vv ramci analyzy nechtov mé necht palca na nohe, nakol’ko je najmenej vystaveny vonkajsej
kontaminacii a vdaka pomalému rastu mozno retrospektivne analyzovat® jeho obsah

za poslednych 12 mesiacov [6].

Analyza vlasov a nechtov mdze odhalit’ napriklad doping, ¢i uZivanie drog vd’aka pritomnosti
ich metabolitov, ktoré by sa neobjavili pri vonkajSom vystaveni organizmu tymto latkam.
Niektoré toxické latky sposobuju viditeI'né zmeny v Struktire vlasov a nechtov, ako napriklad
arzén a talium, ktoré zapri¢inuju vznik priecnych bielych ciar na nechtoch znamych ako

Meesove pruzky. Dalej je to med’, ktora moze sfarbit’ vlasy dozelena a kobalt domodra [6, 7].

Analyzou vlasov mozno potvrdit tiez pritomnost’ toxinov aich metabolitov, nakolko
ma expozicia tymto latkam rézne ucinky na organizmus. Pomocou biomarkerov, ktoré
poskytujt informacie 0 bunec¢nych, ¢i molekularnych zmenach v tkanivach, je mozné potvrdit
toto spojenie. Biomarkery zobrazuju tiez mieru sucasnej, ¢i uplynulej expozicie, ktora moze

pochadzat’ zo stravy, zivotného prostredia alebo z pracoviska [8].

Nechty mozno d’alej vyuzit’ ako biologicky material pri detekcii a kvantifikacii steroidov, ktora
je nevyhnutna pre objasnenie pévodu mnohych portach spojenych s endokrinnym systémom.
Nakol'ko nechty pozostavaju z mitvych keratinovych buniek, latky zabudované do matrixu
uz d’alej nie st metabolizované. Stavaju sa tak materidlom vhodnym pri diagnéze chronickych

ochoreni, ked’Ze poskytuji informacie o produkcii steroidov za dlhsie ¢asové obdobie [9].
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3 MECHANIZMUS ZABUDOVAVANIA SUBSTANCII DO VLASOV

A NECHTOV

Do vlasov su latky pritomné v systémovom obehu zabudovavané pasivnou difiziou, pomocou
ktorej su privadzané do vlasového folikulu, teda musia preniknit’ cez plazmatickt membranu.
Ta vykazuje nizku permeabilitu pre polarne molekuly. Len neionizované molekuly rozpustné
Vv tukoch tak dokazu difundovat membranou [10]. Nepriamou cestou su latky do vlasov
zacleniované prostrednictvom potu a kozného mazu, ktoré presakuji k vlasovému korefiu.
Vdaka inkorporacii substancii do vlasov v priebehu ich rastu je mozné popri kvalitativnej
a kvantitativnej analyze uréit aj priblizny ¢as uzitia danej latky [11]. DalSou cestou
zabudovavania latok do vlasov je ich interakcia s melaninom. V priebehu  vzniku
melaninového zrnka dochadza k zmene koncentracného gradientu pre substancie s vysokou
afinitou k tomuto pigmentu a ich vtiahnutie do melanocytu je intenzivnejSie. Nakol’ko tmavé
vlasy obsahuju viac melaninu ako svetl¢, bude v nich koncentracia tychto substancii vyssia.

Jedna sa napriklad o anabolické steroidy, ¢i drogy [10, 12].

Inkorporacia latok do nechtov prebieha pocas tvorby nechtového tela prostrednictvom krvného
riec¢iska. Pasivnou difiziou prestupuju latky z kapilar do nechtového matrixu v priebehu
keratinizacie. Po zabudovani zlozky do matrixu nedochadza k jej d’alSiemu metabolizovaniu,
nakol’ko st nechty tvorené mitvymi keratinovymi bunkami. Substancia je tak detekovatelna
az po dosiahnuti vol'ného okraja, ¢o moze trvat’ 10—18 tyzdnov. K rychlejSiemu zabudovavaniu
latok, ako st drogy, dochddza prostrednictvom potu. Tieto substancie si vylu¢ované potnymi
kanalikmi v zavislosti na ich molekularnej hmotnosti a hydrofilite. V nechtoch su tak
detekovatel'né v priebehu 8 az 24 hodin. Kontaminacia z vonkajSieho prostredia sa vyskytuje

najma v distalnych ¢astiach nechtu [7, 13].
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4 ODBER VZORIEK VLASOV A NECHTOV

Vzorky vlasov boli odoberané z temena hlavy, strihané boli co mozno najbliZsie k povrchu koze
[14]. V tejto oblasti vlasy rasti rovnakou rychlostou, teda sa nachadzaji v podobnych
rastovych fazach. Pre segmentalnu analyzu je dolezita aj orientacia jednotlivych vlasov, teda
aby boli vsetky proximalne konce zviazané na jednej strane [12, 15]. V niektorych postupoch
je vyhodou vlasy spevnit’ plastovou paskou [16]. V zavislosti na type Studie st vzorky
odoberané bud’ jednorazovo alebo v uréitych Casovych intervaloch [17]. Pred samotnou
analyzou je potrebné vlasy zbavit® vonkajSej kontaminécie, ktorda moéZe pochadzat’ z potu,
pripravkov na starostlivost’ o vlasy, ¢i zivotného prostredia (napr. prach, pel’). Za tymto ucelom
sa preplachuju réznymi detergentmi a nasledne suSia. Vlasy mozu byt tiez rozstrihané
na mensie fragmenty kvoli zvac¢seniu povrchu ateda zefektivneniu extrakcie. Vzorky boli
uschované v obalkach, hlinikovych foliach, ¢i plastovych vrecuskach pri laboratornej teplote

az do doby analyzy [12].

Vzorky nechtov boli odoberané odstrihnutim ich vol'nych okrajov manikarovymi nozni¢kami.
Nechty rak a néh boli odoberané zvlast, nakol’ko v nich dochadza k rozdielnej inkorporacii
vzhladom k inym rychlostiam rastu [18]. Celé nechty je mozné odobrat’ len pri pitvach,
respektive je vyhodou tak ucinit' eSte pred ich zapocCatim. Tieto vzorky sa vyuzivaju
pri segmentalnej analyze, teda za G¢elom stanovenia ¢asu pozivania sledovanych substancii
[19]. Vzorky nechtov st rovnako ako vlasy dekontaminované detergentmi, susené, nastrihané

na mensie segmenty a skladované do doby analyzy pri laboratornej teplote [20].
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5 ANALYZA VLASOV SO ZAMERANIM NA LATKY POCHADZAJUCE

ZO ZIVOTNEHO PROSTREDIA

Latky pritomné v ovzdusi sa ukladaji do povrchu vlasov. Zneéistené ovzduSie mozno
charakterizovat’ ako zmes vel'mi malych pevnych €iastociek a kvapdcok roztokov rozpustenych
vo vzduchu. Okrem prirodnych zdrojov zneéistenia, ako je erupcia sopiek, zvySuje obsah tychto
elementov najmd Tudska Cinnost' — cestny prach, staveniska, ¢i banska cinnost. Tato
kontaminacia je tvorena najmd siranmi, dusi¢nanmi, uhli¢itanmi a kovmi, ako je olovo,

kadmium, nikel a med’ [16, 21].

Ovzdusie, poda a voda znecistené tazkymi kovmi predstavuji zdravotné riziko z hl'adiska
toxicity tychto prvkov. ZvySeny obsah medi v l'udskom tele moze viest’ k poSkodeniu pecene
aobliciek [22]. Akumulacia zeleza v tkanivach spdsobuje cirhozu, diabetes mellitus

a osteoporozu [23].

Priemernu sumu ploch vSetkych vlasov jednej osoby mozno radovo udavat v metroch
Stvorcovych, ¢im vznikd pomerne velky a nepravidelny povrch s lisiacim sa zlozenim
v priebehu dizky vlasu. Tak je ulah¢ena vymena latok medzi vlasmi a prostredim. Zachytavanie

a ukladanie necistot ovplyviuje aj pritomnost’ kozného mazu na vlasoch [16].

5.1 Odber a spracovanie vzoriek vlasov

Pre tiito analyzu boli pouzité vlasy dizky 25 cm, hmotnost’ pramena ¢inila 1 g. Fixované boli
umelohmotnou paskou vo vzdialenosti 5 mm od koreniového konca. Pred testovanim boli tieto
vzorky riadne umyté klasickym Samponom, preplachnuté vodou a susené pri teplote 60 °C
po dobu 30 minut. Niektoré vzorky boli vopred namacané v emulzii pripominajtcej l'udsky
kozny maz — zmes kyseliny olejovej a termalnej vody obsahujucej 4,5 % mineralov. Cast’
vzoriek vlasov bola vystavena znecistenému vzduchu v meste Baoding, Cina, teda bola
zavesena vo volnom priestranstve po dobu troch dni. AQI? sa v tychto diioch pohyboval
v rozmedzi 189—223. Pre porovnanie, v Pardubiciach byva tento index do hodnoty 50. Dalsie

vzorky boli ponechané v tmavom prostredi a pouzité ako kontrola [16, 25].

Tato analyza je zamerana na med’, zinok, hlinik, Zelezo a barium pritomné vo vzorkach vlasov,
2 9 9

ktoré mozno stanovit’ nasledujucim postupom:

2 AQI (air quality index) je index kvality ovzdusia, ktory vyjadruje koncentraciu viacerych znedistujucich latok
v ovzdusi a S tym spojené zdravotné rizika [24].
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Vzorky vlasov boli individudlne macané do sklenej banky s 50 ml 2% vodného roztoku
Triton X 100° a nasledne vlozené do ultrazvukového kiipela na 1 hodinu. Vysledna tekutina
bola zakoncentrovand na objem 5 ml vyparovanim pri teplote 120 °C. Po pridani 10 ml
65% kyseliny dusi¢nej bola zmes znovu zahrievand pri 110 °C po dobu 5 hodin. Po vychladnuti
bol roztok doplneny deionizovanou vodou na objem 50 ml, prefiltrovany a takto pripravena

vzorka bola analyzovana pomocou hmotnostného spektrometru s indukéne viazanou plazmou
[16].

5.2 Vysledky prvkovej analyzy vlasov
Vzorky boli analyzované po 24 a 72 hodinovej expozicii zne€istenému ovzdusiu. Namerané
hodnoty v exponovanych vlasoch boli porovnané s kontrolnymi vzorkami. Analyza ukazala,
Ze vlasy pokryté koZznym mazom obsahovali priblizne trikrat vy$Sie hodnoty stanovovanych
kovov ako vlasy bez neho, nakolko jeho pritomnost’ zvySuje adhezivitu. MnoZstvo
aplikovaného  syntetickétho  mazu  (50-800 mg/g) bolo  oproti  prirodzenému
(50-200 pg/g) vyssie za ucelom zviditelnenia jeho vplyvu. Vysledky su znazornené
Vv nasledujtcich grafoch 1-5, z ktorych vyplyva, Ze okrem mnozZstva aplikovaného mazu vplyva
na usadzanie mnozstva prvkov do vlasov aj doba ich expozicie znecistenému prostrediu, pri¢om

K najintenzivnejsej inkorporacii dochadza v priebehu prvého dna [16].

® Triton X 100 je derivat polyetylénglykolu pouZivany ako neiénova povrchovo aktivna latka [26].
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Grafy 1-5: Obsah stanovovanych prvkov vo vzorkach vlasov [16]
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6 ANALYZA VLASOV SO ZAMERANIM NA DROGY

Forenzné vedy rutinne vyuZivaji analyzu biologickych materidlov za Ufelom odhalenia
poZivania drog pri umrtiach, ¢i otravach. Popri krvi, ¢i moc¢i ako matriciach v tychto analyzach
rastie vyznam vzoriek vlasov [15]. Testovanie vlasov za ucelom dokazu pozivania drog
predstavuje spol'ahlivi metodu. Tato analyza poskytuje chronologické informacie 0 uzivani
nelegalnych drog, ¢o byva Casto spojené s trestnymi Cinmi [27]. Analyza vlasov S tymto
zameranim ma uplatnenie aj pri pitvach, kde poskytuje doplnkové informacie k stanoveniam
z krvi, ¢i inych tkaniv. Krvny rozbor poskytuje informacie o stave zosnulého v rozsahu
kratkeho ¢asového useku pred smrt'ou. Ak je doplneny o analyzu vlasov, moze byt potvrdené

pozivanie drog v tyzdioch az mesiacoch pred umrtim [28].

6.1 Analyza s vyuzitim kvapalinovej extrakcie
Extrakcia je nevyhnutnym krokom analyzy zahfiajicim izolaciu analytov z povodnej matrice,
pricom je potrebnd znalost’ jej fyzioldgie. Vlasové vlakno pozostava z velkej Casti z keratinu,
vlasov k drogam a lie¢ivam. Dal3ou tilohou extrakcie je zakoncentrovanie stanovovanych latok
a zabezpecenie kompatibility vzorky s nasledujucou analytickou metdodou. Popri kvapalinove;j
extrakcii (LLE) je vyuZzivana tiez extrakcia tuhou fazou (SPE) [15, 29]. V sucasnej dobe je
snaha 0 nahradenie toxickych reagencii, znizenie spotreby chemikalii a celkové zefektivnenie

kvapalinovej extrakcie [30].

6.1.1 Odber vzoriek a ich nasledna dekontaminacia
Vzorky mozu byt odoberané z réznych cCasti tela, avSak najvyhodnejsia je zadna Cast’ hlavy,
nakol’ko je vidcSina vlasov v rovnakej rastovej fiaze asi najmenej ovplyvnené vekom
a pohlavim. Pre tato analyzu boli vlasy odstrihnuté ¢o najblizsie pri povrchu hlavy. PoZzadované

mnozstvo vzorky bolo 200 mg [12].

Na povrchu vlasov sa ukladaju rozne latky (pot, lak na vlasy, necistoty z prostredia), ktoré
by v pripade nedostato¢ného odstranenia mohli prekazat’ v analyze. Externe viazané primesi
boli odstraiiované preplachovanim detergentmi (Sampoén), surfaktantami, fosfatovym pufrom
alebo organickymi roztokmi (aceton, metanol, hexan). Vo vlasovej analyze boli sledované
najmi metabolity drog, teda je vylucené, aby ich pritomnost bola sposobend vonkajSou

kontaminaciou [12].
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6.1.2 Extrakcia sledovanych litok zo vzoriek

Vzorky vlasov bolo potrebné pred samotnou analyzou rozpustit’ spdsobom, ktory by sledované
latky nijako neporusil. Vzorky boli rozstrihané na drobné tuseky, ¢i rozdrvené v gulovom
mlyne. Pre ich rozpustenie bolo mozné vyuzit tieto techniky [12]:

e Inkubacia v kyslom alebo alkalickom roztoku s naslednou kvapalinovou extrakciou.

e Inkubacia v organickom roztoku (metanol s/bez kyseliny chlorovodikovej),

kvapalinova extrakcia.

e Rozpustenie v enzymatickom roztoku, kvapalinova extrakcia.
Chemicky nestabilné drogy (napriklad kokain) nemohli byt extrahované alkalickymi roztokmi,
nakol’ko by dochadzalo k hydrolyze. Na extrakciu 6-acetylmorfinu (6-AM) a kokainu z vlasov
bola vyuzita metoéda kyslej hydrolyzy. Vzorky boli inkubované po dobu 30 minut v 0,6 mol/I
roztoku kyseliny chlorovodikovej pri teplote 120 °C. V pripade inkubacie v organickom
roztoku boli vlasy rozkladané v ultrazvukovom kupeli v priebehu niekol’kych hodin pri teplote
45 °C pouzitim metanolu alebo etanolu. Po odpareni casti rozpustadla za ucelom
zakoncentrovania bolo mozné vzorku ihned analyzovat’ plynovym chromatografom. Touto
metodou boli analyzované metabolity nestabilnych drog, ako napriklad 6-AM vo vlasoch 0s6b
zavislych na heroine. Vlasy l'udi zavislych na heroine a kokaine bolo mozné analyzovat
pomocou roztokov enzymov pronazy, arylsulfatazy, proteindzy K, ¢i glukuronidazy.
Mechanizmus ich pdsobenia spociva V reakcii s proteinom keratin bez zmeny koncentracie
drog a ich metabolitov. Tato metdda v§ak moze poskytnut’ falosné vysledky pri ELISA analyze
[12].

6.1.3 Analyza extraktov

6.1.3.1 Imunoanalytické metody
Imunoanalytické metody sa vyuzivaju na preukazanie pritomnosti drog, respektive ich skupin
a metabolitov. Proces extrakcie by mal byt kompatibilny s predbeznymi orientaénymi
skusSkami, aby nedochadzalo k reakcii medzi pouzitymi chemikaliami a vzorkou. V pripade
vyuzitia hydrolytickych procesov je nutna neutralizacia. Pred samotnou analyzou bolo potrebné
Setrne odstranit’ matricu — vlasovy protein. Pouzitim metédy ELISA bolo mozné dokazat
pritomnost’ metadoénu, benzodiazepinu, opiatov, metamfetaminu a amfetaminu S vysokou
citlivostou, teda boli analyzované vlasy os6b zavislych na heroine, kokaine, marihuane,

metamfetamine a amfetamine [12].
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6.1.3.2  Plynova chromatografia
Plynova chromatografia separuje zmes na jednotlivé zlozky na zaklade ich rozdel'ovania medzi
stacionarnu a mobilnti fazu, ktorou je plyn. Tie st nasledne rozpoznavané detektorom.
Najcastejsie je vyuzivany hmotnostny spektrometer, ktory rozdel'uje elementy podl'a pomeru
ich hmotnosti a naboja. Vyuzitim tejto kombinacie (GC-MS) bolo mozné detegovat’ napriklad

amfetamin, kokain, metadon, morfin ¢i kanabinoidy [12].

Pre stanovenie kanabinoidov (tetrahydrokanabinol — THC, kanabinol — CBN a kanabidiol —
CBD) bol pouzity roztok 1 mol/l hydroxidu sodného, v ktorom bola vzorka ponechana
pri teplote 95 °C po dobu 10 minut. Nasledne bola vzorka extrahovana N-hexanetylacetatom
a derivatizovana N,O-bis(trimetylsilyl)trifluoracetamidom, ktory derivatizuje hydoxylové
skupiny na druhych zli€eninach so stabilnejsimi trimetylsilylovymi. Latky su tak prchavejsie
ako pdvodné zlu€eniny amoézu byt analyzované pomocou plynového chromatografu
s hmotnostnym spektrometrom. Limity detekcie (LOD) pre THC, CBD a CBN boli 6, 5
a 2 pg/mg vzorky [12, 31].

6.1.3.3  Kvapalinova chromatografia
Kvapalinova chromatografia predstavuje separacnu metédu zalozenti na deleni latok medzi
stacionarnu fazu a kvapalnii mobilnu fazu. Ide o vysoko citliva metodu, ktora v spojeni
s tandemovou hmotnostnou spektrometriou (LC-MS/MS) zaznamenava aj stopové mnozstvo

drog uz po prvom poziti. Po extrakcii nie je potrebna derivatizacia vzorky [12].

Kokain spolu s jeho metabolitmi bolo mozné stanovit’ po inkubacii vzorky vlasov v roztoku
0,1 mol/l kyseliny chlorovodikovej. Po extrakcii s metanolom bol extrakt nadavkovany
do chromatografu. Tato metddu bolo mozné pouzit’ aj pre detekciu morfinu a 6-acetylmorfinu,
pricom limit detekcie bol 10 pg/mg, pre kokain a benzoylekgonin, ako jeho metabolit, bola tato

hranica 1 pg/mg. Vybrané latky spolu s ich limitmi detekcie su uvedené v tabulke 1 [12, 32].

TabuPka 1: Vysledky analyzy zameranej na stanovenie drog vo vlasoch pomocou LLE [12]

Latka Analyticka metoda LOD [pg/mg]
THC GC-MS 6
CBD GC-MS 5
CBN GC-MS 2
Morfin LC-MS/MS 10
6-acetylmorfin LC-MS/MS 10
Kokain LC-MS/MS 1
Benzoylekgonin LC-MS/MS 1
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6.2 Analyza s vyuzitim extrakcie tuhou fazou
Pred samotnou analyzou chemickych a biochemickych materidlov je nutné ich spracovanie,
nakol’ko st vzorky cCastokrat nekompatibilné s analytickymi pristrojmi, matrice st prili§
komplexné, teda d’alSie zlozky by mohli interferovat’, ¢i sledovany analyt je pritomny v nizkej
koncentracii. Extrakcia tuhou fazou (SPE) vyuziva kolonky s tuhym sorbentom, cez ktoré
je prelievana kvapalna vzorka s vdé$im objemom. Sorbent na svojom povrchu zadrziava
sledované latky, ktoré st po ukonceni extrakcie vymyté malym mnozstvom vhodného ¢inidla
[33, 34]. Za ucelom zniZenia potrebného mnozstva vzorky a spotreby roztokov bola vyvinuta
mikroextrakéna technika, ktora predstavuje sorpcne-desorpcnit metdédu na zakoncentrovanie
analytov na stacionarnej faze pokryvajucej kremenné vlakno, nepouziva rozpustadla
a postacujiice mnozstvo vzorky je radovo v mikrolitroch [33, 35]. Technika headspace
Vv spojeni s mikroextrakciou tuhou fazou (HS-SPME) moéze byt vyuzita napriklad pre analyzu
kanabinoidov vo vlasoch. Jej principom je extrakcia analytov prostrednictvom sorpcie
Z headspace, teda plynného priestoru nad vzorkou, pomocou stacionarnej fazy nanesenej
na vlakne. Pri vyuziti priamej mikroextrakcie tuhou fazou (DI-SPME) dochadza k sorpcii
ponorenim vlakna do roztoku. Vlakno je Voboch pripadoch nasledne vlozené

do vstrekovacieho ventilu chromatografu za i¢elom termalnej desorpcie analytov [35-38].

6.2.1 Analyzy podl’a skupin analytov
Vzorka vlasov bola vzdy medzi dekontaminaciou a extrakciou nastrihana na 1-3 mm segmenty,
pripadne rozomleta v gulovom mlyne pre zabezpecenie ¢o mozno najvicsiecho povrchu.
Priprava vzorky bola zakoncena extrakciou tuhou fazou. Samotna analyza prebichala

v plynovom chromatografe s hmotnostnym spektrometrom [39].

Pre analyzu amfetaminov (amfetamin, metamfetamin a 3,4-metylendioxyamfetamin)
bolo potrebné vzorku vlasov dekontaminovat’ pomocou dichléormetanu. 25 mg takto
predpripravenej vzorky bolo ponechanych v zmesi metanolu a kyseliny trifludéroctovej
pri teplote 25 °C v priebehu noci.

Kanabinoidy (tetrahydrokanabinol, kanabidiol a kanabinol) boli extrahované z vlasov
po dekontaminacii vodou, petroléterom a metanolom. Extrakcia 50 mg vzorky prebiehala
v 4 ml metanolu 5 hodin.

Pri analyze kokainu bolo 50 mg vzorky vlasov dekontaminovanych vodou, benzinom
a dichlormetanom. Vzorka bola extrahovana 4 ml metanolu pri teplote 50 °C po dobu 5 hodin.
Vzorky urCené na analyzu opidtov tvoriacich Siroka skupinu latok (morfin,

6-monoacetylmorfin, norkodein a heroin) bolo potrebné dekontaminovat preplachnutim

27



vodou, benzinom a dichlormetanom. 50 mg vzorky bolo extrahovanych 4 ml metanolu
pri teplote 50 °C po dobu 5 hodin [39].

Hydrofilny metanol pri extrakcii prenikal do vlasu, ¢o viedlo k jeho nadutiu a uvolneniu latok
diftziou, d’alej k rozpusteniu neutralnych a lipofilnych latok. V pripade pritomnosti danych
analytov vo vysokych koncentraciach bolo mozné ich analyzovat’ priamo pomocou plynového
chromatografu s hmotnostnym spektrometrom, avsak pre znizenie interferencie latkami
z matrice bola analyza doplnena extrakciou tuhou fazou. Vysledky analyzy s limitmi detekcie

st zaznamenané v tabul'ke 2 [39].

Tabul’ka 2: Vysledky analyzy zameranej na stanovenie drog vo vlasoch pomocou SPE [39]

Skupina latok Dekontaminacia LOD [pg/mg]

Amfetaminy Dichléormetan 30
Kanabinoidy Voda, petroléter, metanol 10
Kokain Voda, benzin, dichlérmetan 10
Opiaty Voda, benzin, dichlormetan 20
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7 ANALYZA VLASOV SO ZAMERANIM NA LIECIVA

Ulohou modernej forenznej a klinickej toxikoldgie je rozoznavat a detegovat’ velké mnoZstvo
latok, pricom su si v niektorych pripadoch Struktirne podobné. Analyza vlasov je uzitoCnym
nastrojom aj pri retrospektivnom sledovani mnozstva uzivanych lie¢iv, pri¢om je pre pacientov
nebezpecné ako vynechdvanie, tak nadmerné uzivanie liekov. Vyuzitie chromatografie
S hmotnostnou spektrometriou predstavuje inStrumentalnu metddu poskytujiicu dostatocne

rozsiahle vysledky analyzy napriek malému mnoZstvu predaprav vzoriek [40, 41].

7.1 Analyza s vyuzitim vysokorozliSovace] hmotnostnej spektrometrie
VysokorozliSovaciu hmotnostni spektrometriu (HRMS) mozno s vyhodou vyuzit’ pri analyze
vlasov, kde hlavnymi analytmi st metabolity lieCiv. Pre tito analyzu je postacujuca jedina

predchadzajuca extrakcia, ¢o patri medzi jej vyznamné prednosti [40].

7.1.1 Preanalytické upravy vzoriek pre vysokorozliSovaciu
hmotnostnu spektrometriu

Vzorky vlasov boli odstrihnuté ¢o mozno najblizsie pri povrchu hlavy v pramenoch vaziacich
asponi 30 mg. Tie boli nasledne trikrat premyté 1 ml roztoku tween 80 (0,1 % V/V neiénového
surfaktantu v destilovanej vode), dvakrat preplachnuté 0,5 ml destilovanej vody, raz 0,2 mi
acetonu za ucelom odstranenia mastnoty, ususené a nastrihané na mensie useky. K 30 mg
kazdej vzorky bolo pridanych 10 pl zmesi deuterizovanych internych standardov® (1 pg/ml).
Takto pripravena zmes bola po pridani 300 ul metanolu ponechana v ultrazvukovom kupeli
pri 40 °C v priebehu noci, ¢im doslo k uvolneniu lipofilnych aj hydrofilnych analytov
z keratinovej matrice. 100 pul supernatantu bolo odpipetovanych do mikroskimavky

pre naslednt analyzu [40].

7.1.2 Vysledky analyzy vyuzivajucej vysokorozliSovaciu hmotnostnu
spektrometriu

10 ul  supernatantu  bolo  nadavkovanych  do  kvapalinového  chromatografu

s vyuzitim vysokorozliSovacej hmotnostnej spektrometrie (LC-HRMS). T4to metdéda umoznila

zredukovat’ Sum pozadia, ¢o poskytlo dostatocnu citlivost. Analyza odhalila pritomnost

¢ Interny Standard bol zloZeny =z nasledujucich latok: amfetamin-d5, fentanyl-d5, metamfetamin-d5,
3,4-methylendioxyamfetamin-d5, 3,4-methylen-dioxy-N-metyl-amfetamin-d5, benzoylekgonin-d3, kokain-d3,
kokaetylén-d3, metadon-d9, morfin-d3, norketamin-d4, ketamin-d4, O-6-monoacetylmorfin-d3, alprazolam-d5
a zolpidem-d6 [40].
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velkého poctu metabolitov drog a liediv. NajznamejSie si spolu s ich limitmi detekcie

zaznamenané v tabulke 3 [40].

Tabul’ka 3: Vysledky analyzy zameranej na stanovenie lie¢iv vo vlasoch pomocou LC-HRMS
[40]

Latka LOD [pg/mg] Latka LOD [pg/mg]
Alprazolam 5 Kodein 5
Bromazepam 10 Lorazepam 10
Diazepam 5 Midazolam 5
Fentanyl 10 Oxazepam 10
Karbamazepin 5

7.2 Analyza s vyuzitim tandemovej hmotnostnej spektrometrie
Kolektiv autorov z Norska a Talianska vypracoval $tudiu vyuZzivajucu tandemovi hmotnostnii
spektrometriu (MS/MS) zameranu na analyzu drog a lie¢iv uzitych pred smrtou. Tento
postmortalny vyskum odhalil, Ze v 47 pripadoch z 55 nebola dokazana pritomnost’ sledovanych
latok v krvi, kym vo vlasoch boli detekovatel'né. Iba v dvoch pripadoch bol stanoveny obsah

benzodiazepinov v krvi za sii¢asnej absencie vo vlasoch [28].

7.2.1 Preanalytické tpravy vzoriek pre tandemovi hmotnostni
spektrometriu

Pre tito analyzu boli odobrané pramene vlasov ¢o mozno najbliZsie pri temene hlavy s dizkou
3cm. Kazda vzorka predstavovala 20 mg vlasov premytych dichlormetinom a nasledne
metanolom. Po vysuseni pod pridom dusika boli vlasy rozstrihané na 1-2 mm segmenty. Ako
interny Standard bol pouzity halazepam s koncentraciou 100 ng/ml a objemom 20 pl, d’alej bolo
pridanych 700 ul metanolu. Takto upravena vzorka bola ponechana v ultrazvukovom kupeli
po dobu dvoch hodin, nasledne bolo 5 ul roztoku nadavkovanych do kvapalinového

chromatografu s tandemovym hmotnostnym spektrometrom (LC-MS/MS) [28].

7.2.2 Vysledky analyzy vyuZivajicej tandemovi hmotnostnu
spektrometriu

Z dovodu vysokého poctu analytov boli tieto latky rozdelené do Styroch skupin, teda kazda

vzorka bola analyzovana celkom S$tyrikrat. Skupiny lieCiv st nasledovné: benzodiazepiny

(diazepam, klonazepam), z-hypnotika (zolpidem, zopiklén), antidepresiva (fluoxetin,

venlafaxin) a antipsychotika (haloperidol, risperidon). NajcastejSie zaznamenanou latkou bol

diazepam a klonazepam. Nakol'ko vo viacerych pripadoch bola zaznamenana pritomnost

antidepresiv a antipsychotik vo vlasoch bez dokazu pritomnosti latok tychto skupin v krvi,
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analyza vlasov poskytuje dolezité dopliiujuce informacie. V pripade dokazu pritomnosti istej
substancie vo vlasoch bez jej potvrdenia v krvi ide 0 ojedinelé uZivanie lieCiva s jej obsahom.
Negativne vysledky analyzy vlasov s pozitivnym nalezom v krvi znacia o toxickom az letalnom
ucinku danej latky. Sledované analyty s limitmi detekcie su zhrnuté v tabulke 4 [28].

Tabul’ka 4: Vysledky analyzy zameranej na stanovenie lie¢iv vo vlasoch pomocou LC-MS/MS
[28]

Latka LOD [pg/mg] Latka LOD [pg/mg]
Diazepam 1,5 Risperidon 3,7
Fluoxetin 2,8 Venlafaxin 9,1
Haloperidol 1,6 Zolpidem 0,3
Klonazepam 3,0 Zopiklon 43,4

7.3 Analyza sledujica vplyv pigmentacie na obsah analytov

7.3.1 Preanalytické upravy vzoriek

Vzorky vlasov boli odobrané dobrovolnikovi z Azie vo veku 50 rokov, ktory mal Gierne,
ale aj Sedivé vlasy a pozil tabletu s obsahom 10 mg tartratu zolpidemu a po 12 hodinach 50 mg
hydrochloridu metoxyfenaminu. Tesne pred jeho podanim bol vytrhnuty ¢ierny aj Sedivy vlas
spolu s korienkom. Vsetky vzorky boli odoberané v priebehu nasledujucich 35 dni v tychto
intervaloch: 12 h, 24 h, 36 h,48 h, 72 h, 7 dni, 14 dni a 35 dni od podania zolpidemu. Jednotlivé
vlasy boli nastrihané na 1 mm segmenty, po¢nuc korienkom. Jednotlivé Giseky boli rozomleté
a extrahované 200 ul 50 mmol/l boratového pufru (pH 8,4) sobsahom 100 pg/ml
zolpidemu-d6 a 500 pg/ml 3-metoxymetamfetaminu ako internymi Standardmi. Tato zmes bola
ponechana v ultrazvukovom kupeli po dobu 30 minat, po ¢om nasledovala kvapalinova
extrakcia 1 ml zmesi chloroformu a izopropanolu (3:1 V/V). Organicka vrstva bola odobrana
apo pridani 20 pl roztoku kyseliny chlorovodikovej a etanolu (1:20 V/V) bola vysusena
pod pradom dusika. Po rozpusteni v 100 ul 10% metanolu bola takto pripravena vzorka
centrifugovana pri 7 000 x g po dobu 10 mintt, nasledne bolo 10 ul pouzitych na analyzu
pomocou LC-MS/MS [42].

7.3.2 Vysledky analyzy
Tato analyza sledovala zabudovanie danych lie¢iv do vlasov ovplyvnené ich pigmentaciou.
Cierne aj $edivé vlasy boli testované jednotlivo, pric¢om medzi nimi neboli nijaké vyrazné
hmotnostné rozdiely. Zolpidem aj metoxyfenamin boli zaznamenané vo vsetkych vzorkach

s vynimkou segmentu poskytujuceho informaciu 0 prvych 12 hodinach, nakolko bol
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metoxyfenamin podany aZ po tomto ¢asovom useku. Vysledky analyzy ukézali, Ze koncentracie
sledovanych latok su v Ciernych vlasoch, teda takych, ktoré obsahuju viac melaninu,
mnohonasobne vyssie. Celkové mnozstvo stanovené v ¢iernom vlase bolo 36,5-132 pg
pre zolpidem a 229-464 pg pre metoxyfenamin. V Sedivych vlasoch boli tieto hladiny
nasledovné: 0,9-6,2 pg a 46,6-60,6 pg. Melanin tak jasne ovplyviiuje inkorporaciu latok do

vlasov [42].
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8 SEGMENTALNA ANALYZA VLASOV

Pre ur€enie doby uzivania drog, ¢i lie€iv sa v praxi vyuZziva analyticky postup, pri ktorom st
odobrané vzorky vlasov nastrihané na tseky dlhé 0,4 mm, &o zodpoveda priblizne dizke rastu
vlasu za jeden den [43]. Pomocou segmentalnej analyzy tak mozno stanovit’ aj to, ¢i dana osoba
pozila sledované latky raz alebo S§lo o chronické wuzivanie. V idedlnom pripade je
pri jednorazovom uziti dand substancia detegovana len v odpovedajucom vlasovom segmente
avo zvysnych je vysledok negativny. Nakol'ko je vSak rychlost’ rastu vlasov nepravidelna,
niektoré latky mozu byt’ zaznamenané aj vo vedl'ajSich segmentoch. V tomto pripade musi byt
koncentrécia sledované¢ho analytu v danom tseku aspoii trojnasobne vyssia ako v susednych.
Mnozstvo drog, ¢i lie€iv, ktoré sa ulozi vo vlasoch, ovplyviiuju ich fyzikdlnochemické
vlastnosti (lipofilita a bazicita sledovanych latok), ¢i vlasova pigmentacia (obsah melaninu

vo vlasoch) [17].

8.1 Odber a spracovanie vzorky vlasov pre segmentalnu analyzu
Vzorka bola odobrand Zene, ktord bola lieCenda na rakovinu mozgu. Detaily lieCby su
zaznamenané v tabulke 5. Pramen vlasov mal hribku ceruzky a dizku 10 cm, bol rozstrihany
do segmentov po 2cm. Priemerna rychlost rastu bola uréena na 1 cm/mesiac.
Segmenty vlasov vaziace 10 mg boli premyté izopropanolom a dvakrat vodou, nasledne
vysuSené pri laboratornej teplote. Na kvapalinova extrakciu bolo pouzitych 500 pl zmesi
metanolu, acetonitrilu (8%) a mravéanu aménneho (2 mmol/l) v objemovom pomere 1:1:2, boli
pridané tieto interné Standardy: mianserin-d3 pre citalopram, morfin-d6 pre morfin, dibenzepin
pre metoklopramid a sumatriptan, oxazepam-d5 pre oxazepam, paracetamol-d4
pre paracetamol, amitriptylin-d6 pre sertralin, tramadol-C13-d3 pre tramadol a zopiklén-d8
pre zopiklon. Vlasy boli nasledne rozdrvené, cela vzorka bola centrifugovana po dobu 3 minut
pri 3500 x g ainkubovana pri 37 °C po dobu 18 hodin. Centrifugacia bola zopakovana
a po filtracii bol filtrat odpareny pod pradom dusika pri teplote 40 °C a nasledne rozpusteny
v 100 pl extrakéného média a 100 ul vody [44].
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TabuPka 5: Zaznam uzivanych lie¢iv u sledovanej osoby [44]

Segment

Dizka [cm]

Casové rozpitie

Uzivané lie¢iva

S1 0-2

2.10.-2.12. 2014

Morfin (nezndma davka 1-2 krat)
Metoklopramid (10 mg dvakrat v jeden der)
Oxazepam (75 mg v styroch davkach)
Paracetamol (1000 mg denne v dioch
15.10.-30.10. 2 20.11.-1.12))

Sumatriptan (100 mg trikrat)

Tramadol (100400 mg v dvoch davkach)
Zopiklon (7,5 mg denne v dioch
31.10.-30.11.)

S2

2.8.-1.10. 2014

Bez lieciv

S3

2.6.-1.8. 2014

Bez lieCiv

8.2 Vysledky segmentalnej analyzy vlasov

Takto pripravené vzorky boli analyzované pomocou ultra-vysokoucinného kvapalinového

chromatografu s tandemovym hmotnostnym spektrometrom (UHPLC-MS/MS). Mnozstvo

davkované do chromatografu bolo 10 pl. Najvyssi obsah sledovanych latok bol podla

oCakavani zaznamenany v proximdlnom segmente. Pritomnost analytov aj v dalSich

segmentoch mohla byt zapricinena diftiziou skrze pot, ¢i nerovhomernym rastom vlasov. Bola

analyzovana aj vodnd frakcia po dekontamindacii za icelom stanovenia obsahu sledovanych

analytov vymytych z vlasov. Ich mnozstvo bolo nizsie ako 10 % z mnozstva detegovaného

vo vlasoch. Obsah danych latok v jednotlivych segmentoch a limity kvantifikacie (LOQ) su

zaznamenané Vv tabul’ke 6 [44].

Tabulka 6: Vysledky segmentalnej analyzy vlasov [44]

Koncentracie [pg/mg]
Latka S1(0-2cm) S2 (2-4 cm) S3 (4-6 cm) LOQ [pg/mg]
Metoklopramid 210 5 Nedetegované 1
Morfin 11 Nedetegované | Nedetegované 5
Oxazepam 7 Nedetegované | Nedetegované 5
Paracetamol 2700 Nedetegované | Nedetegované 100
Sumatriptan 19 <LOQ <LOQ 5
Tramadol 390 51 41 10
O-demetyltramadol 98 <LOQ Nedetegované 5
Zopiklon 1700 Nedetegované | Nedetegované S)
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9 ANALYZA NECHTOV SO ZAMERANIM NA LATKY

POCHADZAJUCE ZO ZIVOTNEHO PROSTREDIA

Nechty predstavuji biologicky material vhodny na analyzu stopovych prvkov, ktoré
odzrkadl'uji dlhodobé vystavenie organizmu tymto latkam. Vzhladom k mensSej miere
kontaminacie z vonkajSieho prostredia st nechty na nohach preferovanejSie ako nechty ruk.

Vdaka ich pomal§iemu rastu mozno popisat’ aj dlhsi ¢asovy tsek tejto expozicie [20].

Tazké kovy a polokovy, ktorym je tato kapitola venovana, vstupuja do T'udského tela tromi
hlavnymi cestami: inhalaciou, vstrebavanim cez kozu a pozivanim. Okrem prvkov ako zinok,
kadmium, ¢i olovo ma velky vyznam aj arzén, nakol’ko je toxicky uz v nizkych koncentraciach

[45, 46].

9.1 Priprava vzoriek nechtov

Vzorky nechtov boli odobrané zdravym dobrovol'nikom bez predoslej liecby, ¢i expozicii tymto
prvkom v praci. Na dekontamindciu bola pouzita horuca voda a aceton. 20 mg nechtov bolo
vyluhovanych v 200 ul cistej kyseliny dusi¢nej pri teplote 70 °C po dobu 1 hodiny.
Po vychladnuti bolo 100 pl tohto roztoku zriedenych so 100 pl kyseliny dusi¢nej (2%)
a3 800 ul zmesi kyseliny dusi¢nej (1%), butanolu (0,5%), tritonu (0,01%), india a rodia
(1 pg/kg). V takto pripravenych vzorkach bolo stanovovanych 23 prvkov, spomedzi ktorych
boli vybrané tieto: Al, Zn, Cr, Cu, Pb, Ba a As [47].

9.2 Vysledky prvkovej analyzy nechtov
Pre analyzu stopovych prvkov v nechtoch bola pouzitd metéda indukéne viazanej plazmy
S hmotnostnym spektrometrom (ICP-MS). Limity detekcie sa pohybovali v rozmedzi
0,2 pg/mg az 140 pg/mg vzorky. U zien, ktoré pravidelne pouzivali laky, sa v nechtoch objavili

vyssie koncentracie hliniku, striebra a bizmutu. Obsah vybranych prvkov v nechtoch a LOD je
zhrnuty v tabulke 7 [47].

Tabul’ka 7: Vysledky prvkovej analyzy nechtov [47]

Prvok | Stredna LOD Prvok | Stredna LOD
hodnota obsahu  [pg/mg] hodnota obsahu | [pg/mg]
[pg/mg] [pg/mg]

Arzén 86 10 Med’ 3,60 10,0

Barium 560 1 Olovo 0,46 0,3

Chrom 1140 60 Zinok 83,00 10,0

Hlinik 10 700 20
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10 ANALYZA NECHTOV SO ZAMERANIM NA DROGY

Vdaka pomalému rastu nechtov poskytuju tieto kozné ttvary informécie o uzivani lieciv,
¢i drog aj po dlhej dobe. Medzi hlavné vyhody tejto analyzy patri okrem zobrazenia $irSieho
Casového useku V rozpéti mesiacov az rokov tiez jednoduchy odber, transport a skladovanie
pri laboratornej teplote. Avsak, nakol’ko st koncentracie danych latok pomerne nizke, musia sa
volit’ citlivejSie analytické metody. Taktiez priprava vzorky zohrava velku tlohu. Oproti
analyze vlasov ma tato metdoda nasledovné vyhody: je mozné ju vyuzit v priebehu
chemoterapie, ked’ nie je mozné previest vlasovu analyzu, dalej tato metéda nie je
ovplyviiovana melaninom, na rozdiel od vlasovej pigmentacie [48]. Analyza nechtov poskytuje
informécie nielen o opakovanom uzivani drog, ale aj o jedinej davke. Vdaka poznatkom
o fyzioldgii nechtov a procesoch zabudovavania xenobiotik mozno tuto techniku vyuzit

vo forenznej aj klinickej toxikologii [49].

10.1  Priprava vzoriek nechtov pre analyzu drog
Pre tuto analyzu boli vyuzité nechty rik aj ndh. Pre¢nievajiuce ¢asti nechtov boli odstrihnuté
a uchovavané v tmavom prostredi pri laboratornej teplote. Samotnej analyze predchadzala
dekontaminacia vhodnou zmesou cinidiel (napriklad voda, metanol alebo aceton) s vyuzitim

ultrazvukového kupela, hydrolyza a extrakcia [50].

Kokain spolu s jeho metabolitmi bolo mozné analyzovat’ po nastrihani nechtov na mensie
kusky, dekontamindcii a extrakcii metanolom pri teplote 40 °C po dobu 16 hodin, po ¢om bola
vyuzita extrakcia tuhou fazou.

Pri stanovovani kanabinoidov bola vzorka dekontaminovana v ultrazvukovom kupeli
s dodecylsiranom sodnym (SDS), vodou a metanolom. Nasledovala alkalicka hydrolyza
1 mol/l roztokom hydroxidu sodného a extrakcia s etylacetatom.

Obsah morfinu bolo mozné stanovit’ po dekontaminacii v ultrazvukovom kupeli s pouzitim
SDS, vody a metanolu, naslednej hydrolyze v roztoku hydroxidu sodného s koncentraciou
1 mol/l a kvapalinovej extrakcii so zmesou obsahujiicou dichlormetan, dichloretan a heptan
[50].

Pre analyzu amfetaminu, metamfetaminu a norketaminu bol na dekontaminaciu pouzity
metanol a voda. Po mechanickom rozdrveni 20 mg vzorky nasledovala extrakcia metanolom
pri teplote 50 °C po dobu 1 hodiny v ultrazvukovom kupeli [51].

Vzorku za ucelom analyzy etylglukuronidu bolo potrebné najskor premyt’ roztokmi hexanu,

dichlormetanu a metanolu. 5-50 mg takto precistenej vzorky vlasov bolo rozomletych

36



a extrahovanych vodou pri teplote 40 °C po dobu 2 hodin. Po ultrazvukovom kupeli

pri laboratornej teplote v priebehu noci bola vyuzita extrakcia tuhou fazou [52].

10.2  Vysledky analyzy nechtov so zameranim na drogy
Vzorky nechtov boli po prislusnej priprave analyzované tymito metodami: kvapalinova
chromatografia s tandemovou hmotnostnou spektrometriou (LC-MS/MS), plynova
chromatografia s hmotnostnou spektrometriou (GC-MS), radioimunoanalyza (RIA)
a vysokouc¢inna kvapalinova chromatografia s elektrochemickou detekciou (HPLC-ED).
Vysledky analyzy, teda pouzité metddy pre prislusné latky spolu s limitmi detekcie sa

zaznamenané v tabulke 8 [50-52].

Tabul’ka 8: Vysledky analyzy zameranej na stanovenie drog v nechtoch [50-52]

Latka Analyticka metéda LOD [pg/mg]
Kokain (+metabolity) GC-MS 250
Kanabinoidy (THC, CBD, CBN) RIA, GC-MS <100
Morfin RIA, HPLC-ED 50
Amfetamin, metamfetamin, ketamin GC-MS 12-24
Etylglukuronid LC-MS/MS 2
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11 ANALYZA NECHTOV SO ZAMERANIM NA LIECIVA

Analyza lie€iv a ich metabolitov zabudovanych v nechtoch mé svoje miesto aj vo forenznej
vede. Pritomnost’ tychto latok moze potvrdit’ zneuzitie hypnotik, ¢i sedativ na zmenu spravania
obeti [53]. Nakol'ko krv alebo mo¢ poskytuju informacie o pomerne kratkom ¢asovom useku,
je vyhodnejsie pre tuto analyzu vyuzit’ nechty, z ktorych mozno ziskat’ zdznam o uplynulych
mesiacoch [54, 14].

11.1  Priprava vzoriek nechtov pre analyzu lieciv
Tim vedcov z Nového Zélandu previedol analyzu nechtov, ktoré boli odobrané pacientom
uzivajicim urcité lie¢iva. Po ich nastrihani na 1-2 mm dieliky boli v skimavkach zaliate 5 ml
destilovanej vody. Po 5-10 mintitach bola voda dekantovana a dekontaminacia pokracovala
pridanim 3 ml etanolu. Zmes bola vortexovana po dobu 5-10 minut a cely proces bol dvakrat
zopakovany. Vzorky boli nasledne suSené pri teplote 45 °C 2 hodiny. Ako extrakéné ¢inidlo
boli pouzité 3 ml roztoku kyseliny trifluéroctovej a metanolu sinternym Standardom
prazepamom (15 ng) v pomere 1:50. Do takto pripraveného roztoku v skimavke bolo
pridanych 50 mg vzorky nechtov. Skimavka bola utesnena teflonovou ¢iapockou a ponechana
16-18 hodin extrahovat’ pri laboratornej teplote. Vzorka bola kratko vortexovand s naslednou
centrifugdciou (2 700 otd¢ok/min, 10 minut). Extrahovand kvapalina bola odpipetovana
do skimavky, kde bola pri 38 °C suSenda 110 minut. SuSina bola nasledne rozpustena
vo fosfatovom pufri (pH 7,2) s objemom 500 ul a 10 minat vortexovana. Po pridani 3 ml
dichlémetanu bola zmes vortexovana dalSie 4 minuty a centrifugovana (2 700 otacok/min,
10 min), po ¢om bola odstranena vrchna vrstva. Vrstva s dichlormetanom bola 35 minut

odparovana a zvySok bol rozmie$any v 100 ul mobilnej fazy a vortexovany 5 minut [18].

Podobnému experimentu sa venoval aj tim vedcov z Belgicka, ktory vypracoval $tidiu
o rozdielnych postupoch pre dekontaminaciu vzoriek a extrakciu jednotlivych analytov
z matric. Sledované vzorky nechtov boli odobrané pacientom, ktori uzivali sedativa predpisané

lekarmi [48].

Vzorky, v ktorych bol stanovovany obsah alprazolamu, klobazamu, klonazepamu, diazepamu,
lorazepamu, midazolamu, oxazepamu, temazepamu, triazolamu a zopiklonu boli
dekontaminované vodou a trojitym preplachnutim etanolom. Nechty boli nasledne nastrihané
na menSie segmenty a extrahované zmesou Kkyseliny trifludroctovej a metanolu (1:50)

pri laboratornej teplote po dobu 16—18 hodin [18].
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Zolpidem bol analyzovany po premyti nechtov vodou, dvakrat metanolom, 25 mg vzorky bolo

nastrihanych. Extrakcia prebehla v 0,3 mol/l roztoku NaOH pri 80 °C a trvala 40 minut [55].

Poslednym analytom bol klozapin. Vzorka bola dekontaminovana dvojnasobnym premytim
vodou a acetonom. Po jej rozdrveni bolo 5 mg extrahovanych zmesou acetonitrilu a octanu

amonneho (7:3) pri laboratornej teplote po dobu 1 hodiny v ultrazvukovom kupeli [56].

11.2  Vysledky analyzy nechtov so zameranim na lieCiva
Vzorky pripravené vyssie uvedenymi postupmi boli vlozené do autosampleru pre kvapalinovy
chromatograf s tandemovym hmotnostnym spektrometrom. Obsah sledovanych latok bol
urc¢eny pomocou kalibra¢nych rad zostavenych z o¢akévanych lieCiv/internych Standardov,
ktorych hodnoty koncentracii sa pohybovali v rozmedzi od 0,06 pg/mg do 300, pripadne
3 000 pg/mg matrice. Analyzované latky spolu s ich limitmi detekcie st uvedené v tabulke 9
a 10. Pri analyze bolo zaznamenané, ze nedochadza k rovhomernému zabudovavaniu latok
do nechtov ruk a ndh. Celkovo boli najdené najvyssie koncentracie latok N-desmetyl klobazam
a oxazepam. V nechtoch ruk boli najdené najvyssie koncentracie alprazolamu a temazepamu,

v nohach to bol tiez temazepam a nordiazepam [18, 55, 56].

Tabul’ka 9: Vysledky analyzy zameranej na stanovenie lie¢iv v nechtoch (N. Zéland) [18]

Tim z Nového Zélandu

Latka LOD [pg/mg] Latka LOD [pg/mg]
Alprazolam 0,06 Lorazepam 0,12
Klobazam 0,06 Midazolam 0,01
N-desmetyl klobazam 0,60 Oxazepam 0,60
Klonazepam 0,12 Temazepam 6,00
7-aminoklonazepam 0,60 Triazolam 0,06
Diazepam 0,12 Zopiklon 0,02
Nordiazepam 0,12 N-desmetyl zopiklon 0,06

Tabul’ka 10: Vysledky analyzy zameranej na stanovenie lie¢iv v nechtoch (Belgicko) [18, 55,
56]

Tim z Belgicka
Latka Extrakcia LOD [pg/mg]

Alprazolam, klobazam, | Kys. trifluéroctova s metanolom 0,06-6,00
klonazepam, diazepam,
lorazepam, midazolam,
oxazepam, temazepam,
triazolamu, zopiklon

Zolpidem NaOH 0,03
Klozapin Acetonitril s octanom aménnym 50,00
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12 SEGMENTALNA ANALYZA NECHTOV

Na segmentalnu analyzu st potrebné celé nechty, teda vzorky, ktoré boli odoberané pri pitve,
respektive pred jej zapocatim. Na analyzu bola vyuzitd ultra-vysokoucinna kvapalinova
chromatografia (UHPLC), ktora ma uplatnenie tiez v identifikacii a kvantifikacii analytov
v roznych biologickych materialoch. UHPLC poskytuje vyhody chromatografickej separacie
pouzivajuc kratSie kolony, vysSiu prietokovu rychlost’ s va¢Sou rozliSovacou schopnost'ou

a citlivost'ou [57, 19].

12.1  Priprava vzoriek nechtov pre segmentalnu analyzu

Vzorka bola odobrana 24-ro¢nému muzovi, ktory trpel hraniénou poruchou osobnosti. Zosnuly
bol zavisly na viacerych drogach. Vzorky boli odobrané aj dobrovol'nikom, ktori nepozivali
nijaké drogy za uc¢elom analyzy vplyvu matrice. Celé nechty boli rozstrihané do nasledovnych
segmentov: vol'ny okraj (A), pas nechtovej platni¢ky pozostavajuci z celej dizky nechtu, aviak
iba jeho spodna ¢ast’ dotykajtica sa nechtového 16zka (B), pas nechtovej platni¢ky bez dolne;j
Casti, ktora bola v konStantnom kontakte s nechtovym 16zkom (C) a tisek kompletnej nechtovej

platnicky (D). Toto rozdelenie je znazornené na obrazku 3 [19].

—
(O]
W
~

Obrazok 3: Rozsegmentovanie analyzovaného nechtu [58]

Na analyzu bolo odobranych vzdy 20 mg vzorky, ktora bola rozstrihand na drobné casti
a preplachnuta 10 ml vody a dvakrat 10 ml acetonu za uc¢elom dekontaminacie. Vzorky boli
vysusené pri laboratornej teplote a nasledne rozomleté na gul'ovom mlyne. Na extrakciu bolo

pouzitych 500 pl zmesi metanolu, acetonitrilu a vodného roztoku mravéanu aménneho
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vpomere 1:1:2. Bolo pridanych tiez 5 pul interného $tandardu® (1 ng/ul). Vzorky boli
premiesavané pri 800 otaCkach za minitu po dobu 18 hodin pri teplote 40 °C. Nasledne bol
supernatant odobrany do ampulky a uschovany, k tuhému zvysku vzorky bolo pridanych
d’alsich 500 pl extrakénej zmesi, obsah bol spracovany rovnako ako pri prvej extrakcii. Oba

supernatanty boli zmie$ané a prefiltrované do novej ampulky [19].

12.2  Vysledky segmentalnej analyzy nechtov
Pripravend vzorka bola analyzovand pomocou kvapalinového chromatografu Vv spojeni
S hmotnostnym spektrometrom s trojitym kvadrupolom (UHPLC-QQQ-MS). Segmentalna
analyza odhalila konStantné¢ uzivanie heroinu, kokainu, klonazepamu, benzodiazepinov,
doxepinu, tramadolu a zolpidemu. Koncentracia 6-monoacetylmorfinu a tramadolu postupne
vzrastala, kym koncentracia klonazepamu klesala. Dalsie analyty spolu s ich obsahom

VO vybranych segmentoch si zaznamenané v tabul’ke 11 [19].

Tabul’ka 11: Vysledky segmentalnej analyzy nechtov [19]

Koncentracia v segmentoch [pg/mg]
Latka D1(0-2mm) D2(2-4mm) D3 (4-6mm) | D4 (6-8 mm)
6-monoacetylmorfin 26 57 144 1680
Benzoylekgonin 115 123 117 169
Klonazepam 138 79 74 56
Kodein 557 456 587 1180
Diazepam 364 434 410 380
Doxepin 155 209 159 257
Morfin 6 680 5850 5030 13010
Tramadol 102 127 258 341
Zolpidem 16 18 17 17

4 Interny $tandard pozostaval z tychto latok: 6-monoacetylmorfin-d3, alfa-hydroxyalprazolam-d5, alprazolam-d5,
7-aminoflunitrazepam-d7, amfetamin-d5, benzoylekgonin-dS, buprenorfin-d4, klonazepam-d4, kokain-d3,
kokaetylén-d3, kodein-d3, diazepam-d5, dihydrokodein-d3, 2-etylidén-1,5-dimetyl-3,3-difenylpyrolidin-d3,
flunitrazepam-d7, fentanyl-d5, ketamin-d4, lorazepam-d4, metamfetamin-d5, 3,4-metyléndioxyamfetamin-d5,
3,4-metyléndioxy-N-etylamfetamin-d6, 3,4-metyléndioxy-N-metylamfetamin-d5, metadon-d9, metylekgonin-d3,
morfin-d3, nordazepam-d5, norbuprenorfin-d3, norkokain-d3, nortilidin-d3, oxazepam-d5, oxykodén-d3,
tilidin-d6, tamazepam-d5 a tramadol-d3 [19].
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13 ZHRNUTIE ANALYZ

Analyza keratinovych matric, ako st vlasy anechty, dosahuje zna¢ny vyznam najmi
Vo forenznej toxikologii. Nechty st povazované za vhodnu alternativu k vlasom, ktorych odber
je jednoduchsi oproti spdsobu ziskavania vzorky nechtov, ktor tvori len ich volny okraj,
ak nejde o postmortalnu analyzu [59]. Vd’aka modernym analytickym postupom a citlivym
inStrumentalnym metédam mozno detegovat’ metabolity drog a lie¢iva uz vo vel'mi nizkych
koncentraciach. Zhrnutie analyz, teda sledované analyty, metddy extrakcie, analytické metddy

a limity detekcie spolu so zdrojmi st uvedené v tabul'ke 12 a 13.

Tabulka 12: Zhrnutie analyz vlasov

Analyt Extrakcia Analyticka LOD Zdroj
metoda [pg/mg]

Al, Ba, Cu, Fe, Zn - ICP-MS -

[16]
6-acetylmorfin metanol LC-MS/MS 10,0 [12]
Amfetamin, zmes metanolu a kys. GC-MS 30,0
metamfetamin trifludroctovej/SPE [39]
Benzoylekgonin metanol LC-MS/MS 1,0 [12]
Kanabinoidy (THC, CBD, metanol/SPE GC-MS 10,0
CBN) [39]
Kokain metanol LC-MS/MS 1,0 [12]
Kokain metanol/SPE GC-MS 10,0 [39]
Morfin metanol LC-MS/MS 10,0 [12]
Opiaty (morfin, heroin) metanol/SPE GC-MS 20,0 [39]
Alprazolam metanol LC-HRMS 5,0 [40]
Bromazepam metanol LC-HRMS 10,0 [40]
Diazepam metanol LC-HRMS 5,0 [40]
Diazepam - LC-MS/MS 1,5 [28]
Fentanyl metanol LC-HRMS 10,0 [40]
Fluoxetin - LC-MS/MS 2.8 [28]
Haloperidol - LC-MS/MS 1,6 [28]
Karbamazepin metanol LC-HRMS 5,0 [40]
Klonazepam - LC-MS/MS 3,0 [28]
Kodein metanol LC-HRMS 5,0 [40]
Lorazepam metanol LC-HRMS 10,0 [40]
Midazolam metanol LC-HRMS 5,0 [40]
Oxazepam metanol LC-HRMS 10,0 [40]
Risperidon - LC-MS/MS 3,7 [28]
Venlafaxin - LC-MS/MS 9,1 [28]
Zolpidem - LC-MS/MS 0,3 [28]
Zopiklon - LC-MS/MS 43,4 [28]
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Tabul’ka 13: Zhrnutie analyz nechtov

Analyt Extrakcia Analyticka LOD Zdroj
metoda [pg/mg]

Al - ICP-MS 20,00 [47]

As, Cu, Zn - ICP-MS 10,00 [47]

Ba - ICP-MS 1,00 [47]

Cr - ICP-MS 60,00 [47]

Pb - ICP-MS 0,30 [47]

Amfetamin, metanol GC-MS 12-24 [51]

metamfetamin,

ketamin

Etylglukuronid voda/SPE LC-MS/MS | 2,00 [52]

Kanabinoidy etylacetat RIA, GC- <100 [50]

(THC, CBD, MS

CBN)

Kokain + metanol/SPE GC-MS 250,00 [50]

metabolity

Morfin zmes dichlérmetanu, dichloretanu RIA, 50,00 [50]
a heptanu HPLC-ED

Alprazolam zmes Kys. trifluéroctovej a metanolu  LC-MS/MS | 0,06 [18]

7- zmes kys. trifludroctovej a metanolu  LC-MS/MS | 0,60 [18]

aminoklonazepam

Diazepam zmes Kys. trifluéroctovej a metanolu  LC-MS/MS | 0,12 [18]

Klobazam zmes kys. trifluéroctovej a metanolu  LC-MS/MS | 0,06 [18]

Klonazepam zmes Kys. trifluéroctovej a metanolu  LC-MS/MS | 0,12 [18]

Klozapin zmes acetonitrilu s octanom LC-MS/MS | 50,00 [56]
amonnym

Lorazepam zmes kys. trifludroctovej a metanolu | LC-MS/MS = 0,12 [18]

Midazolam zmes Kys. trifluéroctovej a metanolu  LC-MS/MS | 0,01 [18]

N-desmetyl zmes kys. trifluéroctovej a metanolu  LC-MS/MS | 0,60 [18]

klobazam

N-desmetyl zmes kys. trifludroctovej a metanolu | LC-MS/MS = 0,06 [18]

zopiklon

Nordiazepam zmes kys. trifluéroctovej a metanolu  LC-MS/MS | 0,12 [18]

Oxazepam zmes kys. trifluéroctovej a metanolu  LC-MS/MS | 0,60 [18]

Temazepam zmes kys. trifluéroctovej a metanolu  LC-MS/MS | 6,00 [18]

Triazolam zmes Kys. trifludroctovej a metanolu | LC-MS/MS | 0,06 [18]

Zolpidem NaOH LC-MS/MS | 0,03 [55]

Zopiklon zmes kys. trifludroctovej a metanolu | LC-MS/MS | 0,02 [18]

43




14 ZAVER

Tato bakalarska praca je spracovana formou reSerSe o odbere vzoriek vlasov a nechtov, ich
spracovani a analyze. Priblizuje tieZ anatomiu koZe, nakol’ko st vlasy a nechty jej derivatmi,
vysvetluje inkorporaciu substancii a pojedndva o vyzname ich analyz, ktoré su hlavnym

predmetom tejto prace.

Praca pojednava o vlasoch a nechtoch ako o keratinovych matriciach, ktoré nesu informacie
0 uzivanych liecivach, ¢i drogach, ale aj o zivotnom prostredi, v ktorom sa dand osoba
pohybuje. Z neho st latky zabudovavané do vlasov a nechtov, pricom dochadza k viditelnym
zmenam v ich Struktare. Pomaly rast vlasov a nechtov je mozné vyuzit pre retrospektivnu
analyzu aj v rozsahu mesiacov, ¢o ma uplatnenie vo forenznych vedach pri objasiiovani
trestnych ¢inov, postmortalnej analyze, ale aj v medicine, kde mozno tymto spésobom sledovat’
pacienta, ¢i dodrziava liecbu nariadent lekarom. Nakol'ko su vd¢Sinou analyzované metabolity
pozivanych latok, je mozné vylucit' kontaminaciu z vonkajSicho prostredia a v pripade ich
stanovenia vo vzorke ide o potvrdenie pozivania danych substancii. Vd’aka kontinualnemu
rastu vlasov a nechtov je mozné previest aj segmentalnu analyzu, ktora poskytuje informacie
0 dobe uzivania drog, ¢i lieciv. Tento biologicky material vynika tiez jednoduchym odberom

a nenarocnym skladovanim pri laboratornej teplote.

Pri jednotlivych krokoch experimentov bola vyuzita Siroké Skala analytickych metdd. Dolezita
ulohu ma extrakcia, v priebehu ktorej dochadza k uvolneniu sledovanej latky z matrice, jej
zakoncentrovaniu a prevedeniu na formu kompatibilnt s in§trumentalnou metédou zvolenou
na jej detekciu. V tejto praci je vyuzivana najméd plynova a kvapalinova chromatografia
Sroznymi typmi detektorov (napr. hmotnostny spektrometer, tandemovy hmotnostny
spektrometer, elektrochemicky detektor). Tieto metddy poskytuju limity detekcie radovo
v pg/mg vzorky.
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