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Ruzné moznosti
expozice Clovéka noxdm:

> umyslina ¢i nahodnd konzumace

> podani jiné osobé

> expozice plodu béhem téhotenstvi
> pasivni expozice z okoli
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Cile toxikologického zkoumdni
Okolnosti pripadu
Volba vzorku

ezité faktory vlivu pro transport a setrvani nox

¢i metabolitu v jednotlivych castech téla a
mozZnosti detekce:

> fyzikdlné chemické vlastnosti noxy/metabolitu
> velikost davky, trvani a frekvence expozice

> zpusob aplikace, rychlost a efektivita absorpce
> distribucni a metabolické procesy

> parametry individua (télesnd hmotnost.... )

» doba uplynula mezi davkou a odbérem vzorku

> analyticka metoda (citlivost, specificita ...)
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Volba vzorku

a_detekcni okna po ddvce

Tradicni materidly
> krev

> mocC

> zaludecni obsah
> strevni obsah

Alternativni materidly
> sliny

> pot

> mekonium (smolka)
> materské mléko

> pitevni materidly > vlasy

<« HODINY

{krev, slmy, pot)

i—h

{(mo¢, stolice)

TYDNY a MESICE

(vlasy, nehty, noverozenecka smolka)
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VyuzZiti alternativnich vzorku
pri_zjiSt'ovani abuzu drog

= Sliny, pot - zajem dopravni policie, pomocné terénni testy

= Mekonium - zdjem neonatologt

= Vlasy - zkoumani historie abuzu - testy chronického abuzu -
kriminalni vySetrovani,
obcansko-pravni spory (rozvodova a opatrovnicka rizenti),
testy pracovni spolehlivost (Fidicska opravneént)
Klinicka zkoumani patologickych stavi (neonatologie)

Prednosti odbéru alternativnich vzorka:

= neinvazivnost (srov. sliny a krev)

" nevyzaduje intimni prostredi (srov. sliny a moc)

= pod dohledem (zaruka autentického vzorku, vylouceni nezddoucich
manipulaci se vzorkem)

M. Balikova: Alternativni vzorky_2011




Testovadni drog ve slindch

Produkce slin ve Zldzdach:
podcelistni (submandibularni) 65%
priusni (parotidalni) 23%
podjazykové (sublinguadlni) 4%
aj.

Bohaté zasobeni krvi z krénich artérii
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Sliny

SlozZenti: 99-98% voda
elektrolyty
proteiny (mucin)
enzymy (amylaza)
Variabilita toku slin - variabilita pH - variabilita koncentraci
Rychlost tvorby slin stimulaci ovliviuje sloZeni - redici efekt |
Zvysenim toku klesd viskozita, stoupa pH
(napr. zvykani zvysuje produkci slin)
Klidova tvorba 0,5 ml/min
Po stimulaci 3-5 ml/min - redéni vzorku az 10 x (1)
pH 5,7 az 7 - po stimulaci cca 8 (ovliviuje trasport do slin)




Transport drog z krve do slin

v' Aktivni sekrece (elektrolyty)
v' Ultrafiltrace (polarni molekuly, cukry)

Dvoji faktory ovliviujici pasivni difuzi z krve do slin:

* rychlost toku, pH * ionizovatelnost, pK,
* vazba na proteiny slin * polarita
* vyskyt enzymu * MW, konformace izomeru

* plazmaticka volna frakce
* vysSe plazmatické hladiny
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Hladiny ve slindch jsou odrazem volného podilu v krvi

priblizné kopiruji stejny casovy pribéh

(ale variabilita toku slin, variabilita pH a miry prestupu)
Sive detekéniho okna Fddové podobnd krvi
Parentni drogy > metabolity (pasivni difuze)

Praktické aspekty:
Odbér - volnym tokem

- odsatim vakuem

- adsorpci na vatovy tampon
Problémy v praxi:
Nedostateény a nestaly objem vzorku od riiznych osob
Suchd uUsta - nemoznost odbéru vzorku
Viskozita slinnych vzorku, zbytky potravy, vlivy bakterii
Kontaminace dstni dutiny - pasivni koureni, pasivni expozice
Po odbéru je nutno registrovat:
dobu a zplsob odbéru, pH a objem ziskaného vzorku, pripadnd konzervace
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Porovnadni ¢asového prubéhu koncentraci kodeinu a morfinu v séru

a ve slinach po podani tablet kodeinu fosfatu 60 mg/60 kg p. o.
(Habrdovd, Balikovd 2003)

Kodein

Morfin

doba (hod)

Kodein pK, = 8,2 Morfin pK, = 8,0a 9,9
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Rizika v téhotenstvi -
alkohol, tabdk a drogy

Poporodni komplikace a
dokazovani konzumace:

= Moc matky a ditéte
= Vlasy matky a ditéte
= Mekonium - smolka
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MEKONIUM

Mekonium - novorozenecka smolka - prvni stolice novorozence.
Tvorba od cca 12 tydne téhotenstvi

Mekonium - strevni obsah plodu. Tvorba postupné ve vrstvach ze
spolykané plodové vody a ze sekretu Zluce do strev

SloZeni: voda, mukopolysacharidy, lipidy, proteiny, enzymy Zlucové
kyseliny, sole.

Medicinské vyuziti analyz: neonatologie. ZjiSt'ovani abuzu drog v
prubéhu téhotenstvi - transfer drog do embrya placentdarni
bariérou

Siroké Easové detekéni okno: Akumulace drog v téhotenstvi - srovn.
kratkodoba detekce v moci ditéte i matky

Sbér mekonia: z plenky ditéte - neinvazivni, 1-5 dni po porodu
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Transfer drog z krve matky
do mekonia plodu

Hlavni mechanismus transportu pres membrany - pasivni difuze
neionizovanych lipofilnich drog

VedlejSi mechanismus - aktivni transport ionizovanych molekul

Faktory vlivu na miru transferu:

= vlastnosti slouceniny (velikost molekuly, polarita, pK, hodnota)
= hodnota pH plazmy

= individuelni zdravotni stav matky, schopnost metabolismu

Droga s vazbou na plazmatické bilkoviny a ionizovana v krvi
matky (nizka pK,) - jen maly dil k dispozici pro pasivni difuzi
Bdze o vyssi hodnoté pK, - baze- prechazi snadno z krve matky
do kyselejSiho prostredi v krvi plodu - depo v mekoniu

Specifické vlivy nékterych drog na prostup placentou:
Napr. vazokonstrikcni Gcinky nikotinu, kokainu brzdi transfer
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VLASY

> Konzumovala dotycna osoba drogy a pripadné
jake?
> Davka? (jednorazova, prilezitostna, pravidelna
nebo masivni konzumace?)
> Stupen expozice, intfoxikace?
> Kdy doslo k aplikaci?
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VyuzZiti vzorku vlasu - proc ?

> Jedinecny materidl pro retrospektivni zkoumani
konzumace drog, léCiv a jinych xenobiotik

> Dlouhodobé vazani cizorodych latek uvnitf viasu
podle casové Skdly, kdy se vyskytovaly v krvi

> Stabilni matrice nepodléhajici rozkladu
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VyuZiti vzorku vliasu - kdy ?

> diagnostika a terapie abuzu

> podezreni na chronické otravy
> neonatologie

> postmortem toxikologie

> pracovni spolehlivost, ridici

> krimindlni a socialni souvislosti

> Terapeutické monitorovani hladin léciv
(TDM) - jen hrubé orientacne

M. Balikova: Alternativni vzorky_2011




Vyuziti vzorku vlasu - jak ?

> Nejde o sériovou rutinni analytiku

> Dulezity je odbér a zpracovani vzorku s
ohledem na individuelni anamnézu, cile
vysetreni

> Znalost fyziologie rustu vlasu a principu
inkorporace drog

> Kritické zhodnoceni vysledku specialistou
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Forenzni dukaz drog ve vlasech - vyvoj

> Prvni analyzy nox ve vlasech - tézke kovy
uz drive dostupnou metodou AAS

> Soud v USA 1982 - poprvé uznal dikaz kokainu
ve vlasech

> Rozvoj analytickych technologii - citlivé a
specifické metody GC-MS (LC-MS)

> Dnes - vlastni analyticka éast standardni, snahy
detekovat stdle nizsi kvanta (ng/mg az pg/ mg) -
naroky na drahé analytické technologie

> Pokracujici vyzkum - mechanismy Fidici
inkorporaci drog do vlasu - zpresnéni
interpretace
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Anatomie a fyziologie vlasu

> Roste z vacku - ndastavce kuze

> Umistén 3 - 4 mm pod povrchem kize
> Omyvan 3 typy zldz

> Vyzivovan z krevniho recisté

> Vlasovy stvol obsahuje:

proteiny - keratin, melanin, tuky,
minerdly, vodu
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Schéema vlasoveho vacku

VLASOVY D :

~ - . .'-. X & — MAZOVE
B
f

BULBA-CIBULKA

KOZNI PAPILA
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Vacek - 3 funkcni zony
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&\ permanentnl vias

keratinizace
tvorba mikrovlakna

syntéza vlasovych bunék
- volné lozenych

krevni zasobeni
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Mechanismy vstupu drog do vlasu

vstup do vlasu pasivni difuzi z krevni
cirkulace do rostoucich bunék na zakladné
vlasového vacku

vstup do vlasu v ruznych mistech a v
ruzném case béhem cyklu riustu -
komplikovana interpretace

Z ruznych zdroju:

» Z krve pasivni difuzi
-+ Z potu a mazu

* Z kozni tkane

+ Z vnéjSiho prostredi

Béhem 3 fazi rustu:

- Behem formace

- Po dokonceni formace
- Po opusténi kuze




Vstup drog do vlasu a mozné ztraty
(Pragst -Balikova: CCA 2006)

Decomposition
by bleaching A External
and UV radiation sources
Extraction by 4 (dust, smoke,
shampooing dirty hands,
and hair cosmetics mediated

by sweat)

Sweat

Delayed incorpo-
ration from
surrounding tissues

Incorporation
from blood
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Transport drog do viasu -
faktory vlivu

> Povaha individuelniho viasu

> Krevni tok, hnaci koncentracni gradient pro
inkorporaci

> Vlastnosti drogy, lipofilnost, ionizovatelnost,
vazba na bilkoviny aj.

> pH gradient (izoelektricky bod
keratinizovaného vlasu pH 6)

> Afinita bazi k melaninu (pH melanocytu 3-5)
> Velikost a geometrie molekuly drogy
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Vliv pigmentu na inkorporaci
(Pragst T + K 2004)

Drug Concentration ratio
wight/pigmented
Cocaine 0.05-0.86
(mean 0.38)

Benzoylecgonine 0.10-1.20
(mean 0.66)

Amitriptyline 0.18-0.58
Maprotiline 0.21
Metoclopramide 0.09

Vyss$i inkorporace bazi do tmavych vlasu (napr. kokain)
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Cyklus rustu vlasu

> ANAGEN - tvorba novych bunék na dné vacku,
metabolicka aktivita, rustova faze, trva 2-6 roku

» CATAGEN - ustdva déleni bunék, degenerace
bulby, vacek se zkracuje, prechodna faze, trva 2-3
tydny

> TELOGEN - zdastava rustu, odumrely vlas snadno
vypadava, klidova faze, trva 2-6 mésicu

Dospély ¢lovék:  cca 85 % vlasu ve fazi rustu
cca 15 % ve fazi klidu

Disledek: individudini nehomogenita pramene vlasu -

difuzni _koncentracni rozhrani zény lokalizované drogy
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Rychlost rustu vlasu u clovéka

> Zjednodusené na skalpu 1 cm/mésic

> Redlné 0,6 az 1,4 cm/mésic

> Zdlezi na:
a) typu vlast (jemné, silné, Sedivé, barva tmava aj.)
b) véku ( vliv hormon)
c) pohlavi (vliv hormon)

d) anatomické misto (skalp, vousy, podpazi, pubicka
oblast...)

e) rasové rozdily (bélosi, asiati, cernosi..)
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Interpretaci v relaci k casu davek
komplikuje:

> Nerovné odstriZzeni vlast, vzajemny posun vlast
v odstrizeném prameni

> Nerovnomérny rust vlidken, podil anagen/telogen

> Vstup deponovanych drog z drivéjSich davek -
napr. chronicky abuzus marihuany

> Vstup drog do vlasu nad povrchem kizZe z potu a
mazu, potenciondlni kontaminace distalni casti

> Castecna podélna difuze uvnitr vlasu
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Odbér vzorku viasu
(Pragst T+K 2004)

Collection of the hair sample
Identification of the person:

- »ort, € an wilh pho

Protocol:

. hairieng

sampling: Proximal end

e NG
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Modely rozlozeni koncentraci
podél vlasu po meésicni konzumaci

drogy zhruba pred rokem

a) rovnomerny rust vlasu
b} variabilni rust vlasu

¢) inkorporace z potu, mazu
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d) inkorporace z depa tkani
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Neznamad lokalizace drogy podél vlasu

- potrebnd anamnesticka data
(Pragst et al. Forensic Sci Rev 1998))

Cutting Drug position
Skin point in hair
Hair root l Hair shaft l
Blood
circulation : - |j K
: Age of hair scgment,
el e e ; (months)
—_— e

0 . 5 - 4

0.5 cm segments -
o5 20 2352 730 35 40 om

| cm segments

.é
8
g
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§
&

2 cm segments

Distance from proximal end of the sample
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Obecné problemy kvantifikace
u pevnych matric

> Vysledky semikvantitativni, v sérii
segmentl spiSe trendy v_konzumaci

> Chybi referencni vlasové materidly
pro kalibrace

> Vlasy - Dodrzovadni doporucenych
odbornych pravidel operacnich,
interpretacnich
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http://www.soht.org/

Doporucené operacni standardy

YV V.V V V V

~Society of Hair Testing”

Odbér vzorku a zpracovani

Povrchova dekontaminace, extrakce

Spravnost identifikace analytd (MS)

Kriteria pozitivity, cut off hodnoty

VyZadované metabolity pro prikaz

VyZadovany pomér metaboliti a parentnich latek
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Obvyklé poméry parentnich drog a
metabolitu (ng/mg) nalézané u uzivateld

Methamfetamin 3,1-126 0,87-56,4 18,3
Amfetamin 0,8-12 0,02-6,52 0,84
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Vliv melaninu na inkorporaci bazi
do vlast

Blood Haw-5G1 | Har-S5G
moipline 111{r1]'rl]i11f: acetylmorplune
(ng/ml) 111_ 111_ ) 1"11# "'111':'1
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Chronicky abuzus methamfetaminu
s fatalnim zakoncenim, segmenty 2 cm

(K.Berdnkova, V. Habrdova, M. Balikovd™, P. Strejc: FSI 2005)

Drugs in 2cm hair segments

N\
§
\
\
§ RN

segment

Methamphetamine 7 Amphetamine B Ephedrine
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Sexualni zneuzivdni mladistvého.
Urceni obdobi podavani methamfetaminu
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13 lety chovanec DD az do listopadu
2006, v prosinci premistén do jineho
zarizeni
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Vlasy: 8 cm dlouhé, odbér 16/1
Sledované obdobi zdri-listopad 2006
SG 5 x lcm, ZbY'}" distalni 3 cm SG1 SG2 SG3 SG4 SG5  SG6

X Xl X IX Vil Vil

e
-

@
£
£
=
£
£
£
[l
:
o
L =
£
(]
=
-t
2
=

=]

Interpretace:
Negativni ndlez v SG1 - absence konzumace v prosinci

Maximum konzumace odpovida Fijnu (rdst 1cm/més).

Pri rdstu 0,6 aZ 1,4 cm/més - Sirsi obdobi prokdzané konzumace - zdri aZ
listopad. Podil potu a mazu na inkorporaci v distdlnich segmentech nelze
vyloucit.
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Fatalni predavkovani opiaty, znamky
stridani drog, 6 x segmenty 1,5 cm

(M. A. Balikova*, V. Habrdova: JCB 2003)

Brown and heroin markers exiracted from

hair

B LHC
mCoD
O HC
mLMOEP
OACOD
O oA

Sesments
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Fatalni predavkovani opiaty, znaky klesajici
tolerance v prubéhu téhotenstvi
(M. Balikova: Biomed. Papers 2005)

period before death
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> Segmentovd vlasovd analyza - unikatni nastroj
pro semikvantitativni r'e‘rr'ospekflvm dukaz
chronické konzumace drog v sirokém casovéem
rozmezi

> Méné vhodna pro hodnoceni stupné expozice,
spiSe casové trendy v konzumaci

> Analyza drog ve vlasech neni sériova procedura,
ale vyzaduje individuelni odborny pristup od
odbéru vzorku az po interpretaci nalezu

> Odborna interpretace s ohledem na okolnosti
pripadu, variabilitu rustu vlasu a inkorporace
drog, parametry pouzité analytické metody
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