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Sazetak

Kljucne reci
analiza kose, analiticke metode,
prikupljanje uzoraka

Analiza kose je veoma korisna kada je nepoznata istorija uzimanja lekova ili je nemogude
dobiti. U literaturi su opisani brojni forenzicki slucajevi kada je analiza kose koriséena da
bi se utvrdile razlike izmedu prodavca i korisnika droge, zlo¢ini pod uticajem psihoak-

tivnih supstanci, sumnjive smrti, dobijanja vozacke dozvole i doping kontrole. Lek se u

Ke){ wor: dS . dlaku inkorporira u toku sinteze proteina kose, vezivanjem za funkcionalne grupe
hair apalysw, analytical methods, aminokiselina. To znaCi da je ispitivano jedinjenje u uzorku kose veoma stabilno.
sampling Analiticke metode koje se koriste u analizi kose su te¢na hromatografija ili gasna hro-

matografija sa maseno-spektrometrijskim detektorom.
UvobD Dlaka je proizvod diferenciranih organa u kozi sisara. U

Analiza kose prvi put je radena Sezdesetih godina
proslog veka da bi se potvrdilo da li je doslo do intoksikaci-
je teskim metalima (arsen, olovo i Ziva). Za odredivanje ovih
metala primenjena je atomska apsorpciona spektroskopija.
U to vreme odredivanje organskih supstanci, posebno leko-
va i sredstava zloupotrebe nije bilo mogudée zbog nedovoljne
osetljivosti dostupnih analitickih tehnika.

Prvi rezultati dobijeni su nakon primene lekova
oznacenih radioaktivnim izotopima, pri ¢emu je dokazano
da lekovi mogu preéi iz krvi u kosu. Deset godina od prvog
istrazivanja dokazano je prisustvo razli¢itih organskih jedi-
njenja u kosi primenom radio-imuno tehnika.

1979. Baumgartner i saradnici (1) objavili su prve rezul-
tate o detekciji morfina kod heroinskih konzumenata pri-
menom RIA metode. Oni su pokazali da postoje razlike u
koncentraciji morfina duz dlake, $to je u korelaciji sa vre-
menom proteklim od zloupotrebe. Danas su gasna hromato-
grafija sa maseno spektrometrijskim detektorom i te¢na hro-
matografija sa maseno spektrometrijskim detektorom
metode izbora u analizi kose.

Najveca prakti¢na prednost analize kose u odnosu na krv
ili urin je u tome $to se lekovi i sredstva zloupotrebe mogu
detektovati viSe nedelja i meseci nakon upotrebe, za razliku
od krvi i urina gde je taj period 2-4 dana za veéinu lekova.
U praksi ova dva testa se medusobno dopunjuju. Analiza
urina i krvi daju kratkoro¢nu informaciju o upotrebi lekova,
dok kosa daje podatke nakon duzeg vremenskog perioda od
ingestije.
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zavisnosti od vrste razlikuje se po boji, kvantitetu i teksturi.
Dlaka je sagradena od proteina (65 do 95 % keratina), vode
(15 do 35 %) i lipida (1 do 9 %). Sadrzaj mineralnih mater-
ija se krece od 0,25 do 0,95 %. Ukupan broj folikula dlake
kod odraslih osoba je oko 5 miliona, od ¢ega se oko 1 mil-
ion nalazi na glavi .

Kosa ne raste kontinuirano, vec cikli¢no (period rasta i
period mirovanja). Za folikul koji aktivno proizvodi kosu se
kaze da je u anagenoj fazi.

Kosa raste u toku 4-8 godina aproksimativno 0,22-0,52
mm na dan ili 0,6-1,4 cm mesecno. Nakon tog perioda
folikul ulazi u relativno kratak period tranzicije (traje oko 2
nedelje) poznat kao katagena faza, u toku koje prestaje celi-
jska deoba i folikul pocinje da se degeneriSe. Zatim, folikul
ulazi u period mirovanja poznat kao telogena faza (10 nede-
lja) u toku koje potpuno prestaje da raste i dlake pocCinju da
opadaju. Faktori kao §to su rasa, oboljenja, nutritivni status i
godine su faktori za koje se zna da uticu i na period rasta i
na period mirovanja. Na kozi glave odraslih osoba oko 85 %
dlaka je u fazi rasta, a 15 % u fazi mirovanja. U fizioloSkim
uslovima dnevno moze da se izgubi do 100 dlaka.

Pubic¢ne dlake, dlake sa ruku i potpazusne dlake su pre-
porucljive kao alternativan uzorak kada dlake skalpa nisu
dostupne. Ispitivanja su pokazala da postoje razlike u kon-
centracijama lekova izmedu pubicnih i potpazus$nih dlaka.
Ovi rezultati se objaSnjavaju razlikama u cirkulaciji, broju
apokrinih zlezda, razlikama u telogen/anagen odnosu i raz-
li¢itoj brzini rasta dlaka (0,40 mm na dan za potpazusne i
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0.30 mm na dan za pubicne dlake). Dlake na bradi rastu oko
0,27 mm/dan i mogu biti prihvatljiva alternativa, i mogu se
sakupljati svakodnevno nakon brijanja i1 koristiti za
odredivanje stepena inkorporacije leka u dlaku (3,

Mehanizmi inkorporacije lekova u dlaku

Smatra se da postoje dva procesa ulaska lekova u dlaku:

1. adsorpcija iz spoljasnje sredine

2. inkorporacija u koren rastuée dlake iz krvi preko
folikula.

Lekovi mogu uéi u dlaku pri ekspoziciji hemikalijama u
vidu aerosola, pusenjem ili sekrecijom znojnih i lojnih
zlezda. Poznato je da znoj sadrzi lekove koji se nalaze u
krvi. Posto je kosa veoma porozna i moze da poveca svoju
masu do 18 % preko apsorpcije tecnosti, lekovi se mogu
lako preneti u dlaku preko znoja. Osim toga, hemikalije
prisutne u vazduhu (dim, isparenja i sl.) mogu se takode
deponovati u kosi.

Inkorporiranje lekova u kosu vrsi se preko tri mehaniz-
ma:

1. iz krvi u toku formiranja dlake

2. iz znoja i sebuma

3. iz spoljasnje sredine

Na ovaj nacin se objasnjavaju razlike u odnosima leka i
metabolita u krvi u odnosu na kosu i koncentracije leka i
metabolita kod osoba koje primaju istu dozu leka. Dokazi o
prelasku lekova preko znoja i sebuma u dlaku se mogu
objasniti time da su koncentracije lekova i metabolita u
njima vede i da se mogu detektovati duze nego u krvi (4-5),

Tacni mehanizmi preko kojih lekovi prelaze i inkorpori-
raju se u dlaku nisu poznati. Pretpostavlja se da pasivna
difuzija moze biti povecana vezivanjem lekova za intracelu-
larne komponente celija dlake, kao Sto je pigment melanin.
Na primer koncentracija kodeina u dlaci posle oralne
primene zavisi od sadrzaja melanina(®). Medutim, ovo
verovatno nije jedini mehanizam posto se lekovi inkorpori-
raju u dlake albino zivotinja koje ne sadrZze melanin. Drugi
mehanizmi pretpostavljaju da dolazi do vezivanja lekova za
sulfhidrilne grupe aminokiselina koje se nalaze u dlaci.
Postoji mnostvo aminokiselina u dlaci, kao $to je cistin, koji
gradi ukrStene S-S veze da bi stabilisao proteinsku mrezu
dlake. Lekovi koji difunduju u éelije dlake mogu da se vezu
na ovaj nacin.

Razli¢ita ispitivanja pokazuju da nakon primene iste
doze tamna kosa inkorporira vise leka nego plava®).

Prikupljanje uzoraka

Procedura prukupljanja uzoraka kose nije standardizo-
vana. Najcesée se uzorkuje sa razliCitih delova skalpa.
Najbolje je uzorkovati kosu sa zadnjeg dela glave poznatog
kao vertex posterior. U poredenju sa drugim delovima glave
ova povrsina ima manje varijabilnosti u brzini rasta, broj
dlaka u fazi rasta je konstantniji i manje su razlike u zavis-
nosti od godina i pola. Pramen kose treba da se isece $to
blize kozi i da se zapiSe sa kog dela glave je uzorkovano.
Nakon uzorkovanja uzorak se ¢uva na sobnoj temperaturi u
aluminijumskoj foliji, koverti ili plasti¢noj epruveti.
Koli¢ina uzorka zavisi od vrste leka koji ¢e se odredivati i
primenjene analiticke metode. Najcesce se uzorkuje do 200
mg kose (2.
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Slika 1. Cuvanje uzoraka kose

Stabilnost lekova u kosi

Mnogobrojni radovi pokazuju da je lek inkorporiran u
kosu veoma stabilan. Organska jedinjenja mogu da opstanu
u kosi nepromenjena hiljadama godina na sobnoj tempera-
turi i u odsustvu vlage. Ovi podaci potvrdeni su time da je u
mumijama nadjenim u Cileu i Peruu, koje datiraju iz perio-
da od 2000 god. pe n.e. do 1500 god. dokazano prisustvo
benzoil ekgonina (7).

Analiza kose ukljucuje najmanje pet koraka:

1. dekontaminacija kose

2. priprema kose - pulverizacija i segmentacija u krace
delove

3. inkubacija u metanolu, kiselini, natrijum hidroksidu,
puferu

4. ekstrakcija - te€no-teCna, ¢vrsto-fazna i ¢vrsto-fazna
mikroekstrakcija

5. analiza — imunoassay ili hromatografija (gasna ili
tecna) sa masenom spektrometrijom

Slika 2. Segmencioniranje kose

Kontaminacija kose moZe biti problem u interpretaciji
rezultata, naroCito kada su sredstva zloupotrebe u pitanju.
Da bi se izbegli lazno pozitivni rezultati vecina laboratorija
primenjuje korak pranja uzoraka kose. Kao agensi za pranje
uzoraka kose primenjuju se Samponi, hirurski rastvori, sur-
faktanti (0,1 % natrijum dodecilsulfat), fosfatni pufer i
organski rastvaraci kao §to su aceton, dietiletar, metanol,
etanol, dihlormetan, heksan i pentan u razli¢itim zapremina-
ma i vremenima trajanja. Najée$ée se primenjuje jednoste-
peno pranje, mada se ponekad pranje ponavlja jo§ jednom
istim rastvara¢em. Eksterna kontaminacija se moze detekto-
vati analiziranjem rastvora posle pranja uzorka ().
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Uticaj kozmetickih sredstava i tretmana

Od velikog znacaja je i uticaj kozmetickih sredstava za
kosu na koncentraciju lekova. Kosa je kontinuirano izlozena
prirodnim uticajima kao Sto su sunce, vetar, zagadenja i sl.
§to moze dovesti do oStecenja kutikula. Frizerski tretmani
(ponavljano pranje, feniranje, uvijanje, bojenje kose) mogu
dodatno doprineti oStecenju dlake. Ponovljeno pranje nema
znacajnog uticaja na koncentracije lekova u kosi. Medutim,
sredstva za izbeljivanje, bojenje, kovrdzanje ili ispravljanje
kose sadrZe baze koje mogu ostetiti kosu i uticati na sman-
jenje koncenracije ili stabilnosti leka (8).

Da bi se odredila koncentracija leka u dlaci, nakon pran-
ja uzorka potrebno je rastvoriti lek iz dlake. Proces solubi-
lizacije mora biti takav da ne dovede do promene koncen-
tracije ispitivanog jedinjenja transformacijom u hemijski
sli¢no jedinjenje ili njegovog gubitka razgradnjom. Uzorci
se pre testiranja pulverizuju ili seku u segmente.

Tehnike pripreme uzoraka zasnovane su na sledecim pro-
cedurama:

- inkubacija uzorka u vodenom puferu i analiza imuno-
loskim tehnikama, najcesce RIA,

- inkubacija u kiselom ili baznom rastvoru, nakon koje
sledi te¢no-tecna ili ¢vrsto-fazna ekstrakcija i analiza hro-
matografskim tehnikama, najc¢esée GC-MS

- inkubacija u organskom rastvaracu (npr. metanol sa ili
bez hlorovodoni¢ne kiseline), te¢no-teCna ili ¢vrsto-fazna
ekstrakcija i hromatografska analiza (GC-MS)

- digestija u enzimskom rastvoru, te¢no-tecna ili ¢vrsto-
fazna ekstrakcija i hromatografska analiza (GC-MS)

Inkubacijom uzorka dlake u natrijum hidroksidu, pro-
teinski matriks se potpuno razgraduje. Parametar koji treba
odrediti je molarnost natrijum-hidroksida, vreme i temper-
atura inkubacije. Alkalna hidroliza dlake nije pogodna za
ekstrakciju hemijski nestabilnih jedinjenja kao S§to su
kokain, 6-MAM ili benzodiazepini koji hidrolizuju pod
dejstvom jakih baza.

Inkubacija organskim rastvaraem je jednostavnija
metoda. Ona ukljucuje dodavanje metanola ili etanola u uzo-
rak i zagrevanje na 45 °C u ultrazvu¢nom kupatilu nekoliko
sati. GC-MS analiza se zatim vr$i nakon uparavanja organ-
skog rastvaraca (2),

Hidroliza keratinskog matriksa enzimatskom digestijom
je jos jedan od nacina pripreme uzorka. Uzorci se mogu tre-
tirati rastvorom pronaze, glukuronidaze, arilsulfataze ili pro-
teinaze K. Enzimi deluju isklju¢ivo na razgradnju keratina,
bez uticaja na hemijsku strukturu jedinjenja koje se odre-
duje. Ovo je od velikog znacaja u analizi hemijski nestabil-
nih jedinjenja ).

Novija tehnika pripreme je superkriti¢na te¢na ekstrakci-
ja ugljen dioksidom. Dodavanjem polarnog modifikatora
kao $to je voda, metanol ili trietanolamin dobija se subkri-
tiCna tecnost sa visokim ekstraktabilnim svojstvima. Velika
brzina ekstrakcije (oko 30 min.) i mogucnost vezivanja on-
line za GC-MS su prednosti ove metode (10),

Analiticke metode za analizu kose

Prva publikacija o analizi morfina u kosi primenila je
RIA metodu(!). Sledeéa istrazivanja su osim RIA ukljuéivale
i GC-MS metodu. Hromatografske metode su veoma mocne
u identifikaciji 1 kvantifikaciji lekova i sredstava zloupotrebe
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u kosi zahvaljujudi njihovoj sposobnosti razdvajanja, speci-
ficnosti i osetljivosti, posebno kada su u sprezi sa masenom
spektrometrijom.

Imunoloske metode se primenjuju kao ,screening”
testovi zahvaljujuci njihovoj osetljivosti, brzini i jednos-
tavnosti pripreme. Procedura pripreme mora biti kompatibil-
na sa testom koji ¢e se primeniti (sredstva za pranje uzoraka
i sredstva za digestiju ne smeju da interferiraju sa imuno-
testom). U slucaju hemijske hidrolize obavezno je uraditi
neutralizaciju. Razaranje organskog proteinskog matriksa
dlake mora biti uradena pod uslovima dovoljno blagim da ne
dode do ostecenja proteinskih antitela koja ce naknadno biti
dodata u iminotestu. Kvantifikacija imunotestom nije pouz-
dana s obzirom na to da se reakcija odvija i sa lekom i nje-
govim metabolitima koji su sli¢ne hemijske strukture.

Najcesée primenjivane imonoloske metode su radio-
imunotest (RIA), enzimski imunotestovi (EMIT), fluores-
centni polarizacioni imunotest (FPIA) ).

Hromatografske metode se primenjuju kao ,,screening”
i potvrdne tehnike u analizi uzoraka kose. Osim toga, one
omogudavaju i kvantifikaciju leka i njegovih metabolita.

Tankoslojna hromatografija je prvi put primenjena u
detekciji morfina u kosi heroinskih zavisnika. Potvrda i
kvantifikacija su uradene primenom HPLC sa fluorimetri-
jskim detektorom (11,

HPLC metode u analizi razli¢itih grupa jedinjenja su
upotrebljene uz primenu UV, fluorimetrijskog i kulometrij-
skog detektora. U poslednje vreme se primenjuje LC-MS
tehnika za identifikaciju i kvantifikaciju lekova i droga
zloupotrebe iz uzoraka kose.

Gasna hromatografija u sprezi sa plameno-jonizacionim
(FI) ili azot-fosfornim (NP) detektorima se retko primenjuju
u analizi uzoraka kose zbog mnogobrojnih interferencija.
Gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom je
najmocénija metoda u analizi kose i najéesce se primenjuje za
detekciju i kvantifikaciju sredstava zloupotrebe (2).

Od drugih metoda primenjuju se kapilarna zonska elek-
troforeza (CZE) i infracrvena mikroskopija (12),

Analiza segmenata kose

Visesegmencionalna analiza kose ukljuuje uzimanje
uzorka Citave duzine kose $to blize kozi glave i seCenje u
delove odgovarajuée duzine da bi se odredila koncentracija
leka koja je uzeta u odredenom vremenskom periodu. Na
ovaj natin moze se dobiti retrospektiva uzimanja lekova i
droga zloupotrebe u nekoliko poslednjeh meseci, s obzirom
na to da kosa raste u proseku oko 1 cm mesecno ). Ova
analiza je od posebnog znacaja u sudskoj medicini.

Znacajno pitanje u analizi kose je odnos izmedu unete
doze leka i njegove koncentracije u kosi. Ovaj odnos kod
zavisnika od droga zloupotrebe zavisi od unete doze koja je
Cesto nepoznata, Cistoée droge i prelaska droge iz krvi u
kosu koja varira od osobe do osobe. Medutim, izvesni radovi
su pokazali da postoji znaCajna zavisnost doze i koncen-
tracije u kosi za digoksin, kokain, fenciklidin, kanabinoide,
meprobamat, haloperidol i amitriptilin (13),

Jos§ uvek se proucava uticaj genetskih razlika u koncen-
traciji melanina ili poroznosti i boje dlake. Dva tipa melani-
na su prisutna u dlaci: eumelanin sa malim sadrzajem sum-
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pora i feomelanin sa visokim sadrzajem sumpora. Crna i
braon kosa sadrze viSe eumelanina nego crvena i plava.
Osim toga i mnogi drugi faktori uti¢u na inkorporaciju leka
u dlaku, kao $to su pKa vrednost, rastvorljivost u lipidima,
metabolizam i varijacije u ciklusima rasta dlake ().

Zakljucak

Analiza kose je od velikog znacaja u sudskoj medicini i
klinickoj praksi. Posebno je korisna u toksikologiji.
Uzorkovanje je jednostavnije, a analizom se moze dobiti
precizna istorija uzimanja lekova i sredstava zloupotrebe.
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Uzorak kose daje mogucnost da se napravi razlika izmedu
hroni¢ne i pojedinacne ekspozicije nakon segmencione anal-
ize. Takode, analiza kose je od posebnog znacaja kada se ne
zna ili je nemoguce dobiti podatke o istoriji uzimanja leko-
va narocito kod psihijatrijskih pacijenata.

Abstract

Hair analysis is very useful when history of taking drugs is unknown, or if it is impossible
to obtain. The literature describes numerous forensic cases when the hair analysis used to
determine the difference between a seller and drugs abuser, crimes under the influence of
psychoactive substances, suspicious death, obtaining a driver’s license, and Doping
Control. The drug is incorporated into the hair during the hair protein synthesis, by bind-
ing to the amino acids functional groups. That means that the analite in the hair sample is
very stable. Analytical methods which are used in the analysis of hair are liquid chro-

matography or gas chromatography with mass-spectrometric detection.
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