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1 Uvod

V piedkladané habilitacni praci jsou shrnuty vysledky nezavislé védecko-vyzkumné ¢innosti, které se
vénuji na Ustavu chemie piirodnich latek VSCHT Praha v Laboratofi forenzni analyzy biologicky
aktivnich latek (BAFA). Od roku 2014, kdy pracovisté vzniklo, rozvijim problematiku detekce
a identifikace kontrolovanych substanci v riznych biologickych matricich, pfedevS§im se jedna
o psychoaktivni latky a pfipravky zneuzivané ve sportu. Spolupracujeme také s forenznimi institucemi
a dalsimi ustavy na VSCHT Praha na rozvoji vyuziti spektroskopickych metod, jako je Ramanova
spektroskopie, chiroptické metody a nuklearni magneticka rezonance. Se svymi studenty vyvijime
syntetické postupy malych molekul (haptenti) vhodnych k pifipravé imunogenti pro imunizace zvirat,
které slouzi k sestaveni imunochemickych metod k detekci psychoaktivnich latek v biologickém
materialu. Dale se vénujeme analyze hub, rostlinnych ¢&i zivoc¢isnych vzorkt s obsahem alkaloidd nebo
fytokanabinoidd.

V avodni ¢asti habilitaéni prace jsou nejprve diskutovany zakladni struktury novych
psychoaktivnich latek a jejich plsobeni na lidsky organismus. Kapitola je dopInéna o legislativni ramec
kontrolovanych substanci. Vystupy naseho pracovisté jsou vyuzivany jako podklady pro hodnoceni rizik
psychoaktivnich latek a vedly ke zméné legislativy na irovni normativnich pravnich aktd. Nasleduje
problematika jejich identifikace v biologickém materialu z pohledu forenzni toxikologie, tedy jejich
stanoveni v ruznych matricich — moci, slinich nebo krevni plasmé¢ — rliznymi instrumentalnimi
technikami. Duraz je kladen na identifikaci metaboliti novych psychoaktivnich latek pomoci
hmotnostni spektrometrie a stanoveni jejich farmakokinetického profilu. K ovéfeni spravnosti navrzené
struktury jsme syntetizovali fadu metabolitti véetné jejich izotopicky znacenych forem. Piipravené
analytické standardy byly dale vyuzity pro stanoveni latek napiiklad v psychotropnich houbach
a ve vzorku Zaby Bufo alvarius. Nové psychoaktivni latky se ¢asto vyskytuji v racemickych smésich,
coz podnitilo na§ zajem o studium jednotlivych enantiomert. Zavedeni metody chiralnich separaci
Vv preparativnim méfitku pfineslo moznost testovat biologické ucinky jednotlivych enantiomert a také
popsat jejich vibraéné spektroskopické charakteristiky. Vibra¢ni spektroskopie byva prvni volbou pii
rychlé a mnohdy i terénni identifikaci neznamych latek. Nasim ptispévkem je vyuZiti rentgenové
praskové difrakce k identifikaci i slozit&jsich smési klasickych drog a novych psychoaktivnich latek.
Tato metoda nasla uplatnéni i pti nalezeni anorganickych piimési v zadrzenych vzorcich drog. Vystupy
této Casti prace jsou publikovany v 18 mezinarodnich impaktovanych ¢asopisech.

Druha ¢ast je vénovana syntéze malych molekul — pouzitych pro vyvoj imunoanalytickych
metod Kk detekci novych psychoaktivnich latek. Vysledky této prace jsou predmétem tii patenti, dvou
uzitnych vzort, deseti funkénich vzorki a dvou ¢lankt publikovanych v mezinarodnich impaktovanych
Casopisech.



2 Psychoaktivni latky

celou fadu rostlin a hub jak k 1é¢eni, tak k navozeni zménénych stavii védomi za Géelem v&téni, ¢i
osobniho duchovniho ristu. Jiz v neolitu byla hojné vyuZzivana $tava z makovic, pied 5 000 lety znali
1é¢ivé ucinky konopi v Cing, listy koky zase starovéci Inkové zvykali pii praci ve vysoké nadmoiské
vySce. Zacatkem 20. stoleti vSak fada latek zacCala byt primarné vyuzivana pro zabavu a mnozstvi
fatalnich intoxikaci opiem a kokainem vedlo k zékazu vétsiny psychoaktivnich l4tek.?

Jak byly v historii vnimany psychoaktivni latky, si mizeme ptedstavit z nasledujicich citaci
slavnych uéenci starovéku.?

Sbér €erstvého maku poprvé popsal Dioskorides:

., Tem, kdo chteji vyrabét opium, se doporucuje roziiznout nozem hveézdici na makovici a ze stran
se do makovice zariznout, pak setrit vytéekajici tekutinu prstem na lZicku. Zanedlouho je treba se

‘

vratit, nebot vytece dalsi kapka, nyni jiz hustsi. Totéz opakovat dalsi den.
Theofrastos ve starovékém Recku pie o durmanu metelovém:

., Podaviame jednu drachmu, ma-li se pacient povzbudit a mit o sobé libé myslenky, dvojitou
davku, ma-li blouznit a mit vidiny, trojitou, ma-li nadosmrti zeSilet a ctyrndsobnou davku
podavame, ma-li pacient zemrit.*

Klaudios Galénos (Claudius Galenus), znamy jako Galén, napsal:

., Opium je nejsilnéjsim ze vsech znamych lékii, ale také nebezpecnym prostredkem, ktery miize

pri predavkovani zpiisobit ,, vécny spanek . *

Soucasna spolecnost si k uzivani psychoaktivnich latek vybudovala spole¢ensky akceptovana
pravidla pro vybrané typy téchto latek. Zapadni kultura si za svoje spoleensky povolené psychoaktivni
latky vybrala alkohol a nikotin ve formé tabakovych vyrobka. Jiné kultury vSak maji v oblibé& i takové,
které by zapadni kultura vnimala jako nelegalni. Nazornym piikladem je koka, ktera je volné dostupna
na jihoamerickych trzistich a zvykani koky je v téchto zemich stejné€ akceptovatelné jako piti kavy v nasi
kultufe. Pfirodni nadrody maji ve své tradici ceremonidlni uzivani psychedelik, ptikladem mohou byt
ayahuasca, Peyot (Lophophhora williamsi) nebo houby rodu Psilocybe. Staty Blizkého vychodu zase
uzivaji jako stimula¢ni drogu katu (Catha edulis), jihoasijské staty si oblibily kratom (Mitragyna
speciosa) a betelové ofisky (Areca catechu). Na africkém kontinentu dominuje krom¢ katy také iboga
(Tabernanthe iboga Baill.). Néktera nabozenstvi jsou s uzivanim drog uzce svazana, piikladem muize
byt uzivani konopi skupinou rastafarianti na Jamajce nebo ceremonie mezinarodné aktivni cirkve Santo
Daime s ayahuascou.

Na druhou stranu neni pochyb o tom, Ze zneuzivani (abizus) omamnych a psychotropnich latek
(OPL), které vétSina populace zahrnuje pod pojem drogy, pfinasi mnohé problémy. Cela fada OPL je
navykova a snadno vznika fyzicka i psychicka zavislost na jejich uzivani (adikce). Problémy spojené se
zavislosti na OPL jsou trojiho druhu — zdravotni, socidlni a ekonomické. U osob zavislych na OPL
byvaji téméf pravidlem poruchy vyvolané toxickymi u€¢inky OPL a infekéni onemocnéni. Znacné riziko,
predevsim u opiati a novych psychoaktivnich latek, predstavuje rovn€z moznost predavkovani, které
mnohdy kon¢i smrti. Uzivatelé pod vlivem OPL ztraceji kontrolu nad svym jednanim a nejsou schopni
vnimat zpétnou vazbu svého chovani, coz v oblasti socialni vede k zptetrhani existujicich vazeb s okolim
a Casto i s rodinou. Pfidruzenym disledkem byva ztrata zaméstnani a financnich prosttedkd, coz vede



ke vzniku sekundarni kriminality, ktera souvisi s potfebou uzivatelll drog ziskat financni prostfedky
k obstarani denni davky. Nelze pominout ani zapojeni organizovaného zlo¢inu, ktery ve svétovém
méfitku vydélava na produkci a distribuci OPL astronomické ¢astky. V posledni dobé jsou také slyset
hlasy, které poukazuji na environmentalni rozmér produkce drog. Drastické odlesnovani deStnych
pralesti k zakladani kokovych plantazi a znecisténi spojené s vyrobou kokainu v Amazonii je jednim
z viditelnych ptikladd. Z téchto divodu je prakticky po celém svété legislativa regulujici produkei,
distribuci a uzivani OPL restriktivni a piistup statnich organti vic¢i producentlim, distributorim
a konzumentim OPL represivni.

3 Uvod do problematiky novych psychoaktivnich latek

Na drogové scéné se v poslednich letech kromé tradi¢nich drog (kokain, opiaty, amfetaminy, konopi
s vysokym obsahem THC) objevuji také nové syntetické drogy (NSD). Divodem je snaha vyrobct
a distributorti obejit stavajici legislativni normy, v nichz jsou omamné a psychotropni latky obvykle
vymezeny taxativné. Na ilegalni trh se tak dostavaji analoga znamych latek s psychoaktivnim
potencidlem, ktera dosud nejsou uvedena na seznamu ilegalnich latek, nebo jejichz prekurzory nejsou
kontrolovanymi substancemi. Hlavni nebezpeci spojené s uzivanim NSD tkvi v nedostatku informaci
0 jejich farmakokinetickém a toxikologickém profilu, nebot’ vétSina téchto latek neprosla klinickymi
testy. V fadé pripadd se studie omezily jen na zakladni stanoveni vazebnych konstant na piislusné
receptory in vitro. NSD v8ak pokryvaji Siroké spektrum ucinkt, od stimula¢nich pies euforizujici
a halucinogenni az po sedativni.*

NSD jsou syntetizovany jako strukturni analoga nebo chemické derivaty jiz zakonem
kontrolovanych latek, z ¢ehoz vyplyva, Ze nové syntetické drogy nemohou byt na trhu explicitné
deklarovany jako drogy, psychostimulancia, ¢i halucinogeny. Obvykle se proto prodavaji jako
sbératelské predméty, koupelové soli, hnojiva, vykufovadla, nebo dokonce chemické latky pro
vyzkumné ucely. Touto cestou se jejich vyrobci vyhybaji pravnimu postihu, pfedev§im znamému
paragrafu o Sifeni toxikomanie. Soucasny nartst poctu variant NSD je pfipisovan nejednotné pravni
upravé v Clenskych stitech EU, dostupnosti téchto latek prostiednictvim internetovych obchodl
a ochoté zejména mladych lidi vyhledavat a ziskavat nové zkuSenosti s psychoaktivnimi latkami.>°

Vzhledem k tomu, Zze mezi zneuzivané nové drogy nepatii jen syntetické latky, doporucuje
EMCDDA (Evropské monitorovaci stfedisko pro drogy a =zavislosti) pouzivat termin nové
psychoaktivni latky (NPS, New Psychoactive Substances), tento termin je i nadale pouzivan v této praci.

EMCDDA definuje NPS nasledovné: ,,Omamné a psychotropni latky v ¢isté podobé nebo smési,
které nejsou uvedeny v seznamu latek podléhajicim regulaci dle konvenci Spojenych narodt z roku
1961 o navykovych latkdch a z roku 1971 o psychotropnich latkach. Tyto latky se v anglicky psané
literatuie nazyvaji také Designer Drugs a jsou definovany jako: ,,Psychoaktivni latky produkované
z prekursorti v nelegalnich laboratofich, které jsou navrzeny jako analoga nelegalnich drog za ucelem
obejit stavajici legislativu, jedna se o imitaci, ne inovaci.” .

Casto se setkavame také s oznaGenim legal highs (,,legalni povzbuzovaky*), (Obr. 1), coZ jsou
vsechny latky jak syntetického, tak ptirodniho pivodu prodévané v ,,headshopech®, ,,smartshopech™ ¢i
,euforiashopech®. Termin ,,legal highs“ naznacuje, ze se jedna o latky legalni, coz v zavislosti na
charakteru narodni legislativy mize byt i pravda. V posledni dobé se objevuji i tzv. ,,Smart Drugs* (t].
latky  stimulujici  funkci mozku anervové soustavy), coz mohou byt pfipravky
na urovni potravinovych dopliikli, nebo mohou naopak obsahovat riizna neregistrovana nootropika ¢i
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stimulanty. Zajimavou skupinu tvofi ,,Research Chemicals®“ prodavané pod zastérkou latek urcéenych
pro vyzkumné ucely. Zamér prodavat drogy je v téchto obchodech né¢kdy maskovan i nabidkou bézného
laboratorniho plastu a skla.®

NPS nejsou zcela novym fenoménem. Mnohé z nich byly syntetizovany jiz v 70. letech 20.
stoleti napt. Alexandrem Shulginem, ktery byl kontroverznim védcem, ale bezesporu i schopnym
chemikem a farmakologem.® Vzestup popularity novych psychoaktivnich latek s sebou piinasi celou
fadu problému. Predevsim se jedna o skutecnost, ze jejich vyrobci a distributofi byvaji vzdy o krok
napted pred legislativou. Dal§im vyznamnym problémem je fakt, Ze ¢asto nejsou k dispozici informace
o toxicit¢ a farmakokinetice. Konzumenti novych syntetickych drog se tak stavaji ,,pokusnymi kraliky*
se vSemi S tim spojenymi riziky. Chybé&jici rychlé screeningové metody vedou k situacim, ze uziti
novych syntetickych drog je mozné prokazat pouze pomoci metod klinické biochemie, z nichZ jako
nejucinngjsi se jevi kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii S métenim presné
hmoty. Situaci ale komplikuje nedostupnost relevantnich spektralnich databazi a referenénich
standard. '
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Obrazek 1 Priklady ,,legal highs* (foto Kriminalisticky ustav).

Zajimavym sociologickym aspektem je také skute¢nost, Ze do kamennych prodejen s ,,legal
highs* ptichazeji velmi mladi lidé, kteti by po klasické droze jinak nesahli. Z terénniho prizkumu
vyplyva, ze zde funguje psychologicky jev, kdy si konzument kupuje drogu v kamenném obchodé
a predpoklada, Ze se jedna o nezdvadnou a "schvéalenou" latku, néco jako legalni alternativa
k alkoholu. Hodnoceni celosvétové prevalence uzivani NPS je pomérné obtizné. Duvodem je pestra
a ménici se nabidka novych latek a rozmanitost v jejich znaéeni.** NPS mohou byt proddvany pod svym



chemickym nazvem nebo zkratkou, ¢i jako produkty s komerénim ndzvem, jejichz slozeni se v§ak mtze
¢asem ménit. V poslednich deseti letech byl na drogové scéné zaznamenan nebyvaly nartist po¢tu NPS,
v souvislosti s tim doslo i k nartistu uzivateld, ktefi hledaji legalni alternativy dostupnych drog.** *3

3.1 Legislativni ramec novych psychoaktivnich latek

Zakony regulujici vyrobu a distribuci omamnych a psychotropnich latek obvykle vymezuji tyto latky
taxativné. Proto je vyroba a distribuce psychoaktivnich latek, které nejsou explicitné uvedeny
v ptislusnych zakonech, obtizn¢ postizitelna. Jak je uvedeno vyse, dle smérnic Rady EU (97/396/JHA)
jsou nové syntetické drogy definovany jako: ,,Latky s omezenym terapeutickym vyuzitim, které nejsou
uvedené v seznamu latek podléhajici konvencim Spojenych narodi z roku 1961 0 navykovych latkach
a 1971 o psychotropnich latkach.“. Rozhodnutim Rady EU ¢&. 2005/387/JHA je povinnost tyto latky
v unijnich zemich hlasit prostfednictvim Systému véasného varovani (EWS, z angl. Early Warning
System)*, nebot’ mohou predstavovat potencialni ohrozeni vefejného zdravi.’® V roce 2017 vesla
v platnost nova smérnice Evropského parlamentu a Rady 2017/2103, ktera urychluje rozhodovaci proces
pii zafazeni NPS na seznam zakazanych latek a uklada ¢lenskym statim EU povinnost zafadit tyto latky
ve 1hité 6 mésicli na narodni seznam kontrolovanych substanci. Zakladem ¢eské pravni tipravy tykajici
se omamnych a psychotropnich latek je zakon ¢. 167/1998 Sh., o navykovych latkach. Vyrazna novela
probéhla v roce 2013 (zakonem &. 273/2013 Sb.) a S men3imi Upravami je platna do soudasné doby.*®
Zéakon upravuje podminky zachdzeni, vyvozu, dovozu i tranzitnich operaci s navykovymi latkami.
Ve stejné dobé se podafilo transponovat evropskou legislativu o prekurzorech drog do ¢eského pravniho
systému zakonem ¢&. 272/2013 Sb., o prekurzorech drog, ktery nabyl uéinnosti dne 1. 1. 2014.* Zakon
sam ale nedefinuje, co je povazovano za prekurzor a odkazuje se na nafizeni Evropského parlamentu a
Rady EU ¢&. 273/2004, o prekurzorech drog.'® Podobné i seznamy omamnych a psychotropnich latek
nejsou soucasti zakona, ale jsou uvedeny v nafizeni vlady ¢. 463/2013 Sb., o seznamech navykovych
latek.®® Cesky pravni systém neumoziuje efektivni zavedeni tzv. generického systému a je tedy nutné
seznam latek v nafizeni vlady ¢. 463/2013 Sh. pravidelné novelizovat. Navrh latek je pfedkladan na
zakladé expertniho zhodnoceni rizik v ramci pracovni skupiny véasného varovani (EWS) pod Uitadem
vlady CR, ktera vznikla na zakladé rozhodnuti EMCDDA. Podstatou ¢innosti této skupiny je posouzeni
nebezpecnosti a Skodlivosti novych latek a v piipadé€ potieby vydani doporuceni k zavedeni legislativni
kontroly."* Kazdoro¢ni novelizace pfidavaji fadové desitky novych latek (napiiklad novelizace
¢. 243/2015 Sh., ¢. 46/2017 Sb. a aktualné platna ¢. 242/2018 Sh.).

Uvedena skute¢nost ma ptitom vyznam nejen pro aplikaci zakona o navykovych latkach, nybrz
také pro Upravu trestnépravni a pripadny postih pachatel drogové trestné ¢innosti, jenz se fidi zdkonem
¢. 40/2009 Sb. trestniho zdkoniku. Tzv. ,,drogové trestné Ciny“ zdkon fadi mezi trestné ¢iny obecné
nebezpeéné a jejich skutkové podstaty jsou upraveny v ustanoveni § 283287 trestniho zakoniku. Zakon
obsahuje vlastni definici pojmu ,,ndvykova latka* v ustanoveni § 130 trestniho zdkoniku, dle které se
navykovou latkou rozumi alkohol, omamné, psychotropni a jiné latky zptsobilé nepfiznivé ovlivnit
psychiku ¢lovéka, jeho ovladaci a rozpoznavaci schopnosti, nebo socialni chovani.*® Tato ustanoveni
mohou mit vyznamny vliv na posuzovani piipadné trestné ¢innosti potencialnich pachateli v souvislosti
s témi NPS, které dosud nejsou uvedeny v seznamech natizeni vlady. Tyto osoby je mozné stihat pro
trestny Cin §ifeni toxikomanie ve smyslu § 287 trestniho zakoniku. Z tohoto ustanoveni vyplyva, ze
uvedeného trestného Cinu se dopusti ten, kdo svadi jiného ke zneuzivani jiné navykové latky nez
alkoholu, nebo ho v tom podporuje, anebo kdo zneuzivani takové latky jinak podnécuje ¢i S§ifi.
Trestnépravné relevantni jednani se tak nevztahuje pouze k omamnym a psychotropnim latkam, nybrz
rovnéz k latkdm navykovym ve smyslu trestniho zakoniku, mezi které NPS nepochybné patii.’® Ceska
republika patii mezi staty, u nichz je dekriminalizovano drzeni jen malého mnozstvi omamnych ¢i



psychotropnich latek. Pravni pfedpis pak u jednotlivych trestnych Cinti obecné stanovuje hrani¢ni
mnozstvi latky, jehoz naplnéni je ke skutkové podstaté daného trestného Cinu nezbytné. Realna hodnota
tohoto mnozstvi byla az do roku 2013 stanovena na zakladé odkazujiciho ustanoveni § 289 odst. 2
trestniho zakoniku podzakonnym pravnim predpisem, konkrétné prilohou 2 natizeni vlady ¢. 455/2009
Sb. Zasahem Ustavniho soudu a reakci Nejvyssiho soudu Ceské republiky se stanoviskem sp. zn. Tpjn
301/2013 (stanovisko trestniho kolegia Nejvyssiho soudu) jsou vymezeny orienta¢ni hodnoty tzv.
mnozstvi vét§iho nez malého u jednotlivych omamnych a psychotropnich latek. Hodnoty jsou uvedeny
v pfiloze tohoto stanoviska, které je zakladnim znakem skutkové podstaty trestného ¢inu dle § 284 odst.
1, 2 trestniho zakoniku. U omamnych a psychotropnich latek, které maji 1é¢ebné vyuziti, byla stanovena
horni hranice malého mnozstvi jako sedminasobek (primérné) denni davky. V pripad¢ drog, které
nemaji 1é¢ebné vyuziti, bylo postupovano analogicky a prahova mnozstvi byla v zasadé stanovena jako
cca tydenni (primérnd) davka. U mnozstvi vétsiho, zna¢ného a velkého mnozstvi, které jsou znakem
skutkovych podstat drogovych trestnych ¢inti, se pak vychazi z 10, 100 ¢i 1 000 nasobku mnozstvi
vétsiho nez malého a také z ostatnich kvalifika¢nich okolnosti spachani trestného ¢inu. Kromé
omamnych a psychotropnich latek legislativa pamatuje také na navykové latky v §ir§im pojeti definice,
a to v zakoné ¢&. 65/2017 Sb., o ochrané¢ zdravi pred Skodlivymi ucinky navykovych latek,
ve kterém jsou definovany jako latky, které mohou neptiznive ovlivnit rozpoznavaci schopnosti ¢loveka.
Navykovou latkou se tak podle definice stavaji v§echny psychoaktivni latky, véetné téch, které nejsou
uvedeny v natizeni vlady ¢. 463/2013 Sb.?

3.2 Prevalence uzivani novych psychoaktivnich latek

BéZznymi uzivateli NPS byvaji zejména mladi lidé a studenti ve véku 15-34 let, ktefi radi experimentuji
s novymi latkami pro jejich psychotropni u¢inek.** 2! Pro spotiebitele jsou NPS atraktivni mimo jiné
i z divodu nepravdépodobné detekce orienta¢nimi imunochemickymi testy, ¢imz mohou obejit
monitorovaci programy zaméfené na detekci drog.?? Nejéastdji jsou tyto latky pro dosaZeni
psychoaktivniho u¢inku podavany peroralné ¢i intranazalng.?® Nékteré z nich viak mohou byt i koufeny,
inhalovany, nebo aplikovany intravendzné.® V bleskovém priizkumu spole¢nosti Eurobarometr z roku
2014, realizovaného mezi 13 000 respondenty ve véku 15-24 let z ¢lenskych zemi EU, se 8 %
dotazanych piiznalo K uziti nékteré NPS v minulosti. V CR uziti NPS potvrdila 4 % z 503 dotazanych.*
V roce 2015 probéhl vyzkum prevalence uzivani drog v populaci CR, realizovany Nérodnim
monitorovacim stfediskem pro drogy a zavislosti (NMS) ve spolupraci s agenturou PPM Factum
Research s.r.o., ze kterého vyplynulo, Ze jakoukoliv nelegalni drogu uzilo v Zivoté celkem 34,5 %
dotazanych ve vékové kategorii 15-64 let (43,2 % muzi a 25,7 % zen).” Z globélniho hlediska poptavka
po novych psychoaktivnich latkach vrcholila kolem roku 2016, zatimco posledni informace ukazuji na
pokles uzivani NPS, ktery je dan pravdépodobné zménou legislativnich opatieni v jednotlivych statech
a fadou hlagenych nezadoucich uginkit NPS.?® Piesto se viak nékteré NPS etablovaly a nasly svoji
skupinu uzivateld. Jako ptiklad lze uvést mefedron, jehoz prevalence uzivani v Anglii byla v letech
2010-2011 stejna jako MDMA a to 1,3 % ve véku 16-59 let. Po zatazeni mefedronu na seznam doslo
v letech 2017-2018 k poklesu prevalence uzivani na 0,1 % ve véku 16-59 let.?

Udaje o zachytech poskytované represivnimi slozkami vypovidaji o rostoucim objemu a vyznamu
trhu s témito latkami v poslednich péti letech. V roce 2013 bylo do EWS nahlaseno téméf 47 000 zachyta
v mnozstvi piesahujicim 3,1 tuny®, v roce 2015 pak mnozstvi zachytii dosahlo jiz hranice 80 000,
pricemz syntetické kanabinoidy a katinony tvoftily pies 60 % vSech zachytl o celkovém mnozstvi 47
000 (lit.?"). Posledni statistick4 data z roku 2017 (Obr. 2) uvadéji mirny pokles poétu zachytil, nicméné



s rozvojem obchodu prostiednictvim dark-netu 1ze o€ekavat, ze zna¢né mnozstvi latek uniklo pozornosti
bezpecnostnich slozek.?

Zachyty hladené do systému véasného varovani EU: trendy v celkovém poétu zachytil a poget zachyth podle kategorii v roce 2017

Pocet pfipadl zachytl Kanabinoidy Katinony
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Obrazek 2 Pocet zachyti novych psychoaktivnich latek nahlasenych do Systému vc¢asného varovani
EU v roce 2017. Pievzato z European drug report 2019: Trends and Developments s laskavym svolenim
Narodniho monitorovaciho stiediska pro drogy a zavislosti CR.%

NPS se v mnoha piipadech vyrabgji ve velkych manufakturach v Cing a Indii. Odtud se dovazeji
do Evropy, kde se zpracovévaji do finalnich produkti, bali a distribuuji.?” V poslednich letech jsou také
evidovany ptipady vyroby NPS v evropskych zemich.? Ke konci roku 2018 bylo Evropskym
monitorovacim centrem pro drogy a drogovou zavislost (EMCDDA) sledovano ptes 730 variant novych
psychoaktivnich latek, pfi¢emz vice nez 70 % pfibylo na seznam jen za poslednich 5 let (Obr. 3).%
Ve svété pak mezinarodni organizace UNODC monitoruje ke konci roku 2018 celkem 899 latek.*
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Obrazek 3 Pocet variant novych psychoaktivnich latek nahlasenych do Systému véasného varovani EU
v letech 2005-2018. Pievzato z European drug report 2019: Trends and Developments s laskavym
svolenim Nérodniho monitorovaciho stfediska pro drogy a zavislosti CR. %

4 Metody detekce novych psychoaktivnich latek

Vyskyt stale novych variant psychoaktivnich latek na rekrea¢nim drogovém trhu je neustalou vyzvou
pro forenzni chemiky a klinické toxikology. K terénni identifikaci samotné latky v makroskopickém
méfitku se v praxi pouzivaji orientacni testy zalozené na barevné reakci Cinidla se zkoumanym
vzorkem.®" 32 Konfirmaéni analyza nasledné zahrnuje kombinaci separaénich metod s vhodnym
detektorem a spektroskopickych technik zaloZzenych na Ramanové nebo infracervené spektrometrii.

Predbézné prokazani intoxikace je zaloZzeno na imunochemickych terénnich testech v tzv.
formatu LFIA. Komer¢né dostupné testy zaméfené na klasické drogy (kokain, opiaty, benzodiazepiny,
THC) vsak nedetekuji vétSinu novych psychoaktivnich latek. V téchto imunochemickych testech,
zalozenych na interakci protilatky s antigenem (stanovovana droga), hraje vyznamnou roli protilatka,
ktera musi vykazovat dostateCnou senzitivitu a specifitu viéi stanovovanému antigenu. Drobna
strukturni zména v molekule antigenu (NPS) mﬁie negativné ovlivnit jeho reaktivitu s protilétkou proti
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drog lze vidét vétsi ¢i mensi strukturni variabilitu, ktera vysvétluje, pro¢ jsou testy na klasické drogy
nevhodné pro stanoveni novych drog.

Stanoveni novych psychoaktivnich latek v biologické matrici je bézn¢ zavedenymi metodami
znaéné obtizné. Jako kliova se pak ukazuje identifikace hlavnich prokazanych metaboliti.*
U sofistikovangjSich metod, jako je hmotnostni spektrometrie, nelze NPS identifikovat z divodu
chybgjicich referen¢nich hmotnostnich spekter v pouzivanych knihovnach. Pokud se tedy objevi
neznama latka, nejprve musi byt objasnéna jeji struktura diky kombinaci informaci z rdznych
spektroskopickych, hmotnostné spektrometrickych a chemickych metod.** Laboratofe pracujici v oboru
klinické a soudni toxikologie tak ziskaji novou referenc¢ni latku a poté mohou bud’ aktualizovat stavajici
metody, nebo vyvinout nové, které pokryiji i novou psychoaktivni latku, % %

5 Skupiny novych psychoaktivnich latek

V této kapitole jsou diskutovany hlavni skupiny novych psychoaktivnich latek, kterym se vénujeme
na naSem pracovisti. Na trhu se vyskytuji i dalsi skupiny latek (naptiklad z kategorie syntetickych
opiatd, benzodiazepinti ¢i piperazini), které v8ak nejsou piedmétem této prace a nejsou tedy blize
rozebirany.

5.1 Derivaty kathinonu

Syntetické kathinony jsou riznorodou skupinou derivati piirodniho (S)-kathinonu (Obr. 4). Tento
monoaminovy alkaloid obsazeny ve stromu kata jedla (Catha edulis), je nestabilni a béhem suSeni listi
se dusledkem biotransformace redukuje na kathin, jehoz ucinek na centralni nervovou soustavu je
relativné slaby. Proto se pro dosaZeni stimulaéniho u¢inku Zvykaji &erstvé listy katy.*” *® Kathinon
a kathin stimuluji centralni nervovou soustavu a zptsobuji uvoliiovani katecholamint z presynaptickych
depotnich vacka. Klinické studie prokazaly vliv zvykani katy na zvySeni krevniho tlaku a tepové
frekvence, euforii, bd¢lost a psychomotorickou aktivitu. Chronické uzivani vSak zptisobuje nespavost,
deprese a psychozy. 3 40 41 42.43

Syntetické kathinony jsou rtiznoroda skupina derivata pfirodniho kathinonu. V poslednich letech
tvorily tyto latky vedle syntetickych kanabinoidi nejvétsi skupinu zachycenych NPS.? Obménou
struktury se zachovanim farmakoforu vznikl napiiklad butylon, flefedron a mefedron.* Na rozdil od
ptirodniho kathinonu, ktery se vyskytuje pouze jako (S)-enantiomer, vznikaji syntetickou cestou
racemické smési.* Analogicky k chiralnim amfetamintim Ize pfedpokladat, Ze kazdy enantiomer mize
mit jiné biologické ucinky. Ke studiu biologické aktivity je vSak nutna piedchozi izolace enantiomert.
Ackoli syntetickych kathinont je znamo jiz nékolik desitek, existuje jen velmi malo praci, které se
zabyvaji jejich chiralni separaci.*>*°

Syntetické kathinony se prodavaji ptedevsim v krystalické formé pod oznacenim Funky, Magic
¢i Flakka jako koupelové soli (bath salt), hnojiva nebo Cistici prostiedky. V prostiedi internetového
prodeje jsou Casto nabizeny jako ,,research chemicals“. Podobn¢ jako pfirodni kathinon maji synteticka
analoga obdobné G¢inky jako stimulanty kokain a metamfetamin, které zvySuji uvoliiovani a inhibuji
zpétné vychytavani noradrenalinu, serotoninu a dopaminu. Podle zplsobu uziti (ordlné, intranasalné,
intravenozné nebo rektalng) se lisi farmakokinetika a s absorbovanou davkou také mira nezadoucich
ucinkd. Mezi né patii psychické poruchy (halucinace, paranoia, neklid, stavy uzkosti, deprese,
sebevrazedné myslenky, hyperaktivita, euforie), ale také poruchy srde¢niho rytmu, hypertenze nebo

nedostate¢né prokrveni perifernich tkani a motani ¢i bolesti hlavy.*°
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Obrazek 4 ata jelé (Catha edulis), (pfevzato v souladu s licenénimi pravidly z Wikimedia Commons)
a struktura (S)-kathinonu a (S,S)-kathinu.

5.1.1 Syntéza metabolitii kathinonit a jejich deuteriem znacenych analog

V navaznosti na studium metabolismu stimulantd v animalnim modelu byly v metabolickych klecich
podany potkanim kmene Wistar peroralné relativné vysoké, ne vSak letalni, davky vybranych
kathinoni. Vybér byl proveden na zakladé aktualni potieby mezinarodni organizace EMCDDA
a Narodniho monitorovaciho stfediska pii Utadu vlady CR. Vybérova kritéria spo¢ivala v mnozstvi
hlasenych intoxikaci, zachytl a epidemiologickych dat o uzivani NPS v Evrop¢. Na zakladé dostupnych
dat byly vybrany nasledujici latky: mefedron (1), MDPV (2), methylon (3), nafyron (4), a-PVP (5),
4-FBP (6), 4F-NEB (7) a 4F-PBP (8), (Obr. 5). Piedbézna identifikace metaboliti v odebranych
vzorcich moc¢i zahrnovala analyzu pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii. Konkrétné k zjisténi presné hmoty byl vyuzit detektor typu qTOF.

o 0 O o
HaC CHa o o CHs
1 2 CH3 3
o o
O C N

4 CHj 5 CH;

o o o o) O
F CHs F CHj F CHj
6 7 8

Obrazek 5 Struktury vybranych kathinonti: mefedron (1), MDPV (2), methylon (3), nafyron (4), a-PVP
(5), 4-FBP (6), 4F-NEB (7) a 4F-PBP (8).

11



Kvantifikace latek pomoci hmotnostni spektrometrie je v piipad¢ vyuziti vnitiniho standardu
zavisla na existenci izotopove znacenych latek s velmi podobnou charakteristikou jako stanoveny analyt.
Pro ucely kvantifikace kathinond jsme ve spolupraci s Ustavem organické chemie VSCHT ptipravili
sérii deuteriem znacenych analytickych standardi (Obr. 6). Pripravené latky byly stabilizovany
ve formé hydrochloridu. Deuteriem znacené kathinony mefedron-d; (9) a MDPV-ds (10) byly vyuzity
pfi vyvoji metody stanoveni série stimulantl ve slozité matrici novorozenecké smolky (mekonia).
(Ptiloha ¢. 1)°* Deuterovana analoga 4-FBP-ds (12), 4-FBP-d, (13) a 4F-NEB-d, (14) budou v brzké
dob¢ vyuzita jako interni analytické standardy pokracujici farmakokinetické studie syntetickych
kathinoni.

D DD
D O D O oD 5
D . N
cH, D NH, <o : DD
CH CH
DsC D~ ° DsC p o
CH
Dy D 1o 11 3
D O D O D O
D N D N_CHs  p N@
“CHs
F D “CH, F D CH, F D “CHj,
D 12 D 13 D 14

Obrazek 6 Struktury deuterium zna¢enych kathinonti: mefedron-d; (9), normefedron-d; (10), MDPV-
ds (11), 4-FBP-d4 (12), 4-FBP-d4 (13), 4F-NEB-d4 (14).

5.1.2 Syntéza metabolitit mefedronu

Mefedron (1) patii mezi nejznaméj$i zastupce syntetickych kathinont a také jde o nejjednodussi derivat
methkathinonu. Poprvé byl syntetizovan uz v roce 1929 Kk terapeutickym uéeléim.*® Na prelomu prvniho
a druhého desetileti 21. stoleti se stal velmi oblibenou drogou tane¢ni subkultury. Uginky mefedronu Ize
pfirovnat k amfetaminu, MDMA a kokainu, pfipadné jejich kombinaci. Relativné kratka doba ucinku,
v zavislosti na zpiasobu podani (30 minut pii intranasalnim uziti), vede Kk opakované aplikaci
s nezadoucimi ucinky jako je paranoia, deprese, panicka ataka a kardiovaskuldrni problémy. V ramci
spoluprace s Narodnim istavem dusevniho zdravi jsme studovali farmakokinetiku a behavioralni i¢inky
mefedronu v animalnim modelu. Pro tyto ucely byly vyuzity analytické standardy normefedron
a deuterovana analoga mefedron-d; (9), nor-mefedron-d; (10) nutna ke kvantifikaci pti pouZiti metody
vnitiniho standardu na piistroji LC-MS. Naméfené sérové hladiny a koncentrace v mozkové tkani,
jatrech a plicich byly poté korelovany s behavioralnimi experimenty, kterymi byly u mefedronu
prokazany podobné G¢inky jako u MDMA. Jednalo se ptedev§im 0 zvySenou lokomoci a hypertermii.
Dale byl identifikovan hlavni metabolit normefedron, ktery svoji aktivitou miZe pfispivat
k biologickym u¢inkiim mefedronu. (Piiloha ¢. 2)

5.1.3 Syntéza metabolitii methylonu

Methylon (3) patii mezi sympatomimetika. Pfestoze je povaZzovan za relativné bezpeénou latku, byly
zaznamenany piipady predavkovani. Tento f-keto analog 3,4-methylendioxymethamfetaminu
(MDMA; ,.extdze") byl poprvé syntetizovan v roce 1996 jako antidepresivum a antiparkinsonikum®,
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presto nebyl nikdy pouzit pro terapeutické ucely. Naopak se stal popularni jako rekreacni droga diky
.MDMA-cocaine-like effect“.®® Uzivatel¢ methylonu popisuji sviij subjektivni zaZitek jako pocit
stimulace, s velkou potfebou se socializovat a s duchovnim a empatickym spojenim. Methylon se na
internetu poprvé objevil v roce 2004 a rychle se stal bézné dostupnym.®* V ramci behavioralni studie
v Narodnim ustavu dusevniho zdravi jsme syntetizovali hlavni metabolit methylonu normethylon, ktery
byl vyuzit v animalnich experimentech Vv potkanim modelu. Naméfené sérové hladiny a koncentrace
v mozkové tkani byly poté korelovany s behavioralnimi experimenty. Timto zptisobem byly
u methylonu prokdzany podobné ucinky jako u MDMA, pfedevsim zvySena lokomoce a hypertermie,
ktera mize vést az k fatdlnimu organovému selhani, piedev§im v uzavienych prostorach (Ptiloha ¢. 3).

5.1.4 Syntéza metabolitit MDPV (3,4-methylendioxypyrovaleronu)

MDPV (2) patii do skupiny syntetickych kathinont. Ptestoze je strukturné podobny MDMA, vykazuje
odligné biologické uginky, které by se daly velmi struéné ptipodobnit G¢inkiim kokainu.® A¢koli je tato
latka znama jiz od 60 let 20. stoleti, metabolicky a farmakokineticky profil byl v animalnim modelu
publikovan teprve nedavno. MDPV silné ovliviiuje dopaminovy transportér, a to dokonce v poméru
inhibice DAT/SERT mezi 100 az 300.% MDPV je spojovan s vice piipady predavkovani nez ostatni
kathinony. Akutni intoxikace se projevuje kardiovaskularnimi problémy, hypertermii, agitovanosti,
paranoiou a halucinacemi. V nasi laboratofi jsme se vénovali syntéze metabolitii, které byly jiz v roce
2010 navrZeny na zakladé studia ziskané lidské moc¢i a metabolismu in vitro pomoci jaternich
mikrosomi.® Ptipravena série latek slouzila jako analytické standardy pfi méFeni farmakokinetiky
a distribuce MDPV v animalnim modelu pii subkutanni aplikaci riznych davek MDPV.%®
Farmakokineticky profil ukazal pomérné rychlou distribuci s nejvyssi koncentraci po 30 minutach po
podani. Hlavni metabolity v mo¢i sbirané béhem 24 hodin pii podani 4 mg/kg subkutdnné jsme
identifikovali jako demethylenyl-MDPV a demethylenylmethyl-MDPV (Piiloha ¢. 4).

5.2 Agonisté kanabinoidnich receptora

Obecné se jedna o latky, které se vazi na kanabinoidni receptory, coz jsou s G-proteinem spiazené
transmembranové receptory. Podtyp receptoru CB1 se nachazi pfedevsim v centralni nervové soustave,
podtyp CB2 je exprimovan zejména v bunkach imunitniho systému. Endokanabinoidni systém je
intenzivné studovan, protoze jako retrogradni systém ovliviiuje zna¢né mnozstvi fyziologickych
procest. Endogenni kanabinoidy, jejichZz nejzndméj$im zastupcem je anandamid, ovliviluji citéni
bolesti, ndladu, pamét’, ale i chut’ k jidlu. Ke kanabinoidnim receptortim se vaze téz cela fada exogennich
slouéenin, k nejvyznamnéj$im patii aktivni slozky rostliny rodu Cannabis z ¢eledi Cannabaceae (Obr.
7). V soucasné dobé je znamo asi 150 fytokanabinoidu, avSak pouze u nékterych je prostudovana
biologicka aktivita.®*®® Nejznaméjsi fytokanabinoidy A9-tetrahydrokanabinol (THC) a kanabidiol
(CBD) jsou parcialnimi agonisty obou zminénych podtypu receptori. Obé latky jsou soudasti
registrovanych 1écebnych piipravki a uziti 1é¢ebného konopi je schvaleno v fadé indikaci, naptiklad
k 1écbé bolesti, pfijmu potravy ¢i nevolnosti. Kromé terapeutického pouziti vSak nelze ptehlizet
i nezadouci G¢inky, které jsou spojeny predevsim s chronickou aktivaci CB receptorti.”®’? Aktivace CB1
receptori v centralnim a perifernim nervovém systému vede K inhibici synaptického pienosu
(synaptické transmise). Tim se snizi uvolfiovani glutamatu a y-aminomaselné kyseliny (GABA),
pricemz dochazi k inhibici cholinergni a noradrenergni neurotransmise. Inhibice je zaloZena na redukci
uvoliovani neurotransmitert z presynaptickych vackil v axonech, jako diisledek inhibice Ca®* kanali,
piimé inhibice uvoltiovani vackii nebo hyperpolarizace presynaptického axonu.* Po navazani ligandu
dochazi k aktivaci CBI1 receptort spfazenych s G proteinem a inhibici adenylatcyklazy, coz vede ke
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snizeni koncentrace cAMP v buiice. Samostatné G B/y podjednotky inhibuji Ca®* kanaly, a tim inhibuji
uvolnovani kyseliny glutamové z presynaptickych axont. Role CB2 receptort pti synaptické inhibici je
zatim nejasna, ale predpoklada se, Ze je velmi podobna roli CB1 receptort.”

Na rozdil od THC, ktery se ¢astecné vaze na ortosterické vazebné misto CB1 receptorti, se CBD
vaze na tzv. alosterické misto. Jedna se tedy o nepfimého antagonistu agonistt CB1/CB2 a inverzniho
agonistu CB2 receptorti, diky ¢emuz ma opaény Géinek nez zminovany THC. CBD ma nizkou vazebnou
afinitu k CB receptortim, ale zaroveri je schopny aktivovat nékolik nekanabinoidnich receptort a iontové
kanaly. CBD se podili na zpétném vychytavani (reuptake) a odbouravani endogennich neurotransmiterd,
jako je adenosin a anandamid.** Mimo jiné se CBD vaze na serotoninové receptory 5-HT1a, vaniloidni
TRPV1 receptory, jaderné receptory PPAR-gama, sirotéi receptor GPRS5 a putisobi i jako alostericky
modulator.” Ve spolupraci s Narodni referenéni toxikologickou laboratofi a Narodnim ustavem
dusevniho zdravi jsme se vénovali studiu farmakokinetiky a behavioralnim uc¢inkim CBD a THC
v animalnim modelu. Prekvapivé jsme zjistili, Ze mala mnozstvi CBD mohou v organismu podléhat
cyklizaci za vzniku THC, coz je neCekané zjisténi s celou fadou dusledkl i pro forenzni praxi. Pro
potvrzeni této hypotézy u ¢lovéka bude vSak jesté nutné dalsi studium idealné se zdravymi dobrovolniky
Vv humanni klinické studii (Pfiloha ¢. 5).

“Sativa”

| “Indica”

"Ruderalis”

Fe

LS
-
-

Obrazek 7 Cannabis sativa, Cannabis indica a Cannabis ruderalis (pievzato McPartland 2018, open
access).”

5.2.1 Syntetické kanabinoidy

Obliba zneuzivani konopi jako rekreac¢ni drogy vedla ke snaze nalézt levnou a legilni nahradu.
V poslednich 25 letech byla publikovana fada praci, které se vénuji syntéze agonistli kanabinoidnich
receptorti. Pfestoze se zadna latka nedostala sitem klinickych testd k lécebnému vyuziti, rozsahlé
védecké prace se staly inspiraci pro vyrobce strukturné rozmanité skupiny NPS - syntetickych
kanabinoidi, které EMCDDA rozdéluje do nékolika skupin (Obr. 8).%8! Tyto latky tak predstavuji
nejpocetnejsi skupiny NPS monitorované systémem vcasného varovani. Na drogovém trhu jsou znamy
pod oznacenim "spice", "herbal incense blends" nebo "herbal mixtures". Jednd se 0 susenou rostlinnou
drt’ s obsahem syntetickych kanabinoidd. Snadné dostupnost téchto ptipravkt jako levné nahrady konopi
vedla k hromadnym intoxikacim v Polsku a v USA, v nékterych piipadech i s fatalnimi disledky.
Intoxikace byly popsany jak v odborné literatute, tak prostfednictvim médii.®? Uzivatelé syntetickych
kanabinoidi se potykaji s psychickymi problémy a popsany jsou i ptipady indukované psychozy.?®’
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Obrazek 8 Struktury zastupci syntetickych kanabinoidt: naftoylindoly: JWH-073 (15), JWH 210 (16),
naftylmethylindoly: JWH-175 (17), Naftoylpyroly: JWH-030 (18), Naftylmethylindeny: JWH-176 (19),
Fenylacetylindoly: JWH-250 (20), Cyklohexylfenoly CP 47,497 (21), Klasické kanabinoidy: HU-210
(22).

Pro nasi srovnavaci studii farmakokinetiky a behavioralniho ptsobeni syntetickych kanabinoid
a A9-tetrahydrokanabinol (THC) jsme zvolili JWH-073 (15) a JWH-210 (16), tedy tzv. prvni generaci
syntetickych kanabinoidi.®® Jak pfirodni, tak zvolené syntetické kanabinoidy maji dvoufizovy
farmakokineticky profil a shodné jsou nejvyssi plasmatické hladiny v ¢ase jedné hodiny po subkutannim
podani. Oproti syntetickym kanabinoidim snizuje THC v testu otevieného pole tigmotaxi a ovliviiuje
prepulsni inhibici zvukového signalu. Tento jev je v souladu s pospanymi anxiolytickymi ucinky
nizkych davek THC. (Pfiloha ¢. 6).

5.3 Disociativni anestetika

Pomérné nebezpecnou skupinou novych syntetickych drog jsou latky ze skupiny disociativnich anestetik
se strukturnim motivem arylu vazaného na cyklohexylamin, tzv. arylcyklohexylaminy. (Obr. 9).
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Z jejich struktury je patrné, Ze se jedna o chiralni latky, které se na nelegalnim trhu vyskytuji jako
racemické smési. Farmakologicky se jedna o antagonisty N-methyl-D-aspartatovych receptort, které
jsou jednim z podtypi glutamatovych receptori.?® Vazbou na tyto receptory dochazi ke sniZeni
excitability neuronti prenasejicich bolest. Néktera disociativni anestetika jsou také inhibitory zpétného
vychytavani dopaminu, noradrenalinu, serotoninu, acetylcholinu a agonisté opioidnich receptort.®® %
V zavislosti na mnozstvi aplikované latky vykazuji arylcyklohexylaminy rtizné psychotropni G¢inky.
V malych davkach jsou jejich acinky povzbuzujici, stimulaéni a euforizujici, ve velkych naopak
sedativni, analgetické, neuroprotektivni, halucinogenni a disociativni.***® Kromé rekrea¢niho uzivani
se dostalo této skupiné latek zna¢né pozornosti v souvislosti s objevem antidepresivniho ucinku
antagonistt NMDA receptort.

24 CH3 25 CH3

Obrazek 9 Struktury arylcyklohexylamint: ketamin (23), methoxetamin (24), methoxyketamin (25),
deschlorketamin (26), eticyclidon (27).

5.3.1 Ketamin

Ketamin (23) patii mezi oblibena disociativni anestetika a ma nezastupitelné misto Vv huméanni
a predevSim veterinarni medicing. PiestoZe chronické uzivani ketaminu zpusobuje zavazné zanéty
mocového méchyie, je pfedmétem fady psychiatrickych studii.*® Ukazuje se, Ze ketamin a potencialné
i jiné latky pisobici na N-methyl-d-d--aspartatové receptory mohou potladovat deprese u pacienti.
Na rozdil od vétSiny psychofarmak se vSak antidepresivni u¢inek ketaminu dostavuje pfiblizn€ uz za
dvé hodiny po podani a pfetrvava i nékolik tydni.>"® Farmakologicky uéinek ketaminu je spojen
s reverzibilnimi zménami v bunééné membrané neurond, které vedou ke sniZzeni excitacnich pienosii v
synapsich CNS s glutamatem a utlumu mozkové Cinnosti. Ketamin piisobi jako nekompetitivni
antagonista NMDA receptort, vaZe se na tzv. PCP-vazebné (fencyklidinové) misto NMDA receptort,
a tim blokuje transmembranovy tok Ca?" iontd, ktery je vyvolany depolarizaci membrany neuronu
b&hem nervové synapse.” V disledku téchto zmén ketamin blokuje senzorické vstupy do vyssich center
CNS, které souviseji s bolestmi, emocemi, paméti i procesem uéeni.”” K témto jeviim dochazi také diky
inhibici receptorti zpétného vychytavani katecholaminii (dopaminu, noradrenalinu a serotoninu).*®
Ketamin ma pomérné rychlou distribuci v organismu a kratky polodas pfemény.” Pomoci jaternich
mikrosomalnich enzymi obsahujicich cytochrom P450 je ketamin metabolizovan na dalsi
farmakologicky aktivni latky, které prodluzuji psychotropni u¢inek. Nejvyznamnéj$imi metabolity jsou
norketamin, hydroxynorketamin a dehydronorketamin.’® ' V sou¢asné dobé patfi ketamin mezi
kontrolované latky, nicméné se jedna o latku dobfe dostupnou pro medicinalni vyuziti.' ' Klasické
projevy ablizu ketaminu jsou halucinaéni pfedstavy, disociativni a paranoidni poruchy osobnosti,
snizeni pozornosti &i zmény smyslovych vnimani.'® V roce 2015 bylo potvrzeno celkem 1 200 zachytt
ketaminu z 12 zemi svéta o celkovém mnozstvi 130 kg'®, zatimco v roce 2018 se jiz jednalo 0 2 000
zachytl o celkovém mnozstvi 194 kg.?®

16



5.3.2 MXE (methoxetamin)

Methoxetamin (24) je nova psychoaktivni latka syntetizovana v roce 2010 s ptvodnim zdmérem
potencidlniho antidepresiva.'® 7 Strukturné se velmi podoba ketaminu, u kterého je modifikovan
substituent arylového kruhu.” MXE byl uveden na drogovy trh jako nahrazka za ketamin, u kterého byl
zjistén zvySeny vyskyt urogenitalnich problémd, spojenych se zanéty mocového méchyie a mocovych
cest pfi chronickém uzivani.'® % Sougasné studie na mysim modelu viak prokazuji téz rendlni toxické
chovani MXE s podobnymi uéinky na urogenitalni trakt jako ma pravé ketamin.™ Oproti ketaminu ma
vsak MXE prokazatelné vyssi farmakologicky uéinek pii nizsich davkach.” S tim vsak souvisi i vy3si
akumulace 1é¢iva v mozkomisni tkani a zvySena mira negativnich toxickych G¢inki na organismus
véetné smrtelnych intoxikaci.’** 3 MXE piisobi jako antagonista NMDA receptorii a potladuje zpétné
vychytavani dopaminu i serotoninu v nervovych synapsich CNS."**6 V piipadovych studiich jsou pii
uzivani MXE popsany stavy hlubokého bezvédomi, tzkosti, dezorientace, halucinace, paranoii
a psychomotorického neklidu."*"** Studiu methoxetaminu jsme se vénovali podrobné. Pro udely
farmakokinetickych studii a metabolismu jsme pfipravili sérii metaboliti vcetné jejich deuteriem
znacenych forem (Ptiloha ¢. 7). Piipravené analytické standardy jsme vyuzili k vyvoji velmi efektivni
metody analyzy methoxetaminu a jeho metaboliti ve slozité matrici metodou vysoleni analytu
a odstranéni matrice (SALLE). Tuto levnou a rychlou metodu v riznych variantach vyuzivame
na pracoviSti stale (Ptiloha ¢. 8). Poté jsme studovali farmakokinetiku u potkani kmene Wistar
a potvrdili navrZené a syntetizované metabolity v potkani moci. Dale jsme potvrdili anxiolyticky efekt
methoxetaminu pii nizkych davkach a také delsi dobu tucinku v porovnani s ketaminem (Ptiloha ¢. 9).

5.3.3 DXE (deschlorketamin)

Deschlorketamin (26) je novy synteticky analog ketaminu, ktery postrada atom chloru na benzenovém
jadie.” Prvni zminka o DXE pochézi z roku 2012 z internetovych diskuznich serveri zabyvajicich
se problematikou uZivani drog.®* V roce 2015 se pak policii a mistnim tufadim ve Spanélsku podatilo
poprvé zachytit velké mnoZstvi neznamé latky, jez byla poté identifikovana pomoci nuklearni
magnetické rezonance (NMR) jako DXE.'® Podle ptedbéznych zprav uzivateli je DXE asi 1,5kréat
u¢inngjsi nez methoxetamin a 5krat G¢inngjsi nez ketamin. Aktualné nejsou k dispozici zadné informace
o rozdilu v u¢inku riznych stereoizomert této latky. Jediné dostupné informace pochdzeji zatim ptimo
od uzivatelt drog, kteti radi experimentuji s novymi psychoaktivnimi latkami a kteti sdileji své poznatky
v internetovych diskuzich. Oproti studii s methoxetaminem jsme se rozhodli roz§ifit ¢ast vénovanou
in vitro experimentum, které predchazely animalnimu modelu. K tomu tGéelu jsme vyuzili i moznost
chiralni separace jednotlivych enantiomerii (podrobngji kapitola 6)."* Izolované enantiomery jsme
podrobili sérii vibracné spektroskopickych meéteni podporenych teoretickymi vypocty. Také nas
zajimala cytotoxicita jednotlivych enantiomerut, kde (S)-enantiomer vykazuje vyssi cytotoxicitu. Zaujalo
nas, Ze oba enantiomery neposkozuji v experimentalnich koncentracich mitochondrie a endoplasmatické
retikulum, coz indikuje niz8i poSkozeni mocového traktu a otevira tak moznost dal$iho medicinalniho
vyzkumu (Pfiloha ¢. 10). V dalsi studii jsme se zamétili na farmakokinetiku a metabolismus
deschlorketaminu u potkant, kterym byl subkutanné podan deschlorketamin.'? 2 V/ mo¢i potkanti jsme
identifikovali metabolity prvniho a druhého fadu, v séru a mozku zméfili koncentrace deschlorketaminu
a hlavnich metabolitli. Struktura metaboliti byla potvrzena na zéklad¢ syntetizovanych analytickych
standarda (Obr. 10). Ziskana data jsme porovnali s metabolismem methoxetaminu a ketaminu. Ukazalo
se, ze pro prukaz intoxikace deschlorketaminem je tfeba vzit v ivahu i dal$i metabolity krome
nor-deschlorketaminu, ktery je spoleénym metabolitem fady disociativnich anestetik (Ptiloha ¢. 11).
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Obrazek 10 Struktury metabolitt DXE: cis-dihydronordeschloroketamin  (28), trans-
dihydronordeschloroketamin  (29), dihydrodeschloroketamin (30), nordeschloroketamin (31),
dihydrodeschloroketamin-ds (32).

5.4 Derivaty tryptaminu

Psychoaktivni derivaty tryptaminu (33) zahrnuji jak piirodni, tak syntetické latky. P¥irodni tryptaminy
jsou biosyntetizovany z aminokyseliny tryptofanu. Dutilezitymi jsou zejména neurotransmiter serotonin
(34) a hormon melatonin (35), ktery fidi v lidském mozku cirkadidnni rytmy. Dal§imi dobfe znAmymi
ptirodnimi tryptaminy jsou psilocin (36) a psilocybin (37), aktivni latky psychedelickych hub lysohlavek
rodu Psilocybe. K vyznamnym ptirodnim halucinogenim patii také dimethyltryptamin (DMT) (38),
ktery je spojeny piedevsim s ritudlnim napojem ayahuasca.

Za poslednich nékolik desetileti bylo pfipraveno mnoho syntetickych tryptamint, které si
postupné nasly oblibu mezi uzivateli a k jejich popularizaci ve znaéné mite piispél Alexandr Shulgin.*?*
Syntetické derivaty jsou odvozeny od zakladniho skeletu tryptaminu modifikacemi
na aminoskuping, v a-poloze postranniho fetézce a na indolovém jadie. Modifikace v polohach 6 a 7
indolového jadra vedou ke sniZeni halucinogenniho potencialu, proto nejvice modifikaci bylo provedeno
v polohach 4 a 5.1 Vycéet vybranych zastupct tryptamini je znazornén v tabulce (Tab. 1).
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Tabulka 1 Struktura a derivatizace vybranych pfirodnich a syntetickych tryptamin.

Ry
N-R2
o

R Rs
’ \
i
Nazev R' R? R® R’ R®
Tryptamin (33) H H H H H
Serotonin (34) H H H H OH
Melatonin (35) H COCHjs H H OCHjs
Psilocin (36) CHs CHs H OH H
Psilocybin (37) CH3 CH3 H OP03H2 H
DMT (38) CHs CHs H H H
Bufotenin (39) CHs CHs H H OH
5-MeO-DMT (40) CHs CHs H H OCHj3
DiPT (41) CH(CHs), CH(CHs), H H H
5-MeO-DiPT (42) CH(CHs), CH(CHs), H H OCHj3
AMT (43) H H CHs H H
5-MeO-AMT (44) H H CHs H OCHjs
5-MeO-DALT (45) CH,CH=CH, | CH,CH=CH, H H OCHs
4-HO-DET (46) CH.CHs CH2CH3 H OH H
4-AcO-DET (47) CH.CHs CH2CH3 H OC(O)CH H
3

V lidském organismu vystupuji tryptaminy jako agonisté Siroké $kaly receptorli, zejména
serotoninovych.”?® 27 Oproti halucinogennim fenethylamintim maji niz$i selektivitu a afinitu vici
5-HT 24 receptoru. Halucinace vyvolané tryptaminy jsou kromée interakce s 5-HT2a receptorem castecné
ovlivnény i vazbou na 5-HTa typ receptorii.’?® Piisobeni tryptaminii byva ale komplexngjsi a fada latek
vystupuje také jako substrat pro serotoninovy transportni protein (SERT, 5-HTT), vezikularni
monoamin transportér 2 (VMAT?2) a dalsi receptory.’®'?® Tryptaminy substituované v a-poloze maji
kromé¢ halucinogennich u¢inkd i entaktogenni a stimula¢ni ucinky. Piikladem je a-methyltryptamin
(AMT) (43), kde piitomnost a-methylové skupiny zptisobuje jistou podobnost s amfetaminem.'*
Na zakladé¢ Nicholsovy klasifikace jsou mezi tryptaminy fazeny i ergoliny, tetracyklické latky
obsahujici tryptaminovy skelet.”®! Do této skupiny patii napiiklad ergotamin, amid Kyseliny lysergové
(LSA, ergin) a diethylamid kyseliny lysergové (LSD, LSD-25). LSD je prosluly halucinogen s bohatou
historii, jehoz psychotropni u¢inky objevil ve &tyficatych letech Albert Hoffman'®? a dodnes ziistava
latkou s nejsilngj§imi halucinogennimi u¢inky.'?® Jeho tradiéni syntéza vychazi z ergotaminu, ktery
se nachazi ptirozené v namelu palickovice nachové (Claviceps purpurea). Jako prekurzor slouzi i ergin,
ptirozené obsazeny V rostliné Argyreia nervosa (havajska lesni ruze, lysergova rtize). Navzdory vysoké
podobnosti s LSD, ergin nevykazuje halucinogenni G¢inky, ale chové se spise jako skopolamin.'** LSD
i vSechny jeho prekurzory jsou obsazeny v seznamu zakdzanych psychotropnich latek.

Dimethyltryptamin (38) je tradi¢nim halucinogenem rozsitenym v jihoamerickych domorodych
kulturach, kde je uzivan zejména ve forme ritualniho napoje ayahuasca. Napoj je ptipravovan z nékolika
druhti psychotropnich rostlin vyskytujicich se v Amazonii, zejména Psychotria viridis a Diplopterys

cabrerana.’*® DMT se pii peroralnim uZiti metabolicky inaktivuje pisobenim monoaminoxidazy %,
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proto je dulezitou slozkou napoje liana Banisteriopsis caapi, ktera obsahuje B-karbolinové alkaloidy
harmin (48), harmalin (49) a (R)-tetrahydroharmin (50), (Obr. 11).2** ¥ Tyto latky patfi mezi velmi
silné inhibitory MAO. Podle vysledkli analyzy McKenny naptiklad peruanskd ayahuasca v primérné
davce 100 ml obsahovala celkové 728 mg alkaloidi, z toho 467 mg harminu, 160 mg tetrahydroharminu,
41 mg harmalinu a 60 mg DMT."® V priibéhu poslednich desetileti se uzivani ayahuascy rozsitilo
i do USA a Evropy jako ,,legal high* produkt.**” Kromé jiz zminénych rostlin je DMT b&zné rozsifeny
v rostlinach &eledi Leguminosae, zejména rodu Mimosa.**

N N NH

HaCog N CHs HsCig CH; HaCiy TH,
H

48 49 50

Obrazek 11 Struktury harminu (48), harmalinu (49) a (R)-tetrahydroharminu (50).

DMT (38) v ¢isté formé lze uzit kouifenim ¢i intravenozné. Pokud je aplikovan peroralng, je
vzdy nutné uzit jej spolené s inhibitory MAO, aby davka byla u¢innd (obdobné jako v ayahuasce).
Obvykla davka pii koufeni je 60 - 100 mg, nastup ucinku je prakticky okamzity a netrva déle nez
hodinu.® Uzitim inhibitori MAO je mozné dobu téinku prodlouzit. DMT vyvolava intenzivni vizualni
halucinace a n¢které sympatomimetické symptomy. V nizkych davkach se projevuji vice stimulaéni
uginky, ale jinak halucinogenni udinky ptevladaji.**® Primarnim metabolitem je 1H-indol-3-yloctova
kyselina a Zadny nemetabolizovany DMT neni obsaZen v mo&i uzivateli.’®® DMT, ale i jina
psychedelika jsou studovana pro svoji schopnost aktivovat nartst produkce mozkového neurotrofniho
faktoru (BDNF), ktery posilenim genové exprese umoziuje neurontim tvorit nova synapticka spojeni,
¢emuz se fika mozkova neuroplasticita. Ta je naprosto zasadni pro proces uceni, regeneraci mozkové
tkané a uchovani informaci v dlouhodobé paméti.**

Psilocin (36) a psilocybin (37) se v piirodé vyskytuji jako Gc¢inné latky raznych druhd hub,
napiiklad lysohlavek (Psilocybe), které rostou i na tizemi Ceské republiky.'*! Netadi se do kategorie
novych syntetickych drog, ale na zakladé¢ jejich vlastnosti 1ze odhadovat vlastnosti strukturné podobnych
syntetickych derivatt. Aktivni latkou po aplikaci psilocybinu je vSak psilocin vznikly jeho
defosforylaci.’®® Tato pfeména je v erstvych plodnicich relativné rychla. Psilocin se nasledné na
vzduchu oxiduje na chinony, které jsou odpovédné za modré zbarveni plodnice na fezu.'*? Typické
davky psilocinu se pohybuji mezi 6 - 20 mg a néstup Gcinku se projevi zpravidla do ptl hodiny a trva
4 - 8 hodin.*® Psilocin je uzivan peroralng, nejéast&ji jako odvar z lysohlavek. Piisobi jako &astedny
agonista 5-HT,a a dalSich serotonergnich receptorti, v malé mife i receptori dopaminergnich
a noradrenergnich. Vyvolava pievazné vizualni halucinace, které doprovazeji sympatomimetické
symptomy jako hypertenze a tachykardie.'** Psilocin je primarné metabolizovan glukuronidaci v jatrech
a Gastené vylucovan i beze zmény.'*

Utinky pravidelného podavani malych davek psilocybinu jsou aktualné studovany pod
oznacenim ,,microdosing®. Davky jsou stanoveny zhruba na 1/10 az 1/20 primérné psychedelické
davky. U psilocybinu se tak jedna o 1-2 mg Vv jedné mikrodavce. Princip microdosingu ptedstavil na
zdkladé mnohaletych zkuSenosti psychiatr James Fadiman.'* Nicméné je tieba podotknout, Ze
se nejednalo o klasickou klinickou studii, ale spiSe anekdoticky sbér informaci od individualnich
uzivateld. *° Problematice microdosingu se vénujeme ve spolupraci s Univerzitou v Leidenu a podafilo
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se nam dokoncit klicovou fazi klinické studie na skupin€ zdravych dobrovolnikii, ktera vedla k prvni
publikované dvojité zaslepené placebem kontrolované studii (Ptiloha ¢. 12).

5.4.1 Syntetické tryptaminy

Vlastnosti  syntetickych  tryptamint  jsou zavislé na jejich strukturnich modifikacich
a daji se shrnout do nekolika zakladnich skupin. Jednoduché syntetické tryptaminy, odvozené od DMT
pouze variaci alkylovych substituentli na aminokyseling, ptisobi na organismus podobné jako DMT,
pouze s tim rozdilem, Ze nejsou po uziti rozkladiny MAO a jsou u¢inné i peroralné.'”® Derivaty
substituované v a-poloze jsou diky této substituci u¢innymi inhibitory MAO a zaroven maji kromé
halucinogennich i vyrazngjsi stimula¢ni u¢inky.™ Od psilocinu odvozené syntetické tryptaminy
derivatizované v poloze 4 (napf. 4-HO-DET (46), 4-AcO-DET (47)) maji na zakladé zkuSenosti
uzivateltl podobné u¢inky jako psilocin.*” O téchto latkach je ale dostupnych jen velmi malo klinickych
informaci.'® Derivaty modifikované v poloze 5, nejéastéji methoxyskupinou, vykazuji podobné Gi¢inky
jako latky nesubstituované, jsou vsak vyrazné u¢innéj$i.'*® Tyto latky inhibuji zpétné vychytavani
monoaminovych neurotransmiterii, ale jen omezené ovliviiuji jejich uvoliiovani.’*® Vsechny latky
se metabolizuji jaternim cytochromem P450 nejprve demethylaci methoxyskupiny, hydroxylaci
v poloze 6 nebo N-dealkylaci a naslednou glukuronidaci.***

Mezi nejCastéji se vyskytujici syntetické tryptaminy patéi 5-methoxydimethyltryptamin
(5-MeO-DMT) (40). Tato latka se nachazi i v pfirodé, napiiklad v jedu ropuchy koloradské (Bufo
alvarius) nebo v nékterych rostlinach Jizni Ameriky, které tamni indiani pouzivaji tradi¢né k piipravé
halucinogennich $fupacich tabaki.**” 5-MeO-DMT je velmi potentni halucinogen s kratkou dobou
ucinku (15 - 30 minut). Silného uc¢inku je docileno koufenim, u¢inna davka se pohybuje mezi 1 - 20 mg.
Pro peroralni uZiti je nutné, stejné jako v piipadé DMT, kombinovat tuto latku s inhibitory MAO.™’
Z hlediska mechanismu ptsobeni je 5-MeO-DMT agonistou serotonergnich 5-HTzac a 5-HTia
receptort.’® Pusobeni vyméska zaby Bufo alvarius pii inhalaci u zdravych dobrovolnikii bylo
pifedmétem spole¢né prace s vyzkumnou skupinou na Université v Maastrichtu. Pro t¢ely zevrubné
analyzy jsme syntetizovali skupinu tryptaminti, které také byly v Zabich vyméScich nalezeny. Podle
ocekavani byl dominantnim tryptaminem 5-MeO-DMT (Pfiloha ¢. 13). Dalsim relativné casto
se vyskytujicim syntetickym tryptaminem je 5-methoxydiisopropyltryptamin (5-MeO-DiPT) (42). Jde
o velmi potentni psychedelickou latku uzivanou nej€astéji peroralné, ale lze ji uzit i koufenim c¢i
intranasaln¢. Doba ucinku trva od 4 do 8 hodin. Ve velmi nizkych davkach (<10 mg) vyvolava zvysené
vnimani sluchovych vjemil a ma afrodiziakalni ucinky. V davkéach nad 10 mg zptsobuje silné zrakové
halucinace a udajné lze tento psychedelicky zazitek ptipodobnit u€inkim LSD. Ptredpoklada se, ze
davky nad 25 mg by mohly zpusobit pfedavkovani a nebezpeci je umocnéno v kombinaci s inhibitory
MAO.*" 5-MeO-DiPT je zfejmé velmi Gi¢inny agonista serotonergnich receptori typu 5-HToa.**
Strukturné velmi podobny je diisopropyltryptamin (DiPT) (41), ktery nema tak velky psychedelicky
potencial jako 5-MeO-DiPT, ale je zajimavy tim, Ze zpusobuje vyhradné sluchové halucinace.'?*
K Cast&ji se vyskytujicim latkim se tadi i a-methyltryptamin (AMT) (43) a 5-methoxy-o-
methyltryptamin (5-MeO-AMT) (44). Kromé¢ toho, Ze se jedna o potentni halucinogeny, vykazuji tyto
latky i vyrazné stimulacni ucinky. Tato kombinace je diisledkem silné inhibice zpétného vychytavani

monoaminovych neurotransmitert a schopnosti uvoliiovat dopamin, noradrenalin i serotonin. *®
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5.5 Derivaty fenylethylaminu

Fenylethylamin se vyskytuje nejen v lidském organismu, ale i v fad¢é pfirodnich produktt
a potravinach. Tento biogenni amin vznikd metabolickou pfeménou z fenylalaninu a nasledné podléha
daldim metabolickym pfeméndm plsobenim enzymu MAO a dopamin-B-hydroxylazy.>®
Fenylethylamin sadm o sob¢& nevykazuje psychoaktivni u¢inky. Syntetickym derivatim fenylethylaminu
se v praci PIHKAL podrobné vénoval Alexander Shulgin.'* P¥ipravil irokou skupinu litek, do které
spadd pfingjmensim 200 derivati s modifikaci samotného aromatického jadra, substituentd
na aromatickém jadie a postranniho fetézce.’ Nejrozsifendjsimi latkami z této skupiny jsou extaze
(MDMA) a jeji analoga 3,4-methylendioxyamfetamin (MDA) a 3,4-methylendioxyethylamfetamin
(MDEA), dale pak stimulanty amfetamin a metamfetamin. Zvlastni skupinou fenylethylamint jsou
halucinogenni stimulanty, které v sobé kombinuji jak psychedelické ucinky, tak ucinky zpusobujici
zvyseni empatie a euforie.” '3 Strukturné je lze rozdélit do dvou hlavnich skupin. Latky fady 2C (Obr.
12) se skladaji z fenethylaminového zakladniho skeletu, dvou methoxyskupin v polohach 2 a 5
a hydrofobniho substituentu v poloze 4. Druha skupina oznacovana jako rodina DOXx se li§i pouze
pritomnosti methylové skupiny na a-uhliku. Obé skupiny se vazou na serotoninové receptory, piicemz
za halucinogenni u¢inky je odpovédna vazba na subtyp 5-HTa."®* Po intoxikaci byly popsany
patologické neuropsychiatrické projevy, kardiovaskulérni obtiZe a rozvoj serotoninového syndromu.**>
156 \/ n&kterych piipadech doslo i k fatalnimu predavkovani.'***® Nejznaméjsim a také nejvice
zneuzivanym halucinogennim fenethylaminem je 2,5-dimethoxy-4-bromfenethylamin (2C-B). Poprvé
byl syntetizovan v poloving 70. let Alexanderem Shulginem pro uéely psychiatrického vyzkumu.*®
Latka byla dokonce v 80. a 90. letech legalné prodavana jako 1ék na impotenci a frigiditu.'®* Popularni
je pravdépodobné kvili relativné kratké dob¢ ti¢inku a mirnym vedlej$im Géinktm intoxikace. Prestoze
dosud nebyla zaznamenana fatalni intoxikace, miize pfedstavovat zavazné zdravotni riziko pro citlivé
jedince, o Cemz svéd¢i pripady indukované psychoézy, cerebralni vaskulopatie a opakovanych
generalizovanych tonicko-klonickych zachvat.'®*® Vysoka prevalence uzivani 2C-B tak vede
k potiebé snadné forenzni identifikace této latky v biologické matrici.

H3Csg o)
NH, NH,
Br Br
O. (0]
CHy ° 52

H1;C
H
N

(0N
| CH3 |
O. 54 O. 55
CH3 CH3

Obrazek 12 Struktury fenethylamint skupiny 2C: 2C-B (51), 2C-B-Butterfly (52), Bromo-dragonFLY
(53), 251-NBOMe (54) a 251-NB34MD (55).
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6 Chiralni separace enantiomeri a vibracni spektroskopie novych
psychoaktivnich latek

6.1 Chiralni separace enantiomeri NPS

Pomérné velka ¢ast NPS se na trhu vyskytuje v podobé racemickych smési, ¢ast je dokonce prodavana
v podob¢ enantiomerné ¢istych latek. Z farmaceutické praxe je znamo, ze jednotlivé enantiomery maji
ruzny biologicky ucinek, ktery je dan jejich rozdilnou interakei S chiralnim prostfedim aktivnich center
receptorti nebo enzymt. Pro forenzni praxi je také zajimavy pomér jednotlivych enantiomerti nebo
informace, zda se mezi uzivateli NPS vyskytuje konkrétni enantiomer. V dal$im studiu biologickych
ucinkd NPS jsme se rozhodli rozdé€lit vybrané racemické latky na jednotlivé enantiomery.

Klasickou cestou separace enantiomerd je krystalizace vychoziho racematu, ktery je nutné
nejprve vhodné derivatizovat chiralnim ¢inidlem. Nasledné se separuji vzniklé diastereomery. Pfi tomto
zpusobu separace je mozné vazat pomocné chiralni ¢inidlo k cilovému enantiomeru kovalentné, nebo
ve formé soli. B&Zné se pro krystalizaci bazi pouziva smés strukturné ptibuznych kyselin a naopak smés
amind pro kyseliny.'®® Podminky krystalizace byly v minulosti pfedmétem fady praci a optimalizaci
procesu (teplota, rozpoustddla).'®® Piestoze krystalizace poskytuje velmi dobré vysledky pro izolaci
latek a umoznuje separovat velké mnozstvi enantiomeru najednou, jedna se ¢asto o zdlouhavy proces
pfi hledani vhodnych podminek krystalizace a derivatizace pivodnich enantiomerd. Na naSem
pracovisti se chiralni separaci vénujeme v poslednich letech ve spolupraci s docentem Kohoutem, ktery
vyviji vhodné chiralni selektory pro stacionarni faze v kapalinové chromatografii. Synteticky
piipravenou skupinu derivati kathinonu se nam podafilo chiralné rozdélit v preparativnim méfitku
(Piiloha &. 14).%" 18 Podobného Gspéchu jsme dosahli i s vyzkumnou skupinou docenta Rezanky, kde
se podafilo chiralné rozdélit jednotlivé enantiomery kathinont pomoci elektroforézy s cyklodextrinovou
stacionarni fazi (P¥iloha &. 15).1%9172

Detailni znalost trojrozmérné struktury latek miize do budoucna umoznit nejen podrobné studium
vazebnych vlastnosti, metabolismu, transportu ¢i distribuce téchto latek v organismu, ale také vyvoj
antagonistickych 1é¢iv pro ptipady predadvkovani, zavislosti ¢i otravy. Detailnéji jsme se zamérili na
butylon, ktery je relativné oblibenym syntetickym kathinonem. Po optimalizaci preparativni chirdlni
separace jsme jednotlivé Cisté enantiomery identifikovali pomoci chiroptickych metod a vibraéni
spektroskopie, které jsou zavedeny na partnerském pracovisti docenta Setnicky. Zmétena spektra byla
porovnana s in silico kalkulaci ve velmi dobré shodé, coz muze ptispét k predikci spekter pro nové latky
ze skupiny syntetickych kathinonti. (Pfiloha ¢. 16). V podobném duchu jsme postupovali i v piipadé
methylonu a pentylonu (Pfiloha ¢. 17).

6.2 XPRD spektroskopie

Rychlé metody identifikace jsou zpravidla zalozeny na nékteré z vibracné spektroskopickych metod.
V laboratorni i terénni praxi se ¢asto vyuziva Ramanova nebo infraéervena spektroskopie.'” ' Piestoze
se jedna o metody v praxi osvédcené, stale se u nich setkavame s fadou komplikaci, které se u Ramanovy
spektroskopie projevuji naptiklad fluorescenci. U vzorkii mérenych infracervenou spektroskopii je
problematicka vlhkost a vzdy se jedna o problém, pokud realny vzorek NPS obsahuje anorganické
pfimési. Na naSem pracovisti jsme se zaméfili na dostupnou alternativni metodu rychlé identifikace
psychoaktivnich latek a pro forenzni praxi jsme vyuzili neprdvem opomijenou metodu rentgenové
praskové difrakce (XPRD)."® Z pilotni studie se ukazuje velmi vyhodné vyuziti XPRD u vzorki, které
obsahuji rizné fedici latky (naptiklad sadru), nebo jsou obsazeny ve smésich (Ptiloha ¢. 18).
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7/ Imunochemické metody detekce

Imunochemické metody jsou zaloZzeny na vzniku komplexu mezi antigenem a protilatkou. Protilatky
jsou globularni glykoproteiny vytvarené imunitnim systémem v disledku kontaktu s cizorodou latkou.
Pro imunogenicitu je rozhodujici jeji molekulova hmotnost, nebot’” malé molekuly nejsou schopny
vyvolat imunitni odpoved’. Pro ucely pripravy kompletnich imunogent tyto malé molekuly oznacujeme
jako hapteny. Jejich navazanim na proteinovy nosi¢ je mozné vytvofit imunogen a nasledné pfipravit
protilatky specificky rozpoznavajici antigenni determinanty (epitopy) na jeho povrchu. Antigenicitou
haptenti je potom nazyvana jejich schopnost specificky se vazat ke strukturam protilatek oznacovanym
jako paratopy nebo vazebna mista pro antigen.’® *’’ P¥iprava specifickych polyklonalnich protilatek
zacilenych na strukturu sledovanych analytd je zaloZena na navazani haptenovych molekul
na makromolekularni nosi¢ a nasledné imunizaci takto pfipravenym konjugatem. Jako nosi¢ nejcastéji
slouzi nektery z nasledujicich proteinii — hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin, BSA),
ovalbumin, hovézi thyreoglobulin (bovine thyroglobulin, BTG) ¢i hemocyanin z moiského plze
Megathura crenulata (keyhole limpet hemocyanin, KLH). Pfi pfipravé konjugati se K vytvoreni vazby
vyuzivaji volné reaktivni skupiny v postrannich fetézcich aminokyselinovych zbytkd proteinu, nejcastéji
primarni aminoskupiny lysinovych zbytki.'’® V molekule haptenu se raménko slouzici k navazani
na protein (tzv. linker) umist'uje co nejdale od epitopové vyznamné ¢asti molekularni struktury tak, aby
nedochazelo k jejich prostorovému stinéni proteinem.*”®

Pfi imunizaci je antigen injekéné (obvykle subkutanng) vpraven do organismu laboratorniho
zvitete, coz vyvola odpoveéd’ jeho imunitniho systému doprovazenou tvorbou specifickych protilatek
proti tomuto antigenu. Prvni aplikace antigenu spusti tzv. primarni odpovéd’, jejimz vysledkem je pouze
nizka koncentrace protilatek v séru. Teprve po opakovaném styku se stejnym antigenem nastava
sekundarni odpovéd” imunitniho systému S tvorbou vét§iho mnozstvi protilatek, ¢ehoZ se vyuziva pii
imunizaci pokusnych zvifat. Pfi imunizaci laboratornich zvifat vznikaji polyklonalni protilatky, které
jsou schopny rozpoznavat riizné epitopy imunogenu. Samotné protilatky se ze séra obvykle neizoluji,
ale vyuziva se kompletni krevni sérum imunizovaného zvifete (antisérum) ¢i izolovana
imunoglobulinové frakce.'”

Neprecipitacni imunochemické metody vyuzivaji protilatky ke stanoveni nizkych koncentraci
latek v komplexnich biologickych matricich. Metody jsou zalozeny na primarni vazebné interakci
protilatky s antigenem, pfiCemz informace o vazbé je zprostfedkovana pomoci vhodné znacky.
Ke znad¢eni nékterého z imunoreaktantil se vyuZivaji enzymy, fluorescenéni latky &i radionuklidy.*” "

7.1.1 Enzymovd imunoanalyza na pevné fazi (ELISA)

Metoda ELISA (z angl. enzyme-linked immunosorbent assay) je jednou znejvice vyuzivanych
imunochemickych metod. Metodu ELISA lze vyuzit v nékolika rtiznych uspofadanich. Imunoreakce
vyuzivad heterogenni uspofaddni na pevné fazi, coz vyzaduje separaci znaCené¢ho imunoreaktantu
vazaného v imunokomplexu od volného imunoreaktantu v roztoku. Byla vyvinuta jak kompetitivni
varianta, pfi niz znacené molekuly imunoreaktantu soutézi o omezeny pocet vazebnych mist druhého
z imunoreaktantti (protilatky) s molekulami neznaCenymi, tak nekompetitivni varianta, pti které je
vyuzivéan pfebytek imunoreaktantu bez soutéze o vazebnd mista. Nekompetitivni ELISA vSak vyZaduje,
aby mé¢l antigen alesponi dva epitopy, coZ u nizkomolekularnich haptenti neni splnéno. Pro stanoveni
haptenti se tak vyuziva vyhradn€ kompetitivni varianta s imobilizovanym antigenem, a to bud’ v pfimém
uspotradani, nebo castéji jako nepiima kompetitivni ELISA, kdy se pro kompetici pouzije specificka
protilatka neznacena markerem a teprve pfi nasledné kvantifikaci imunokomplexii imobilizovanych
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na pevné fazi se uplatiiuje enzymem znacena protilatka. Po pfidani vhodného substratu enzymové reakce
vznika rozpustny barevny produkt a intenzita zbarveni je nasledné kolorimetricky
¢i spektrofotometricky vyhodnocena.'®

Ve vétsin€ pripadl nelze imunoanalyzu zaloZzenou na klasickych omamnych a psychotropnich
latkach vyuzit pro latky ze skupiny NPS, nebot’ specifita protilatek je tizce zaméfena na strukturu
klasickych drog.’® Vyvinuto viak bylo nékolik imunochemickych testii k detekci syntetickych
kanabinoidl a kathinon v biologické matrici, které byly uvedeny do praxe napiiklad spole¢nosti
Neogen a Randox.®* ¥ Nejgastgji je pro testovani vyuzivana moé, ve které se viak piivodni analyty
nemuseji nachazet viibec nebo jen v nizkych koncentracich. Pti evaluaci imunochemickych testu je pak
dulezita citlivost k jednotlivym metabolitim. Napiiklad pii biotransformaci syntetickych kanabinoida
dochézi nejprve k monohydroxylaci alkylového fetézce, indolu, naftylu, fenylu &i adamantylu.'®*
U fluorovanych derivatd probiha enzymova dehalogenace.’®® Vznikaji také derivaty nesouci
karboxylovou skupinu na poslednim uhliku alkylového fetézce.'® Biotransformace fenylethylamind,
tryptamini a nékterych kathinonti je primarné reprezentovana aktivitou enzymi monoaminoxidazy
(MAQO) a katechol-O-methyltransferazou (COMT), dochazi k N-dealkylacim a O-dealkylacim.
Nespecifické hydroxylace aromatického jadra ¢i postrannich fetézca pak vedou k Siroké paleté moznych
metabolita. Metabolity druhého fadu jsou potom reprezentovany glukuronidy, sulfaty ¢i konjugaty
s jinymi karboxylovymi kyselinami.’® Nevyhoda mo¢i jako matrice tedy spoéiva v nutnosti nejprve
identifikovat metabolity sledovanych novych psychoaktivnich latek, nez je mozné validovat metodu
pro jejich detekci. Vyhodou je naopak neinvazivni odbér vzorkd, vyssi koncentrace a dostatecné dlouhé
detekéni okno metabolitd v moci.}™® V piipadé syntetickych kanabinoidi byly dosud popsané metody
ELISA cilené jak na hydroxylované metabolity syntetickych kanabinoid 5-hydroxypentyl-JWH-018'%
a 4-hydroxypentyl-JWH-250,'®° tak na metabolity nesouci karboxylovou funkéni skupinu na alkylovém
fetézci JWH-018-pentanovou kyselinu,*® UR-144-pentanovou kyselinu*®® ' a  AB-PINACA-
pentanovou kyselinu.'*> Na JWH-018-pentanovou kyselinu'® a UR-144-pentanovou kyselinu'** cili
také homogenni enzymové imunometody (homogeneous enzyme immunoassay, HEIA). V piipadé
tryptamind bylo zatim v8ak popsano jen velmi malo prikladi aspé$né imunoanalyzy. Publikovano bylo
sestaveni ELISA s vyuZitim bufoteninu jako haptenu a stanoveni DMT a 5-MeO-DMT ve smési.
Uvedena metoda v$ak nebyla schopna jednotlivé tryptaminy od sebe oddélit.* V substratu plodnic hub
se podafilo pomoci ELISA metody stanovit psilocin pomoci monoklonalnich protilatek.
Imunoanalyza latek ze skupiny fenylethylamint se opird o zavedené metody stanoveni amfetaminu,
metamfetaminu a MDMA. Pro vétSinu ostatnich latek z této skupiny vSak neni k dispozici vhodné
validovana imunoanalyticka metoda. Pro skupinu NPS z rodiny 2C a DOX nejsou az na vyjimKy znamy
vhodné imunometody, coz komplikuje detekci téchto latek v prescreeningovych testech.'®’

Pro stanoveni akutni intoxikace se vSak ve forenzni toxikologické praxi vyuzivaji jiné matrice.
Pro terénni detekci akutni intoxikace se osvéd¢il odbér sliny. Vyhodou je rychlost odbéru, nejedna se
o invazivni odbér a lze jej tedy uskuteénit za pomoci nelékaiského personalu. Koncentrace analytd
ve slinach jsou odrazem volné sérové koncentrace, nicméné je tieba vzit v tivahu kinetiku prestupu mezi
plasmou a slinami, ktera zavisi na pKa a lipofilité analytu. Problém pii vyhodnoceni vysledku miize byt
ptipadna kontaminace a sloZitost matrice, ktera muze vést k faleSné negativnim vysledkiim.
U toxikologicky vyznamnych analytil, které se do téla dostavaji cestou oralni, nasalni nebo koutfenim,
muze dojit ke kontaminaci slin samotnou latkou. V pfipadé kvantitativniho stanoveni analytu pak jde
o vyznamné zkresleni vysledku. Diky kratSimu detekénimu oknu latek v této matrici je navic mozno
odlisit akutni intoxikaci od chronického abuzu, kde se s uspéchem vyuZziva stanoveni latek ve vlasech.
Podobné jako v krevni plasmé nebo séru cili analyza ve slinich na pfitomnost parenteralni latky,
pfipadné¢ na aktivni metabolit (naptiklad psilocin uvolnény z psilocybinu nebo morfin
z diacetylmorfinu). Toto je zasadni u latek, které podléhaji z velké ¢asti nebo kompletné jaternimu
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metabolismu. Pfedevsim lipofilni latky, napf. ptirodni nebo syntetické kanabinoidy, se v mo¢i nachazeji
vyluéné v podobé metabolitt.'®® Dosud byl popsan vyvoj ELISA metody, ktera umoziiuje detekci prvni
generace syntetickych kanabinoidd ve slinach. Jako imunogen byla pfi vyvoji metody vyuzita latka
199, 200

JWH-018 konjugovana s hovézim thyreoglobulinem (BTG).

7.1.2 Enzymovd imunoanalyza ve formdtu LFIA (Lateral Flow ImmunoAssay)

Imunochemické terénni testovaci soupravy jsou Vv principu zaloZené na formatu LFIA (Lateral Flow
ImmunoAssay). Jejich podstatou je vzlinani smési kapalného vzorku a imunoreaktantu skrz prouzek
polymerniho materidlu a jeji specifické interakce s imobilizovanym imunoreaktantem na prouzku.
Prvnim dostupnym LFIA testem byl té¢hotensky test, zalozeny na detekci lidského choriogonadotropinu
(hCG), ktery byl uveden na trh v osmdesatych letech dvacatého stoleti.?* V dnesni dobé& jsou komeréné
dostupné LFIA testy pro detekci celé fady psychoaktivnich latek, riznych alergent, toxind ¢i patogentl,
jakoz i pro dalsi diagnostické ucely, naptiklad potvrzeni selhani vnitinich organt (infarkt, diabetes,
selhani ledvin). K nejvétsim vyhodam LFIA testd patfi jednoduchost, rychlost, nizka cena a moznost
okamzitého pouziti mimo laboratorni podminky.2°%%%

LFIA test je obecné rozdélen na 4 zony: vzorkovaci, konjugatovou, testovaci a absorbentovou
(Obr. 13). Vzorkovaci zona slouZi k naneseni vzorku a je tvofena z celulosy nebo zesitovaného
silikagelu. Konjugatova zona je v blizkém kontaktu se vzorkovaci i testovaci zonou a obsahuje vysuseny
znaceny analyt nebo protilatky. Byva vyrobena ze zesitovaného silikagelu. Testovaci zona sestava
Z membrany tvorené nejcastéji nitrocelulosou. ProtoZze membrana je kiehka, je pfichycena na plastovy
nosi¢ a obecné je cely test uzavien v robustnim plastovém pouzdru, kde jsou piistupné pouze detekéni
okénko a vzorkovaci ¢ast. Testovaci zona obsahuje minimalné dva prouzky, testovaci a kontrolni.
Na testovacim jsou imobilizované protilatky ¢i pfislusné konjugaty a slouzi k vyhodnoceni pfitomnosti
analytu. U multikomponentnich testi mize byt testovacich prouzkd vice v zavislosti na poctu
stanovovanych analytii ve vzorku. Kontrolni prouzek slouzi k potvrzeni spravného vzlinani kapaliny
a vérohodnosti vysledku. Obsahuje zpravidla protilatky vici znaCenym c¢asticim a vzdy by mél
poskytnout pozitivni odezvu.?*

Detekéni Kontrolni - pjastovy obal

okénko prouzek

Vzorek Analyt Nanocastice Protilatky
. ~ A /
Testovaci prouzek e

N g

y . M
N g Absorbentova zona
— Testovaci zéna
Konjugatova zéna

Vzorkovaci zéna

Vzorkovaci jamka

Obrazek 13 Schematické znazornéni LFIA testu a uspofadani v piipadé sendvicového typu.®?

Existuji dvé zakladni usporadani LFIA, kompetitivni a sendvi¢ové. Kompetitivni usporadani
se pouziva v ptipadé analyti ze skupiny haptenti, coz jsou nizkomolekuldrni latky majici pouze jedno
vazebné misto pro navazani protilatek (tzv. epitop). Analyt ze vzorku konkuruje zna¢enému analytu
ve vazb¢ na protilatky obsazené v testovacim prouzku. Druhym moznym usporadanim je naneseni
konjugatu proteinu a analytu na testovaci prouzek a aplikace znacenych protilatek v konjugatové zoné.
Pokud vzorek obsahuje cilovy analyt, navaze se na znacené protilatky a ty pak nemohou interagovat
s konjugatem v testovacim prouzku. V obou ptipadech kompetitivniho uspotadani je velikost signalu
testovaciho prouzku nepiimo umérna koncentraci analytu ve vzorku. Sendvi¢ové uspotfadani lze pouzit
pro analyty svice neZ jednim epitopem. V tomto piipadé jsou v testovacim prouzku zakotveny
protilatky specifické vici jednomu epitopu analytu a v konjugatové zoné jsou naneseny znacené
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protilatky specifické vii¢i jinému epitopu. Pokud je ve vzorku obsazen cilovy analyt, vaZe se na znacené
protilatky a nasledné na protilatky v testovacim prouzku (Obr. 13). V tomto usporadani je velikost
signalu pfimo imérna koncentraci analytu.??

ZnacCeni protilatek ¢i analyti je provadéno barevnymi ¢i fluorescentnimi nanocasticemi,
nejcastéji se vyuziva koloidni zlato nebo latex, méné pak selen, uhlik nebo liposomy. Latexové
nanocastice jsou barvené pro optickou detekci. V pripadé¢ liposoml se pouzivaji fluorescenéni ¢i
bioluminiscenéni barviva, umoziujici i kvantitativni analyzu.?®® Nejnovéjsi technologie zahrnuji
naptiklad i znaceni pomoci kvantovych te¢ek.?®* Detekéni metody v LFIA jsou hlavné kolorimetrické
a davaji kvalitativni ¢i semikvantitativni informaci. V dnesni dobé¢ existuji ale i moznosti detekce
fluorescenci ¢i elektrochemicky a tyto mohou poskytnout kvantitativni informace o obsahu cilového
analytu.?®® Nejniz§i detekéni limit v ptipadé optické detekce pro LFIA se sendvi¢ovym uspoiadanim se
pohybuje okolo 1 pg/ml,?® pti pouziti elektrochemické detekce okolo 10 pg/ml.?%

Vyuzitelnost imunochemickych testli pro rutinni screening novych psychoaktivnich latek je
podminéna jejich rozsahlou kiiZzovou reaktivitou, tedy schopnosti rozpoznavat nikoliv jen jeden
konkrétni analyt, ale celou skupinu latek daného strukturniho typu. Problémem vSak ziistava Spatna
adaptovatelnost imunometod na nové latky objevujici se na trhu. Pro dalSi generaci novych
psychoaktivnich latek je zpravidla nutné vyvinout protilatky nové, které by umoznovaly analyty
specificky rozpoznat. Tento proces je vSak zdlouhavy a zplsobuje znaénou ¢asovou prodlevu mezi
vstupem latky na trh a validaci metody pro jeji spolehlivou detekci.™** 2% 27 \/ysoka potence nékterych
fenethylamint (napiiklad DOB) nebo syntetickych kanabinoidd vede k velmi nizkym uzivanym davkam
a umérné tomu klesa i koncentrace téchto latek v biologickych vzorcich, coz klade vysoké naroky na
meze detekce pouzité metody.?® Dosud pouzivané terénni testy tak nemohou konkurovat instrumentélni
analyze zaméfené na necilovy screening. Pékny piiklad poskytuje nedavna studie z Francie, kde
analyzovali rozsahly set slinnych vzorki ziskanych na tane¢nim festivalu. %

8 Vlastni piispévek k imunochemické detekci NPS

Z predchozi kapitoly vyplyva, Ze k sestaveni ELISA metody a jeji validaci pro konkrétni nové
psychoaktivni latky je nejprve nutné ziskat vhodné protilatky. Modelové struktury zdjmovych skupin
NPS (kanabinoidy, tryptaminy a fenethylamin) byly vytipovany na zaklad¢ informaci z Evropské
databaze novych drog (European Database on New Drugs, EDND), kter4 je dostupna registrovanym
forenznim expertiim a spolupracovnikim EMCDDA. V ramci projektu studia novych psychoaktivnich
latek byly dale vyhodnoceny zachyty v obdobi let 2012 az 2015. Pro konkrétni vytipované modelové
latky ze skupiny NPS jsme navrhli syntetické postupy pro ptipravu vhodnych haptenit (podrobnéji
kapitoly 8.2-8.4). K ziskani protilatek je nutné hapteny navazat na vhodny makromolekularni nosi¢,
v naSem piipadé jsme pouzili hovézi sérovy albumin (BSA). Konjugaty jsme pfipravili reakci
aktivované formy haptenu (reaktivni anhydridy ¢&i estery) s g-aminoskupinami lysinovych zbytka
proteinu za vytvoreni amidovych vazeb (Obr. 14). Konjugaci se pak dosahne statisticky nahodného
obsazeni lysyli pfitomnych v proteinu. Jednou z moznosti ptipravy haptenu je modifikovat strukturu
drogy kratkou spojkou zakon¢enou karboxylovou funkci, kterou se pak hapten vaze na koncovou
aminoskupinu lysinu amidovou vazbou. Timto konjugatem lze imunizovat laboratorni zvitata a z nich
ziskat prislusné polyklonalni protilatky. Po jejich otestovani na citlivost vii¢i prislusnym analytim
a kiizovou reaktivitu mohou byt finaln¢ sestaveny testy ve formatu LFIA. Z §iroké plejady novych
psychoaktivnich latek jsme se rozhodli zvolit modelové latky k navrhu haptenu ze tii skupin, a to
syntetickych kanabinoidd, tryptamind a fenylethylamint.
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Obrazek 14 Vyvoj imunochemickych testovacich kit na formatu LFIA (ilustrativni obrazek k cilovym

analytiim ze skupiny tryptamind).

Hapteny byly konjugovany téz s kralicim sérovym albuminem (RSA) pro pfipravu
imobiliza¢nich konjugatl vyuZzitelnych pii sestavovani imunometod. Jelikoz pii pripravé polyklonalnich
protilatek vznikaji protilatky nejen proti samotnému haptenu, ale i proti epitoptim bilkovinného nosice,
je vyuziti rozdilnych proteini pro imunizaci a k pfipravé imobiliza¢nich konjugatll jednoduchym
zpusobem, jak omezit nespecifické interakce.’® Vlastni konjugaéni reakce s proteinem pak probihala
Vv reverznim miceldrnim prostiedi anionaktivniho tenzidu (Obr. 15).° Poget molekul haptenu
navazanych na protein byl uréen na zakladé MALDI-TOF/TOF spekter porovnanim molekulovych
hmotnosti samotného nosiée, konjugatu a piislusného haptenu.?**
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Obrazek 15 Konjugace haptenti s proteinovym nosi¢em.

8.1 Charakterizace protilatek a vyvoj imunochemickych testi

Imunizace kralikii imunoreaktivnimi konjugaty odvozenymi od syntetickych kanabinoidi, tryptamint
a fenylethylamuni byla provedena dle standardizovaného protokolu na akreditovaném pracovisti
MediTox s.r.o., Konarovice. Ziskana polyklondlni antiséra byla testovana metodou enzymové
imunoanalyzy ve spolupréaci s Laboratoii bioafinitnich technik VSCHT Praha. Pro jednotlivé systémy
byla ovéfena funkénost imunoreagencii a byly vybrany vhodné kombinace koncentraci protilatek
a imobiliza¢niho konjugatu. Se zvolenymi koncentracemi imunoreagencii byly poté sestaveny
kalibra¢ni kivky pro cilovy analyt. S protilditkami vykazujicimi nejvyssi citlivost ke zvolenému analytu
byly optimalizovany a charakterizovany varianty ELISA v nepfimém kompetitivnim uspofadani.
U systému byly nasledné urCeny vyznamné analytické parametry metody, jako jsou detekéni limit
(LOD), oblast linearity a tzv. 50% intercept (ICso), ktery piedstavuje koncentraci analytu potiebnou
k vyvazani 50 % protilatek ptitomnych v reakénim roztoku. Vysledky z analyzy modelovych a realnych
vzorkl byly porovnany s nezavislou metodou LC-MS.

8.2 Syntéza haptenii odvozenych od syntetickych kanabinoidi

Ze skupiny syntetickych kanabinoidi byly v ramci systému véasného varovani EMCDDA hlaseny
zachyty zejména 3-naftoylindoly rizné substituované na indolovém dusiku. Pozd¢ji se ve zvySené miie
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zacCaly objevovat 3-benzoylindoly a 3-naftoylpyrroly. V roce 2015 pak na ilegalnim trhu dominovaly 1-
alkylindol-3-karboxamidy. Pravé z téchto nejrozsitenéjSich strukturnich podtypti syntetickych
kanabinoidt jsme zvolili modelové struktury, z nichz vychazel navrh jednotlivych haptentt (Obr. 16).
Ze struktur je patrné, Ze spojka (linker) tvori souéast struktury haptenu, nicméné je zvolena tak, aby jeji
funkéni skupiny co nejméné interferovaly v procesu imunizace a nachazely se v molekule haptenu co
nejdale od epitopové vyznamnych skupin atomi a byly snadno dostupné pro slozky imunitniho
systému.'’® 18 Ptipravené 3-naftoylindolové hapteny byly odvozeny od novych psychoaktivnich latek
soznacenim JWH-018  (56), JWH-200 (57) aAM-1220 (58), RCS-4 (59)
a WIN 48,098 (60). Linker tvotfeny dvouuhlikatym ¢i ¢tyfuhlikatym fetézcem s karboxylovou funkéni
skupinou byl ve vSech pfipadech umistén v poloze 4 pfislusného aromatického jadra, nebot’ u celé fady
syntetickych kanabinoid® se vyskytuje substituent pravé v této pozici.

Jako modelova kanabimimetika ze skupiny 1-alkylindol-3-karboxamidii byly zvoleny latky
s ozna¢enim NNEI (61) a APICA (62). Aby zlstaly piistupné vSechny vyznamné strukturni prvky
zminénych syntetickych kanabinoidli a zaroven byla derivatizace molekul synteticky nenaro¢na, byl
v piipad€ obou navrZenych haptent ¢tyfuhlikaty linker ptipojen k dusiku amidové skupiny ptislu§ného
1-pentylindol-3-karboxamidu. Alternativni pfistup pfipojeni linkeru v misté alifatického fetézce byl
zvolen u modelového kanabinoidu JWH-030 (63). Protilatky vzeslé z této modifikace vSak nebyly pfilis
uspésné. Piiprava série haptent a jejich vyuziti je pfedmétem dvou udélenych ceskych patentti (Ptiloha
¢. 19 a ¢. 20). Navrzené syntézy haptent, piiprava imunogenti a charakterizace protilatek byly uspé$né
obhajeny v iadé studentskych praci.???® Vhodné protilatky vzesly predeviim z linie imunizaci
odvozenych od haptenu odvozeného od JWH-200, kdy ptipravena ELISA byla ispé$né otestovana na
14 syntetickych kanabinoidech a fadé fytokanabinoidt (Pfiloha ¢. 21). Protilatky jsme nasledné vyuzili
k sestaveni funk¢nich kitti LFIA, které byly certifikovany jako funk¢ni vzorek a licencovany spoleénosti
Dynex Laboratories (Priloha ¢. 22). LFIA kity jsou chranény uZitnym vzorem (Pfiloha ¢. 23).
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Obrazek 12 Struktura navrZzenych haptenti s modie vyznaCenym linkerem; Cern¢ zobrazené struktury
odpovidaji modelovym syntetickym kanabinoidim JWH-018 (56), JWH-200 (57), AM-1220 (58),
RCS-4 (59), WIN 48,098 (60), NNEI (61), APICA (62) a JWH-030 (63).



8.3 Syntéza haptenii odvozenych od syntetickych tryptaminu

Strukturni motiv tryptamini je odvozen Cisté z indolového heterocyklu a variabilita je tak dana
predevsim substituci na aminoskuping nebo poloze 5 indolového heterocyklu. K syntéze haptend bylo
nutné zavést kratkou spojku zakoncenou karboxylovou funkci na takové misto v molekule, aby tato
modifikace nemeénila aktivni farmakofor a vzniklymi protilatkami bylo mozné vazat psychoaktivni
substance. Protoze tryptaminy jsou nejéastéji substituované na aminoskupiné a v poloze 5, byly
syntetizovany dvé skupiny haptent liSici se polohou spojky (Obr. 13). Prvni skupina obsahuje spojku
vazanou na aminoskupinu tryptaminu 36, u téchto haptenti jsme ocekavali vys$si pravdépodobnost
vzniku skupinovych protilatek pro tryptaminy s riiznou derivatizaci na aminoskupiné. Druha skupina
obsahuje spojku v poloze 5 indolového skeletu a to vazanou piimo, ¢i pies kyslik 37, 38, 39. Od této
skupiny jsme o¢ekavali mozny vznik protilatek selektivnich na konkrétni tryptaminové derivaty lisici
se substituci na aminoskuping.
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Obrazek 13 Struktury haptent odvozené od tryptaminu.

Ptiprava série haptent a jejich vyuziti je predmétem udéleného ¢eského patentu (Ptiloha ¢. 24)
a obhéjené diplomové prace.?’® Protilatky, které vzesly z pfipravenych haptentl, jsme nasledné vyuzili
k sestaveni funkénich kita LFIA, které byly certifikovany jako funkéni vzory k detekci DMT, 5-MeO-
DMT a DiPT v mo¢i a slinach. Vyroba je licencovana spole¢nosti Dynex Laboratories (Pfiloha ¢. 22)
a LFIA Kity chranény uzitnym vzorem (Pfiloha ¢. 25).
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8.4 Syntéza derivati syntetickych fenethylamini

Skupina latek odvozenych od 2,5-dimethoxyfenethylaminu byla intenzivné studovana Alexandrem
Shulginem a stala se zdkladem pro skupinu psychedelickych budivych aminii.’*® Kromé zajimavého
medicinalniho potencialu, ktery je zaméfen na jejich serotonergni a adrenergni efekt, se také jedna
0 skupinu §iroce zneuzivanou.??°

Syntéza vhodného haptenu k ziskani potfebného imunogenu vychazi strukturné ptimo
z modelové struktury 2C-B, ve které je atom bromu nahrazen spojkou, ktera je vhodna k vazb¢ na sérovy
hovézi albumin (Obr. 13). Pfestoze se jedna o pomérné jednoduchou strukturu, vystavba haptenu
Z dostupného prekurzoru si vyzadala osmistupiiovou syntézu, ktera je predmétem obhdjené bakalaiské
prace.??

o CHs ) ] o CHs ) ]
NH; Cl o NH; CI
Br HO
H3C/O Hg,c/o
24 39

Obrazek 13 Struktura 2C-B hydrochloridu (24) a odvozeného haptenu 39.

V nasledujicich krocich jsme ziskali protilatky, které poslouzily k sestaveni imunochemické
metody nepiimé kompetitivni ELISA. Po optimalizaci a zméfeni kiizovych reaktivit dostupnych
fenethylamin bylo ptikro¢eno k sestaveni uzivatelsky pfijemnych LFIA testt, které byly certifikovany
jako funk¢ni vzorky k detekci 2C-B v mo¢i a slinach, vyroba je licencovana spole¢nosti Dynex (Pfiloha
¢. 21). Pripravena metoda byla pak ispéSné otestovana na vzorcich mo¢i, které byly uméle obohaceny
o latku 2C-B a na tableté extaze, ktera obsahovala misto MDMA latku 2C-B. Ziskané hodnoty byly
ve vyborné shodé ovéfeny nezavislou metodou pomoci HPLC-MS?? (Ptiloha ¢&. 26).
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9 Vyhledy dalSiho studia v oblasti novych psychoaktivnich latek

Ackoli by se mohlo zdat, Ze zajem o problematiku NPS zacina postupné ochabovat, je vhodné se na né
divat nejen jako na zdroj potencialni intoxikace, ale také jako na nositele fady farmakofort. Za nékteré
objevy molekularni biologie na poli serotonergniho systému vdéfime pravé studiu agonistl
serotoninovych receptorti z kategorie NPS.??

Na poli neuropsychofarmakologického vyzkumu jsme aktualné¢ ve spolupraci s Narodnim
ustavem duSevniho zdravi zapocali péstovani organoidi. Tyto modely diferencované mozkové tkan¢,
tzv. ,,minibrains“, mohou posunout vyzkum z pozice animalnich modelti na rovinu in vitro experimentt
s podobnou, ne-li vys§i vypovidajici hodnotou.?® Dale se nyni intenzivné vénujeme pfirodnim
psychedelikim, jak zftiSe rostlin, tak fiSe hub, kde jsme navazali spolupraci s pfednim Ceskym
mykologem doktorem Borovi¢kou. V nejbliz§ich letech bychom radi zmapovali slozeni alkaloidi
v dostupnych vzorcich hub rodd Conocybe (sametovka), Galerina (¢epicatka), Gymnopilus
(Supinovka), Inocybe (vlaknice), Panaeolus a Panaeolina (kropenatec), Pholiotina (sametovka),
Pluteus (Stitovka) a zejména Psilocybe (lysohlavka). Slibn& se rozviji spoluprace s nizozemskymi
pracovisti (univerzitami v Leidenu, Maastrichtu a Amsterodamu), kde ocekavame pokracovani
klinickych studii s tryptaminy, a to ptedev§im v oblasti microdosingu psychedelik v klinickych dvojité
zaslepenych, placebem kontrolovanych studiich.’?® V jiz zavedené spolupraci s Narodnim tstavem
dusevniho zdravi nas ¢eka expedice, jejimz cilem je zhodnotit vliv tradi¢niho prostiedi béhem ceremonie
s ayahuascou u skupiny zdravych dobrovolnikt, kde budeme hodnotit individualni neuropsychologické
parametry a neurobiologie akutnich i pfetrvavajicich zmén prostfednictvim pienosného EEG. Nasim
prispévkem bude dikladné studium ceremonialni smési ayahusca po strance slozeni jednotlivych
alkaloidii a zavedeni jednoduché metody stanoveni hladin tryptamini ve vzorcich kapilarni krve.
Pifedmétem naseho etnobotanického vyzkumu jsou i dalsi psychoaktivni rostliny, které maji vyznam jak
pro forenzni praxi, tak pro neuropsychofarmakologicky vyzkum. Piikladem mohou byt rostliny rodu
Cannabis, kde se zaméfujeme na izolaci, purifikaci a syntézu derivati pfirodnich fytokanabinoidt. Prvni
spole¢na prace s Vincenzem Micale z University of Catania a Masarykovou Univerzitou byla zaméfena
na studium schizofrenie v potkanim modelu pfi perinatalni expozici THC.?® Spole¢né se pak nové
podilime na studiu piirodnich kanabinoidi v aktualng zapocaté spolupraci s univerzitou v Rimé, ktera
jiz ukazuje prvni vysledky experimenttt s CBD v animalnim modelu kognitivné deficitnich potkant
(kmen potkant Fmrl KO).

Forenzni ¢ast aktivit naseho pracovisté se bude nadale vénovat znalecké Cinnosti pro statni
instituce a vyvoji metod stanoveni psychoaktivnich latek a jejich metaboliti v biologickych matricich.
V tomto duchu se také zaméfujeme na pokrokovéjsi ptistup v metabolickych studiich, kde budeme
postupné nahrazovat experimenty V potkanim modelu za in vitro studie s vyuzitim lidskych jaternich
mikrosomil nebo pomoci metabolizace xenobiotik houbou Cunninghamella elegans.?’.
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10 Seznam zkratek

AcO

AMT

o -PVP

AC

BDNF

BSA

BTG

cAMP

2C-B

CB1

CB2

CBD

CNS

COMT

CP

DAG

DALT

DAT

DCC

DET

DIPT

DMF

DOB

DOP

DXE

EDND

ELISA

EMCDDA

acetoxy

a-methyltryptamin
a-pyrrolidinopentiofenon
adenylatcyklaza

mozkovy neurotrofni faktor

hovézi sérovy albumin

hovézi thyreoglobulin

cyklicky adenosinmonofosfat
2,5-Dimethoxy-4-bromfenethylamin
kanabinoidni receptor 1

kanabinoidni receptor 2

kanabidiol

centrdlni nervova soustava
katechol-O-methyltransferaza

skupina syntetickych kanabinoidd ptipravena spole¢nosti Pfizer
osli protilatka proti kozim proteintim
N,N-diallyltryptamin

dopaminovy transportér
N,N-dicyklohexylkarbodiimid
N,N-diethyltryptamin
N,N-diisopropyltryptamin
N,N-dimethylformamid
2,5-dimethoxy-4-bromoamfetamin
dopamin

deschlorketamin (2-fenyl)-2-(methylamino)cyklohexan-1-on)
Evropska databaze novych drog
enzymova imunoanalyza na pevné fazi

Evropské monitorovaci centrum pro drogy a drogovou zavislost
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EU
EWS

Fmrl KO

GABA
GAR
GPCR
GPR55
hCG
HEIA
5-HT
HU
IC50
IMAO
JHA

JWH

KLH
LC-MS
LFIA
LOD
LSD
MALDI
MAO
MDA
MDEA
MDMA
MDPV

MeO

Evropska unie

systém vcasného varovani

potkani linie s vyfazenym Fmr1 genem, ktery koduje protein odpovédny za normalni

kognitivni vyvoj mozku

kyselina y-aminomaselna

kozi protilatka proti krali¢im proteinim
receptor spiazeny s G proteinem

s G proteinem sptazeny receptor 55
lidsky choriovy gonadotropin
homogenni enzymova imunoesej
5-hydroxytryptamin (serotonin)
skupina syntetickych kanabinoidd pfipravena na Hebrejské Univerzité
50% intercept

inhibitor monoaminoxidazy

Rada pro spravedlnost a vnitini véci

skupina syntetickych kanabinoid pojmenovana po chemikovi Johnu Williamu
Huffmanovi

hemocyanin z motského plze
kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostnim detektorem
imunochromatograficky test

detekéni limit

diethylamid kyseliny lysergové
ionizace laserem za pritomnosti matrice
monoaminoxidaza
3,4-methylendioxyamfetamin
3,4-methylendioxyethylamfetamin
3,4-methylendioxy-N-methylamfetamin
3,4-Methylenedioxypyrovaleron

methoxy
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MS
MXE
NHS
NMDAR
NMR
NMS
NOR
NPS
NSD
OPL
PPAR
qTOF
RSA
SALLE
SERT
Sh.

sp. zn. Tpjn
THC
TOF
TRPV1
UNODC
VMAT?2

XPRD

hmotnostni spektrometrie

methoxetamin (2-(3-metoxyfenyl)-2-(ethylamino)cyklohexan-1-on)
N-hydroxysukcinimid

N-methyl-D-aspartatovy receptor

nuklearni magneticka resonance

narodni monitorovaci stiedisko

noradrenalin

nové psychoaktivni latky

nové syntetické drogy

omamné a psychotropni latky

receptory aktivované ptes proliferatory peroxisomi

sdruzeny kvadrupdlovy a pruletovy hmotnostni analyzator
krali¢i sérovy albumin

salting out liquid liquid extraction

serotoninovy transportér

Sbirky zakont

spisova znacka stanoviska trestniho kolegia Nejvyssiho soudu
tetrahydrokanabinol

hmotnostni spektrometr s detektorem doby letu

tranzientni receptor vaniloidniho typu 1

United nations office on drugs and crime/ Utad OSN pro drogy a kriminalitu
vezikularni monoamin transportér 2

rentgenové praskové difrakce
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