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1 CIL METODIKY

Cilem této metodiky bylo vyvinout, optimalizovat a validovat metodu pro stanoveni psilocinu

Vv séru pomoci LC-MS/MS techniky.



2 VLASTNI POPIS METODIKY

2.1 Teoreticky uvod

Psilocybin  (O-fosforyl-4-hydroxy-N,N-dimethyltryptamin) a psilocin  (4-hydroxy-N,N-
dimethyltryptamin) se fadi mezi tryptaminové alkaloidy obsazené v halucinogennich houbéach
prevazné rodu Psilocybe. Psilocybin po administraci metabolizuje na farmakologicky aktivni,
ale méné stabilni psilocin.’? V krevnim séru Ize kromé samotného psilocinu nalézt konjugaty

psilocinu s glukuronidovou kyselinou (cca 80 %).3#

Nejedna se o prili§ stabilni latky, zejména na vzduchu a plisobenim svétla rychle oxiduji.
Strukturné se tyto latky podobaji neurotransmiteru serotoninu. Po jejich aplikaci dochazi ke
stimulaci serotonergnich receptori, zejména SHT2a, 5HT2c a 5SHT1c.! Vyvolavaji zmény ve
vnimani cCasu, védomi (depesonalizace, derealizace), emotivity, a mohou vést az k
psychotickym staviim.® UzZivani téchto latek zejména za volantem &i na pracovistich mize vést

k zavaznym poskozenim zdravi ¢i majetku.

Oba tryptaminy jsou zahrnuty v p¥iloze I Umluvy OSN, o psychotropnich latkach, z roku 1971.
V ceské legislativé jsou uvedeny v piiloze €. 4, natizeni vlady ¢. 463/2013 Sb., o seznamech

navykovych latek.

V soucasné dob¢ se psychedeliky zabyva fada vyzkumnych skupin z divodu jejich mozného
vyuziti v medicinské praxi pti 1€Cbeé uzkosti, depresi a zavislosti. Velké popularité se nove tési
1 tzv. “psychedelic microdosing”, pti kterém se podavaji podprahové davky psychedelik pro

zvyseni kreativity a vykonnosti.
2.2 Popis metodiky

2.2.1 Princip UHPLC-MS/MS metody pro stanoveni

Pro stanoveni psilocinu v lidském séru byla pouzita metoda UHPLC-MS/MS s ionizaci
elektrosperejem (ESI) v pozitivnim mddu. Data byla sbirdna v rezimu dMRM (dynamic
multiple reaction monitoring) a kvantifikovana s pomoci externi matricni kalibrace za pouziti
deuterovaného vnitiniho standardu psilocin-D10. Popis a struktura sledovanych analytd jsou

uvedeny v Tab.1.



Tabulka 1: Popis a struktura sledovanych analytt

Analyt Strukturni vzorec CAS cislo
\
N.—-‘
OH
psilocin \ 520-53-6
N
H
D3C\NHCD3
OH CD-zéroz
psilocin-D10 { 1435934-64-7
N
H
2.2.2 Pristroje a laboratorni pomiicky

BéZné laboratorni sklo a spotfebni material

Analytické vahy ABT 220-5DM (Kern, Némecko)

Automatické pipety 0,5-10 ul, 10-100 pl, 100-1000 pl (Biohit, Finsko)

Déavkovac krokovy HandyStep® (Brand)

Plastové mikrozkumavky Eppendorf Safe-Lock 1,5 ml (Eppendorf, Ceska republika)
Centrifugaéni mikrofiltry PDVF (Ciro Manufacturing, USA)

Tiepacka IKA VORTEX 4 (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Némecko)

Minitiepacka IKA VORTEX 1 (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Némecko)

Sucha lazett DKT200-2 (Miulab, Cina)

Centrifuga Hettich Universal 320R (Hettich, Némecko)

Vakuovy koncentrator Refrigerated CentriVap Concentrator (Labconco, USA)
Upravna vody BarnsteadTM Smart2PureTM (ThermoFisher Scientific, USA)

UHPLC Agilent 1290 Infinity s hmotnostnim detektorem typu QqQ Agilent 6460
(Agilent Technologies, USA)

Chromatograficka kolona Zorbax Eclipse Plus C18; 2,1 x 50 mm; 1,8 um (Agilent
Technologies, USA)

Chromatografickd pfedkolona Zorbax Eclipse Plus C18; 2,1 x 5 mm; 1,8 pm (Agilent
Technologies, USA)



2.2.3 Chemikalie a spotiebni material

- Methanol LC-MS Chromasolv (Merck, Ceska republika)

- Acetonitril LC-MS Chromasolv (Merck, Ceské republika)

- Kyselina mraven¢i LC-MS (Merck, Ceska republika)

- Kyselina octova LC-MS (Merck, Ceska republika)

- Octan amonny LC-MS (Merck, Ceska republika)

- Ultra-gista voda 18,2 MQ cm-1 systém Smart2Pure 12 (Thermo Fisher Scientific, Ceska
republika)

- S-Glukuronidasa, Typ H-1, ¢aste¢né purifikovany prasek, >300,000 U/g (Merck, Ceska
republika)

- Kyselina askorbova (Penta, Ceska republika)

- Psilocin, >95%, pevna forma (Cayman Chemical, USA)

- Psilocin-D10, 100 pg.ml? v acetonitrilu, CRM (Cerilliant, USA)

2.2.4 Priprava a skladovani roztoku referen¢nich standardu

Standardy v pevné formé byly navazeny do tmavé Sroubovaci skladovaci vialky a rozpustény
v methanolu na koncentraci 1 mg.ml?, tento zasobni roztok byl uskladnén pfi
-20°C. Pracovni roztok byl dale nafedén methanolem na 10 pg.ml™, ze kterého se dalii roztoky
fedily dle potieby. Vnitini deuterovany standard byl acetonitrilem nafedén na koncentraci 2
pg.ml?, nejlépe pripravit v nadbytku, aby objem vystacil na pfipravu celé analyzy. Vsechny

roztoky uchovavat v -20°C ne déle nez 6 mésict.

2.2.5 Priprava vzorka pro UHPLC-MS/MS analyzu

Postup bez hydrolyzy:

Do mikrozkumavek bylo odebrano 200 pl séra. Sérum bylo natfedéno 200 pl roztoku 0,1% (v/Vv)
k. octové ve vode a promichano na vortexu (po dobu 1 min, 2500 ot/min). Ke kazdému vzorku
bylo ptidano 5 ul vnitiniho deuterovaného standardu (2 pg.ml™ v acetonitrilu) a roztok byl opét
promichdn na vortexu (po dobu 1 min, 2500 ot/min). Nasledné byl roztok srdZzen dvéma
postupnymi ptidavky 400 pl acetonitrilu (po kazdém ptidavku byl vzorek 1 minutu vortexovan
2500 ot/min). Po odstfedéni (10 min, 5°C, 12000 ot/min) byl odebran alikvot 960 ul, ktery se
nechal odpatit ve SpeedVacu (vacuovy koncentrator). Nasledovala rekonstituce ve 250 ul 5%

methanolu ve vodé (v/v) s pfidavkem 10 mM k. mravenéi ve vod¢€, promichani na vortexu (po



dobu 10 min, 2500 ot/min) a odstfedéni (10 min, 25°C, 12000 ot/min). Roztok byl pfeveden do

insertti a nasledné¢ méfen pomoci LC-MS/MS.

Postup s hydrolyzou (celkovy obsah psilocinu):

Do mikrozkumavek bylo odebrano 100 pl séra a pfidano 10 ul 0,1 M roztoku k. askorbové ve
vodé. Ke kazdému vzorku bylo pfidano 5 ul vnitiniho deuterovaného standardu (2 pg.ml™
V acetonitrilu) a roztok byl promichan na vortexu (po dobu 1 min, 2500 ot/min). Nésledné bylo
k roztoku ptfidano 290 ul 50 mM octanového pufru ve vodé (pH 4.5) s 500 U beta-
glukuronidasy. Vzorek byl 1 minutu vortexovan pii 2500 ot/min a umistén do such¢ lazné
(37°C, 4 h). Nésledn¢ byl roztok sraZzen dvéma postupnymi ptidavky 400 pl acetonitrilu (po
kazdém ptidavku byl vzorek 1 minutu vortexovan 2500 ot/min). Po odstfedéni (10 min, 5°C,
12000 ot/min) byl odebran alikvot 960 pl, ktery se nechal odpatit ve SpeedVacu (vacuovy
koncentrator). Nasledovala rekonstituce ve 250 ul 5% methanolu ve vod¢ (v/v) s ptidavkem 10
mM k. mravenc¢i ve vodé, promichani na vortexu (po dobu 10 min, 2500 ot/min) a odstfedéni
(10 min, 25°C, 12000 ot/min). Roztok byl pfeveden do insertli a nasledné méfen pomoci LC-

MS/MS.

2.2.6 Priprava matri¢nich standardu a kontrolnich vzorki

Ptiprava matri¢ni kalibrace a kontrolnich vzorkl spocivala v obohaceni blankového séra
standardem na potiebné koncentra¢ni hladiny (viz Tab.2). Dale bylo s témito vzorky
postupovano dle navodu uvedeného v kapitole 2.2.5. P¥iprava vzorkia pro UHPLC-MS/MS

analyzu — postup bez hydrolyzy. Kontrolni body na dvou hladinach ve dvou opakovanich.

Tabulka 2: Priprava matricni kalibrace a kontrolnich vzorkii

1 . V [ul] - i roztoky standardu
pocet ¢ [ng.ml"] objem X ng std L] — pracovni roz ? Y 1
. .| analytu . . koncentrace roztokd v pg.ml
opakovani ; séra | na 200 plséra

V seru 10 5 0,5 0,05
1x blank 0
1% 0,5 0,1 2
1% 1 0,2 4
2% 5 200 1 2
1x 10 ul 2 4
2% 50 10 2
1% 100 20 2
1% 200 40 4




2.2.7 UHPLC-MS/MS analyza

Pro stanoveni psilocinu v lidském séru byla pouzita metoda UHPLC-MS/MS s ionizaci
elektrosperejem (ESI) v pozitivhim méddu. Data byla sbirdna v rezimu dMRM, charakteristiky
metody jsou shrnuty v Tab.3-5.

Tabulka 3: Parametry LC metody pro analyzu vzorkii séra

HPLC Infinity 1290 (Agilent Technologies, USA)
Kolona Zorbax Eclipse Plus C18, 2,1 x 50 mm, 1,8 um (Agilent Technologies,
USA), s predkolonkou
Teplota 35°C
Nastiik 3 ul
Oplach Flush Port, 40 % MeOH, 5 s
Mobilni A: 10 mM HCOOH ve vodé
faze B: MeOH
Pratok 0,250 ml/min
¢as [min] A [%0] B [%0]
0 95 5
2 55 45
Gradient 3 0 100
4,3 0 100
5 95 5
7,5 95 5




Tabulka 4: Parametry MS detekce

MS QqQ 6460 (Agilent Technologies, USA)
lonizace elektrosprej (ESI+)

Metoda dMRM

Teplota zdroje 320 °C

Priitok plynu (N2) 12 I/min

Nebulizer (N2) 50 psig

Teplota stiniciho plynu 400 °C

Priitok stiniciho plynu (N>) 10 I/min

Napéti na kapilaie 3800 V




Tabulka 5: dMRM metoda pro analyzu psilocinu v séru

Analvt Prekurzorovy ion | Produktovy ion | Retencni ¢as Fragmentor Kolizni energie Akcelerator
naly .
[M+H™] MS/MS [min] [V] [eV] [V]
160,1 17
psilocin 205,1 132,1 1,9 77 30 4
115,1 45
. 164,1 17
psilocin D10 215,2 1,9 70 4
117,1 49

Pfed samotnou analyzou musi byt podminky méteni ustalené — teplota termostatu kolony, pritok a slozeni mobilni faze, ustaleny ESI zdroj.

Pied sekvenci zméfime cca tfi kontrolni nasttiky 5% methanolu ve vodé (v/v), nasledné dva nastiiky standardu v 5% mathanolu ve vodé (v/v) a

blankem. Vzdy po sadé deseti realnych vzorkt nasleduje 5% methanol ve vodé¢ (v/v), dva matri¢ni kontrolni vzorky a opét 5% methanol ve vodé
(v/v). Na konci sekvence je opét zméfena cela kalibra¢ni fada a nasledné je promyta kolona a pfevedena do methanolu. Pohyb reten¢nich ¢astu
analyti maximaln¢ + 2,5 %. Pomér intenzit MRM piechodti v rozsahu + 20 %.

Vysledky z LC-MS méteni byly zpracovany v programu MassHunter (Agilent Technologies,USA) a Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft,

USA).
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2.2.8 ldentifikace a kvantifikace

Pro kvalitativni a kvantitativni analyzu byl pouzit program MassHunter (Agilent
Technologies,USA). Ke kvantifikaci byl pouzit ptechod 205,1->115,1 a ostatni dva piechody
byly pouzity pro konfirmaci. V programu MassHunter byl do grafu vynesen pomér ploch
psilocin/psilocin D10. V pfipadé, Ze se béhem méfeni kontrolni body méfené mezi redlnymi
vzorky a na konci sekvence vyrazné lisi v retencnim ¢ase a plochéch, je doporuceno celé méteni
opakovat. Pohyb reten¢nich ¢ast analyti maximalné £ 2,5 %. Pomér intenzit MRM piechodi

v rozsahu + 20 %.

2.2.9 Bezpecnost prace

Sledovany analyt je psychoaktivni latkou, proto je nutné béhem manipulace se standardy
dodrzovat zakladni pravidla bezpecnosti prace. Stejn¢ tak béhem prace s biologickym
materidlem, lidskym sérem, je nutné dodrzovat pravidla bezpecCnostni prace, pracovat
Vv laboratornich rukavicich a udrZovat ¢istotu na pracovisti. Pro praci s biologickym materidlem
je nase laboratof vybavena MSC-AdvantageTM Class Il Biological Safety Cabinets
(ThermoFisher Scientific, USA), ve kterém se tyto vzorky zpracovavaji. Odpad je nasledné

odnasen do specidlnich nddob pro biologicky odpad.
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2.3 Valida¢ni parametry metody

2.3.1 Linearni rozsah kalibraéni rady

Kalibra¢ni fada predstavuje piimou zavislost odezvy detektoru na koncentraci analytu v
kalibra¢nich roztocich. Linearita je kontrolovana vizudln¢ po vyneseni bodi do grafu, ptipadné
vypoctem a vynesenim residui do grafu (kritérium + 20 %). Pro proloZeni bodu v grafu je
pouzita metoda vazené regrese (1/x). Linearni rozsahy matri¢nich kalibraci v ptipadé stanoveni
psilocinu v séru jsou 0,2—200 ng.ml? (jmenovité 0,2; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100; 200 ng.ml?) a
v ptipadé hydrolyzy jsou 0,5-500 ng.ml? (jmenovité 0,5; 1; 5; 10; 50; 100; 250 a 500 ng.ml™?).

V piipadé nutnosti fedéni méfenych vzorkl je nutno pripravit adekvatni kalibra¢ni fadu, tedy
fedénou ve stejném poméru jako vzorek, a to z divodu zamezeni nadhodnoceni C¢i

podhodnoceni vysledkti vlivem matri¢niho efektu.

2.3.2 Limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ)
koncentracni hladinu, kdy je mozné analyt ve vzorku detegovat, tj. splnéni piitomnosti vSech

MRM prechodt analytu. V piipadé psilocinu v séru je to 0,1 ng.ml™.

s definovanou pfesnosti a preciznosti. Je stanoven ze Sesti nezavislych opakovani v rozmezi
presnosti 80-120% a preciznosti < 20%. V naSem piipadé€ se jedna o koncentra¢ni hladinu 0,5

ng.mlt (0,5 ng.ml? i v piipadé hydrolyzy).
LOD 1 LOQ byly zjistény za pouziti matricnich kalibracnich roztoki.

2.3.3 Presnost a preciznost metody

Ptesnost metody vyjadiuje miru shody naméfenych vysledkli a spravné hodnoty vysledku. Je
vyjadiena jako odchylka priméru naméfenych replikati (vzorki piipravenych ve vice
opakovanich) od referencni hodnoty — Xiabx100%/Xrer. Pfesnost metody je stanovena na tiech

koncentrac¢nich hladinéch tak, aby charakterizovala cely rozsah méfeni.

Preciznost metody je vyjadiena jako mira shody jednotlivych opakovani a je charakterizovana

jako relativni smérodatna odchylka (RSD=sm.odch.v x100%/Xprame)-

Data ziskana béhem validace jsou shrnuta v Tab.6. Pro pfipravu matri¢nich kontrolnich vzorkt
byla vyuZita analytu prosta blankova matrice lidského séra obohacend standardy na potiebné

hladiny, vSe bylo zpracovano stejnym postupem jako redlné vzorky. Uk4zka chromatogramu se

12



v§emi MRM piechody psilocinu v krevnim séru na koncentraéni hlading 50 ng.ml viz P¥iloha

1.

Tabulka 6: Preciznost a prresnost stanoveni psilocinu v lidském séru

analyt

0,5 ng.ml! (n=6)

50 ng.ml* (n=5)

200 ng.ml* (n=5)

preciznost presnost

preciznost piesnost

preciznost piesnost

psilocin

14% 101%

13% 96%

6% 89%

13




3 NOVOST METODIKY

Pozivani halucinogenti, mezi které psilocybin a psilocin patfi, zpisobuji zmény ve vnimani,
mysleni, emocich, dezorientaci, atd. Toto by na pracovistich ¢i v dopravnim provozu mohlo
vést k zavaznym Skodam na lidském zdravi ¢i majetku, proto je dilezité umét piipadnou
intoxikaci prokazat. Jelikoz se jedna o pomérné labilni analyty, pfedstavuje LC-MS/MS

technika vhodnou metodu pro analyzu téchto analyti.

14



4 POPIS UPLATNENI METODIKY

Samotna analyza vzorkli vyzaduje sofistikovany typ instrumentace s odborné vyskolenym
persondlem a pravidelné servisy financné naro¢né techniky. Kromé analyzy vzorki je potieba
zajistit i adekvatni zpracovani vzorki, které opét vyzaduje specifickou instrumentaci, vhodné

prostory a odborné vyskoleny personal.
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8 SOUHLAS ZADATELE S BEZPLATNYM VYUZITIM
METODIKY V POLICII, KTERY JE UDELEN PO
PREDCHOZIM PROJEDNANI S AUTOREM/AUTORY
METODIKY

Zadatel vyslovuje souhlas s bezplatnym pouzivanim této metodiky v chemickych laboratoiich
PCR a Laboratoii forenzni analyzy biologicky aktivnich latek, Vysoké $koly chemicko-

technologické v Praze.
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9 PRILOHY

Priloha 1: Zaznam jednotlivych pfechodu psilocinu v krevnim séru na koncentra¢ni hladiné 50

ng.ml™.

x10 1 |Cpd 1: psilocin: +ESI MRM Frag=77.0V CID@93.0 (205.1 -> 63.1) 2018-01-23 PSLC Klinicka studie25.d
1,

05 A
0,

x10 1 |Cpd 1: psilocin: +ESI MRM Frag=77.0V CID@45.0 (205.1 -> 115.1) 2018-01-23 PSLC klinicka studie25.d
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1,

O,

Cpd 1: psilocin: +ESI MRM Frag=77.0V CID@30.0 (205.1 -> 132.1) 2018-01-23 PSLC klinicka studie25.d

6,

44

2,

0,

x10 1 |Cpd 1: psilocin: +ESI MRM Frag=77.0V CID@17.0 (205.1 -> 160.1) 2018-01-23 PSLC klinicka studie25.d

4,

2] k

0,
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Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Priloha 2: Kalibracni kiivka psilocinu v krevnim séru
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psilocin - 8 Levels, 7 Levels Used, 12 Points, 11 Points Used, 0 QCs
38|Y= 0.018494 * x + 9.508344E-004

" | R*2=0.99832906
2'2’ Type:Linear, Origin:lgnore, Weight:1/x
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