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ANOTACE

Tato bakalaiska prace se zabyva extrakci a stanovenim LSD a jeho metabolitd. Prvni
Cast je zamé&fena na historii a vyvoj, strukturu, farmakokinetiku, farmakodynamiku, toleranci,
biochemické zmény a ucinky LSD. V druh¢ ¢asti je vénovana pozornost extrakcim a nasledné
analyze LSD a jeho metabolitd v biologickych materidlech (tzn. mo¢, plna krev, sérum
a vlasy) a blotech. V zavéru prace jsou umistény tabulky shrnujici informace o stanovenich

Vv jednotlivych biologickych materialech.

KLICOVA SLOVA

LSD, metabolity, biologické materialy, bloty, extrakce, kvantitativni analyzy

TITLE

Determination and extraction of LSD and metabolites

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with extraction and determination of LSD and its
metabolites. In the first chapter, the author focuses on history and evolution (development),
structure, pharmacokinetics, pharmacodynamics, tolerance, biochemical changes and effects
of LSD. In the second part, she pays attention to the extractions and following analysis of
LSD and its metabolites in biological materials (i.e. urine, whole blood, serum and hair) and
blotters. At the end of the work, the tables summarize the information about determinations in

individual’s biological materials.
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Uvod

Tato prace se zabyva diethylamidem kyseliny lysergové (ve zkratce LSD) a jeho
metabolity. Hlavnim cilem je vyty¢eni moznosti jejich extrakce a stanoveni z biologickych
materiald (krev, moC a vlasy) a blotli. Toto téma jsem si vybrala z divodu zvySujici se ho
prodeje a uzivani drog. Konkrétné¢ LSD je po marihuané druhou nejlevnéjsi a dostupnou
drogou u nas (1 davka: 200-350 K¢), mizeme tedy hovofit o rekreaénim uzivani. Vzhledem
K tomu, jak Casto je LSD uzivano, tak doposud nebyl zaznamenan smrtelny ptipad zpisobeny
jeho predavkovanim [57].

V prvni ¢asti jsou shrnuty obecné informace o LSD. Témi jsou historie a vyvoj (kdo
ho poprvé syntetizoval, odkud miize byt izolovano, postupny vyvoj a rozsiteni do celého
svéta, apod.), chemickd struktura, farmakokinetika (resorpce, distribuce, metabolismus
a vyluovani) a farmakodynamika (interakce s receptory a dal§imi latkami, vznik tolerance).
Mimo jiné stoji za zminku také biochemické a somatické zmény (sympaticka, parasympaticka
stimulace), a psychologické u¢inky, které tato halucinogenni droga vyvolava. V zavéru prvni
¢asti jsou uvedeny ve zkratce informace o toxikologickych tidajich tykajici se LSD.

Druha ¢ast je o samotné analyze LSD a jeho metabolitt v biologickych materialech
(moc¢, krev a vlasy) a blotech. Nejprve jsem se zaméfila na odbér vzorkd a naslednou extrakci
(LLE a SPE), ktera je dilezitd pro zakoncentrovani a ptecisténi analytu ze vzorku.
U extrakci jsou uvedené jednotlivé typy a provedeni u odebranych materiald. V zavéru této
¢asti popisuji kvantitativni analyzy, kam jsem =zafadila plynovou a vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii, které se pro stanoveni LSD a jeho metaboliti pouzivaji
nejcastéji.

V zavéru prace je uvedena kazuistika, kde jsou uvedeny piipady jednotlivych pacienti
oSetfovanych na pohotovosti v Univerzitni nemocnici ve Francii a v Univerzitni nemocnici
Basel ve Svycarsku, kde je zmin&na i provedena studie. Na konci prace se vyskytuji tabulky
shrnujici veskeré informace tykajici se analyzy LSD a jeho metaboliti ve vzorcich pIné krve

(ptip. séra), moci, vlast a blotu.
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1. Diethylamid kyseliny lysergové

1.1. Historie a vyvoj

Diethylamid kyseliny lysergové (LSD) je semisynteticky produkt kyseliny lysergové.
Jedna se o pfirodni latku produkovanou plisni Palickovici nachovou (Claviceps purpurea)
parazitujici na zit¢ [5]. V dne$ni dobé je LSD povazovano za jednoho z nejsilngjsich
halucinogennich drog. Uz malé davky vedou k fadé psychotropnich ucinka [11]. Na trhu jsou
prodavany razné formy obsahujici LSD, jako jsou papirové davkové jednotky (papirové
bloty), malé tabletky (velikost v fadech mm) a méné Casté gelové matrice [13].

Svycarsky chemik Albert Hoffmann (*11. 1. 1906 - 1 29. 4. 2008) tuto latku, jako
prvni syntetizoval v roce 1938. Krat§i forma LSD pochazi z jeho dfivéjSiho kryciho nazvu
LSD-25, ktery je némeckou zkratkou pro ,Lysergsdure-diethylamid*‘ nasledovanou
poradovym cislem [13]. V roce 1943 nahodné objevil dramatické psychologické efekty této
latky. Ackoliv syntetizoval mnoho derivati kyseliny lysergové, tak zadny z téch derivati
nem¢l typickou Skéalu psychologickych efekti. B&hem roku 1950 bylo LSD uvedeno do
1ékatské komunity, jako experimentalni prostiedek zplisobujici docasné psychotické stavy
a pozdg¢ji zlepsil psychoterapeutické ucinky [5].

V poloviné roku 1960 se zvysila popularita LSD, jako rekrea¢ni drogy a hlavné k
vytvofeni tzv. ,,psychedelické aktivity‘‘ béhem obdobi mezindrodnich studentskych protesti.
Ackoliv se vyskyt protestt snizoval, tak uzivani LSD pokrac¢ovalo. National Survey on Drug
Use and Health (NSDUH) sleduje, napiiklad LSD v kazdoro¢nim piehledu od roku 1970,
jako hlavni zneuzivanou drogu. Navzdory popularit¢ LSD a bezpecnému uZivani
psychoterapeutickych doplitkkit a experimentalnich prostiedki nelegalni klinické vyzkumy
s LSD existovaly od roku 1970 [1,5].

Ptestoze jsou davky od roku 1970 téméf neménné, tak mnozstvi komplikaci spojené
s uzivanim této drogy kleslo. Dnes je pravdépodobné lepsi informovanost a dusevni vyspélost
uzivatell této drogy (pfestoze jeden zaznam tvrdi, Ze davka LSD zistdva téméf neménna od
roku 1970 [49]). Dale je zvySujici se zajem o uzivani LSD pfi studii mozku, 1é¢bé intenzivni
bolesti hlavy a jako pomoc v psychoterapeutické 1é¢bé nevylécitelnych nemoci [5].

V roce 2013, podle NSDUH bylo ve Spojenych statech zaznamenano uzivani LSD
u vice nez 24,8 miliont lidi a to ve vékové kategorii od 12 let a vys. Nejvice této drogy bylo

pfivezeno ze Severni Ameriky nebo Evropy. Nicméng, v pribéhu poslednich desitek let,
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mezinarodni kontrola LSD efektivné ptispéla k poklesu spotiebé LSD Vv nejvétsich ¢astech

svéta [1].

1.2. Chemicka struktura

Molekula se sklada z indolového systému s ¢tyfcyklym kruhem (Obr. €. 1) a sumarnim
vzorcem CyoH250N3. Uhliky 5 a 8 jsou asymetrické: z tohoto diivodu, jsou znamé a mozné
Ctyfi isometrické, opticky aktivni isomery. Existuji d- a |-LSD a diethylamid kyseliny
I- a d-lysergové. Jen d-LSD isomer ma psychoaktivni vlastnosti. Z benzenu je d-LSD schopno
krystalizovat do krystalového hranolu. Ve vod¢ je rozpustny a jeho bod varu je 83 °C. LSD je

obvykle stabilni ve form¢ soli, jako jeho vinanova sil. Molarni hmotnost je 323,42 g/mol [5].

H3Cj
N
mcg

Obr. €. 1: Strukturni vzorec diethylamidu kyseliny lysergové. Pievzato z[5].

Existuje velké mnozstvi obdob LSD. Tyto derivaty se skladaji z obmén substituentii na
amidové skupiné, n€kdy vznikaji doplnénim substituenti na indolovém pyrolovém kruhu.

Az na substituované derivaty na N-6, zadné dalsi derivaty nevykazuji u€innost srovnatelnou

s LSD [5].
2. Farmakokinetika LSD

2.1. Resorpce

Po peroralnim (p.o.) poziti je LSD kompletn¢ vstfebano v travicim traktu. Po poziti
100-250 pg LSD peroralné psychologické a sympatomimetické Géinky trvaji 30-45 minut,
dosahujici vrcholu po 1,5 - 2,5 hoding [5].
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Upshall a Wailling [25] dospéli k zavéru, ze mnozstvi jidla, stejné¢ tak pH Zaludku
a dvanactniku budou ovliviiovat vstiebavani LSD. Hoch [26] nenalezl zadné kvalitativni
rozdily tykajici se psychologickych ucinkia LSD, bez ohledu na zptisobu podani. Rozdily byly

predevSim kvantitativni povahy a v rychlosti nastupu uc¢inkt. Klinickd data o odliSnych

zpusobech aplikace LSD jsou uvedena v Tab. ¢. 1 [5].

Tabulka ¢. 1: Klinicka farmakokinetika LSD s odliSnymi zpiisoby aplikace. Prevzato 7 [5]

Zacatek Maximalni Celkova doba
Zpusob aplikace Déavka (pg)
symptomt (min) | U¢inek (h)* trvani (h)*
Peroralni 100-250 30-45 10-25 9-12
Intramuskularni 100-250 15-20 1,0 9-10
Intravenozni 40-180 3-5 1,0 9-10
Intraspinalni 20-60 <1 1,0 9-10

* Hodiny po aplikaci LSD

2.2. Distribuce

Distribuce LSD tkdnémi a orgdny je vycislena, jak pro lidsky, tak pro zvifeci
organismus. U mysi (50 pg i.v.) nebylo LSD v prvnich minutach detekovano z krve, ale
béhem 10 minut bylo detekovano v blizkosti vSech organt. V dvanactniku, dosahuje aktivita
maxima po 2 hodindch. LSD je pak transportovano v traveniné pies travici trakt a oblast
maxima nastava v traniku pfiblizné po 3 hodinach. Travici trakt obsahuje 70-80 %
z koncentrace po 3-12 hodinach po poziti. Nejvétsi mnozstvi LSD bylo nalezeno v jatrech,
kde pomalu mizelo béhem prvnich 12 hodin, jako vyznamna ¢ast enterohepatického cyklu [5].

V mozku krysy byla nalezena velmi nizka koncentrace LSD v porovnani s hladinami
v krevni plazmé. LSD mizi z mozku krysy mnohem rychleji neZ z krevni plazmy. Dalsi védci
(Freedman a Coquet [50]) nalezli vysoké mnozstvi koncentrovaného LSD (500 pg/kg i.v.)
v hypofyze krys stejné tak u opic (2 mg/kg i.v.) [50]. U kocek (1 mg/kg i.v. LSD) byla
nejvyss$i koncentrace detekovana ve zlucniku a krevni plazmé. Nizké koncentrace byly
byla nalezena v tukové tkani. Pfitomnost znaéného mnozstvi drogy v mozku a mozkomisnim
moku krys a  kocek

hematoencefalickou bariéru [5].

ukazuji, Ze LSD mulze jednoduSe piejit pfes
Piesny mechanismus zodpovédny za prostup xenobiotik napiiklad do vlast nebyl jesté
kompletné objasnén. Nicméné se predpokladd, Ze slouceniny pronikaji do matrice keratinu
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zejména pasivni difuzi z krve kapilar a mohou byt rovnéz ulozené ve vlasovém kanalku difuzi
potu mazovou sekreci nebo béhem tvorby vlasti z bunék. Ulozeni xenobiotik ve vlasech z
krevniho ob¢hu je vysoce zavislé na povaze uzité¢ latky (struktura, chemické vlastnosti)
a individuélnich fyzickych/psychologickych charakteristikach. Ze strukturalniho hlediska je
toto zabudovani ovlivilovano melaninem obsazenym v matrici a regulovano

farmakologickymi principy distribuce latek. [16].

2.3. Metabolismus a vylu¢ovani

LSD je rychle a ve velké mife metabolizovano. Metabolity jsou Casto ziskdny pii
N-dealkylaci nebo oxidacnich procesech a obvykle si zachovavaji velkou ¢ast ze struktury
pavodni slouceniny [4].

Po oralnim podani je LSD do znacné miry metabolizovano v jatrech a mensi, neZ
1 % drogy je vylou¢eno moc¢i v nezménéném stavu. Koncentrace v krvi je velmi nizka.
Maximalni koncentrace v plazmé po davce 70 pg/kg poklesne na 2 pg/kg. Biologicky polocas
je udavan v rozmezi 3-6 hodin. Vzhledem k tomu, ze koncentrace LSD V krevni plazm¢ je
nizka, tak jeho analyza je ¢asto provadéna v mo¢i [11,23].

U lidi je LSD rychle metabolizovano do strukturné podobnych metaboliti, které byly
prvné detekovany v moci pomoci infracervené spektroskopie. Klette a spol. [29] a Canezin
a spol. [30] (Obr. ¢&. 2) nalezli vlidské moc¢i nasledujici metabolity: nor-LSD,
ethylamid kyseliny lysergové (LAE), 2-0x0-LSD (iso-LSD), 2-oxy-3-hydroxy-LSD,
13- a 14-hydroxy LSD (jako glukuronidy) a ethyl-2-hydroxyethylamid kyseliny lysergové
(LEO). 2-0x0-LSD je diasterecoizomer LSD, ktery se tvoii béhem pifemény LSD a je proto
markerem uzivani LSD [5]. Nor-LSD, 2-ox0-3-hydroxy-LSD a konjugat glukuronidu
13-hydroxy-LSD mohou byt detekovany v moci po 96 hodinach po poziti, zatimco LSD miize
byt detekovano pouze 12-24 hodin po poziti [6,23]. Pravdépodobna maximalni koncentrace je

4-6 hodin po podani. Polocas vyluovani je 3,6 hodiny [5].
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Obr. ¢. 2: Metabolity LSD (Canezin a spol. [30]). Pfevzato z [5]

3. Farmakodynamika LSD

3.1. Interakce s receptory

Komplexni receptorové interakce LSD jsou dulezitou oblasti v experimentalni ¢innosti
a zkoumani probihajiciho mechanismu LSD. S objevem serotoninu, jako biologicky aktivni
latky bylo chemikim zfejmé, ze LSD a serotonin jsou strukturné podobné. Nicmén¢, nebylo
okamzit¢ jasné zdali LSD napodobuje nebo blokuje u€inky serotoninu. V podstaté, pocatecni
experimenty Johna Gadduma a spol. [31,32] argumentovaly pro mechanismus akce, ve
kterém LSD blokuje ucinky serotoninu. A vsak od této hypotézy bylo opusténo. Pievladajici
hypotéza na to, jak indolové halucinogeny UCinkuji na serotonin (5-HT;
5-hydroxytryptamin) jsou shrnuty, jako nasledujici: LSD pisobenim piednostné inhibuje
propousténi serotonergnich bunék, zatimco Setii postsynaptické serotoninové receptory od

up-regulace/down-regulace [5,21].
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Halucinogenni G¢inky LSD byvaji spojovany s afinitou k 5-HT; receptoru, kde pasobi
jako 5-HT, agonista, a to diky podobné struktufe se serotoninem a vyskytem
fenylethylaminové a indolaminové skupiny (halucinogenni skupiny) [5].

Je znama interakce LSD s dopaminergnimi systémy. V porovnani S jinymi
halucinogeny (meskalin, aj.) jsou interakce LSD s centralnimi dopaminovymi D; a D,
receptory, agonistické a antagonistické. Neni prokazano, jak jsou tyto interakce zapojeny
Vv psychoaktivnich tc¢incich LSD, ale vyzkumy ukazuji zvySené uvolnéni dopaminu, coz
prispiva k obrovské Skale uc¢inku, které u lidi vyvolava LSD [5,33].

Na biologické trovni, LSD zvySuje plazmaticky oxytocin a markery souvisejici se
stresem. Tyto postichy mohou indikovat (ukazovat) néco uzite¢ného pro 1écbu LSD

Vv psychoterapeutickych nastaveni [20].

3.1.1. Serotonin

Serotonin (5-hydroxytryptamin; 5-HT) je produkovan pomoci malého mnozZstvi
neurontl, které¢ vzijemné stimuluji nejméné 500 000 dal§ich neuronti. Hlavnim tkolem je
kontrola uvoliiovani norepinefrinu (noradrenalinu), ktery reguluje sympaticky nervovy
systém. VSeobecné, 5-HT miZe byt vniman hlavné, jako transmiterovy inhibitor. TudiZ kdyz
je jeho aktivita sniZzena, tak dal$i neuron v fetézci je uvolnény z inhibice a stava se vice
aktivni. Serotonergni systémy jsou uzce zapletené do oblasti kontroly pociti, spanku,
nebezpeci a ndlady. To mlZe byt moznym vysvétlenim aktivity LSD a dalSich halucinogenti

Vv ramci jejich disinhibice [5].

3.2. Interakce s dalSimi latkami

Ruzné studie vyhodnotily interakci droga-droga v ramci LSD. Prvni klinické studie
byly zaméfeny zejména na interakci LSD s neuroleptiky, zvlast¢ s chlorpromazinem (CPZ,
Obr. ¢. 3). CPZ se ukazal, jako neuplny antagonista LSD. Kdyz bylo lidem podano méné nez
0,4 mg/kg CPZ soucasné¢ s malym mnozstvim LSD, tak to nevyvolalo Zadné zmény
v ucincich LSD. Pfi vysSich davkach (0,7 mg/kg) CPZ byly vyvolany vedle toho ucinky, jako
jsou zalude¢ni nevolnost, zvraceni, zavrat, snizena motoricka aktivita nebo uzkost, které se
postupné snizuji a mizi. CPZ vyrazné neménil tvorbu halucinaci nebo klamt, ale souvisel
S nepiijemnymi pocity, které byly zredukovany nebo odstranény. Hypnoticka sedativa, jako je
diazepam (5 mg p.o./i.m.) jsou Casto uzivana v prostiedi 1€ékatské pohotovosti pifi akutni

intoxikaci LSD, kde pomaha redukovat paniku a uzkost [5].

18



Lithium a néktera tricyklickd antidepresiva (Obr. €. 4) byla podana pro zvySeni u¢inki
LSD. Je tieba uvést, ze LSD v kombinaci s lithiem drasticky zvysuje reakci LSD a to mlze

vést k pfechodnym komat6znim staviim, jak naznacuji nepfedlozené 1ékaiské zpravy [5].

CH
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Obr. €. 3: Strukturni vzorec chlorpromazinu [37]

O
7

CH,

Obr. €. 4: Strukturni vzorec tricyklického antidepresiva Imipraminu [38§]

3.3. Tolerance

Tolerance je definovana, jako sniZeni schopnosti reagovat na drogu po opakovaném
podani. Odolnost vi¢i u€inkim LSD se vyskytuje u lidi i zvifat. Tolerance k autonomnim
a psychologickym u¢inkim LSD nastava u lidi po pfiméfenych dennich dévkach LSD.
Abramson a spol. [34] podavali 5-100 pg LSD p.o. po dobu 3-6 dni zdravému
dobrovolnikovi. Po 2-3 dnech, se rozvinula solidni rezistence, jak ukazovaly psychologické
a fyziologické testy. Bylo dosazeno odolnosti viici LSD a, tak misto LSD bylo podévano
placebo, po dalsi 3 dny. Typické ucinky LSD se nakonec znovu opakovaly 4. den [5].

19



4, Farmakologie LSD

4.1. Biochemické zmény

Klinick4 podavana davka LSD (0,5 az 1 pg/kg p.o.) snizuje vylucovani anorganického
fosfatu (znamé také pro dalsi halucinogeny, jako je meskalin a psylocybin), coz zpisobuje
mozné pusobeni LSD na enzymaticky systém, usnadiiujici tak vazbu fosfatu. Nicméné toto
snizeni je stale zkoumano. LSD vyvolava slabé sniZeni clearance kreatininu, ale Zzadnou
zménu clearance vapniku a hladiny vapniku v séru. Také nebyly zdokumentovany zadné
zmény pro kreatin v séru, moci, sodiku v plazme¢, chloridu a cholesterolu v séru, celkovych
lipidi a osmotického tlaku. Hodnoty transamindz byly v podstaté neménné. Dalsi ndlez
(v souladu s ucasti psychologického stresu) je ziskavan z volnych mastnych kyselin po piijmu
1-1,5 ug/kg p.o. LSD [5].

4.2. Somatické ucinky

Prahova davka pro znatelné sympatomimetické efekty u lidi je 0,5 - 1,0 pg/kg LSD
p.o. Pfiméfenou davkou LSD pro ¢lovéka je odhadem tak 75-150 pg p.o. Velmi vysoké
davkovani LSD, coz je vice jak 100 pg/kg i.v., vede u zvitat (koCky a krysy) ke slabym
autonomnim zmeénam, jako je mydridza (rozSifeni zornicek), tachykardie (zvySena tepova
frekvence), tachypnea (abnormalné zrychlené dychdni), hypertermie (zvySend teplota),
hypertonie (zvySené napéti napf.: svalstva) a hyperglykémie (zvySena hladina cukru v krvi).
Snizujici se krevni tlak a bradykardie (zpomaleni srde¢ni frekvence) byla nalezena
U postizenych zvifat. Autonomni zmény odrazi stimulaci obou vétvi autonomniho nervového
systému [5].

Sympatikotonie obvykle pfevazuji, ale existuji velké individualni odchylky
a u néckterych subjekt byla zaznamenana zietelnd parasympatikotonie s bradykardii
a hypotenzi. Casto byva zaznamenana piechodna (do¢asna) bolest hlavy a mdloba. Zména
hladiny adrenalinu kvili LSD miZe vyvolat individualni zmény sympatikotonie. Uginky LSD
na krevni tlak jsou pravdépodobné komplexni, protoze jeho akce je v misté krevni cévy,
srdecniho a dalSich svalovych systémii, plic (respirace) a stejné tak ucinkuje na centralni
nervovy systém a kréni dutinu [5].

Sokoloff a spol. [27] se domnivaji, ze vysoky krevni tlak a hemokoncentrace mohou

vysvétlovat zvySenou motorickou aktivit jejich subjekt uzivajici LSD. VétSina somatickych
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efekt pricitajici se LSD mohou byt zptisobené sekundarnimi efekty nebo-li psychologickou

reakci na drogu [5].

4.2.1. Sympaticka stimulace

Je dokazovana u mnoha subjekti pomoci pupildrni dilatace (rozsifovani zornicek)
a priméfeného zvétSeni srdecni frekvence a krevniho tlaku. Vice proménlivymi znaky jsou
také drobné vykyvy hladiny cukru v krvi a vyjimecné zvySeni teploty téla. Dychani zlstava

obvykle neménné (Obr. ¢. 5) [5].

4.2.2. Parasympaticka stimulace

Hlavni symptomy spadajici do parasympatické stimulace jsou diaforéza (vyvolavani
poceni) a slinéni, dale zaludecni nevolnost, vyjimecn¢ zvraceni a vice Castym je zrudnuti

obli¢eje nez bledost (Obr. €. 5) [5].

Svmpaticka stimulace Parasvmpaticka stimulace
Ziervenani
Rozsifeni zornic = j-i-"
- Slinéni
: Nevolnost
Hypertermie /,
Tachykardie Zvyseni krevniho tlaku
- T w - -
. N —T—f%—— Nadmérné poceni
Hypertonie

Hyperglvkémie = i \
o

Obr. €. 5: Schéma somatickych ucinkt zptasobené LSD [39]
4.3. Psychologické ucinky

LSD je povazovano za vysoce nebezpecnou drogu S tendenci vytvaret paniku, delirium
a bizarni chovani, coZ ma nékdy za nasledek iracionalni a Skodlivé Ciny. Pfimétena davka ma
vyznam ve zméné stavu védomi. Zvlasté pozoruhodné jsou zmény vnimani, jako jsou iluze,
pseudohalucinace, synesthesie a zazitek se stfidanim mysleni a ¢asu. Vyskytuji se také Casto
zmény vzhledu a vlastni funkce téla [5,23].

Akutni psychologické efekty LSD trvaji mezi 6 az 10 hodinami, ale zalezi to také na

podané davce. Traumatické zkuSenosti (nazyvajici se ,,bad trips‘‘) mohou mit dlouhodobé
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ucinky na uZzivatele LSD, jako jsou napftiklad prudké zmény nélad a vyjimecné vzpominkovy
fenomén (pohled do minulosti). Naopak, pod kontrolou zdravotniho stavu mohou mit

zkuSenosti s LSD trvalé pozitivni u¢inky na daného jedince [5].

4.3.1. Akutni neurokognitivni efekty

Problémy s akutnimi kognitivnimi testy je to, ze po podani klinické davky LSD
(100 pg a vice) se subjekty stavaji piili§ oslabenymi pro spolupraci, v disledku intenzity
fyzickych a percepénich zmén. Niz8i davky nemusi vystihnout kognitivni efekty LSD, které
by byly za vys§i davky vyvolany. PSychomotorické funkce (orientace V Case) jsou casto

oslabeny po poziti LSD [5].

5.  Toxikologické udaje

Hodnoty LDsy pro LSD jsou rtzné, zalezi na zivocisném druhu. Nejvice citlivym
druhem je kralik, ktery ma LDsg 0,3 mg/kg i.v. LDsg krys je o hodné vyssi a to 16,5 mg/kg i.v,
zatimco myS$i maji toleran¢ni davku 46-60 mg/kg i.v. Tato zvifata umiela na nasledek
paralyzy a respira¢niho selhani. Dosud nejsou Zadné dokumenty o lidské smrti zpisobené
piedavkovanim LSD. Osm jednotlivci, ktefi nahodné pozivali ve vysokych davkach LSD
intranasaln¢ méli v plazmé mezi 1000 - 7000 pg / 100 ml krevni plazmy LSD. Nasledné pak
trpéli komatéznimi stavy, horeckou, zvracenim, lehkym Zalude¢nim krvacenim a respiracnimi

problémy. Nicméng, vSichni ptezili s pomoci nemocni¢ni 1é¢by a bez nasledku [5].

22



G} Analyza LSD v biologickych materialech a blotech

Detekce LSD v biologickych materialech je velmi slozita, kvuli nizkym uzivanym
davkam a rozsahlému metabolizovani LSD. Po poziti typické davky (40-120 pg/kg)
koncentrace LSD v mo¢i klesne na <1,00 pg/kg béhem par hodin [11].

LSD je zjistitelné v plazmé a moci (v ng/ml) béhem par hodin z pozitych 100 - 200 pg.
Pro dikaz poziti drogy je upfednostiiovana moc¢ pred krvi, kvtli delSimu oknu detekce, vyssi
koncentraci drogy (pfip. metabolitl) a méné¢ komplikovanému pred¢isténi [1,13]. Nicméné
screening v krvi ma rozhodujici vyhodu v ziskani okamzité hladiny drogy [12].

Pokud je brzky odbér moci a krve u podezielych osob nemozny, tak se jako alternativa
vyuzivaji vlasy, sliny nebo pot. Tyto vzorky ptedstavuji vyhody jednodussiho sbéru a téz§iho
zfalSovani. Piesto vSak, koncentrace drog v téchto ,,alternativnich vzorcich*‘ je obvykle nizsi
nez v typickych tekutinach, tudiz jejich pouziti s forenznim zamérem neni nikdy mozné bez
pouziti vysoce citlivych analytickych metod. Analyza vlasi je dnes rutinné pouzivana
k detekci chronicky ¢i akutné uzivanych drog. Z toho divodu jsou vlasy brany, jako zakladni
biologicky vzorek pii zneuzivani drog nejen v oblasti forenzni toxikologie, ale také pfi
detekci opiatt odhalenych béhem téhotenstvi, diky schopnosti poskytovat zpétny idaj 0 droze
pozitou pied nckolika meésici ¢i roky. Coz pomdha v diagnostice novorozeneckych
abstinen¢nich pfiznakl a umoznuje sestavit opiatovy profil expozice plodu. Pti smrti obéti se
pro zjisténi koncentrace LSD vyuziva vzorek pubického ochlupeni [1,15].

Souhrnné informace tykajici se upravy vzorkl (mo¢, vlasy, plna krev/sérum a bloty),
pouzité extrakce a vlastniho stanoveni jsou uvedeny v 8. kapitole (Tab. ¢. 6, 7, 8 a 9) na konci

prace.

6.1. Odbér vzorku

Je mozné analyzovat vzorky vlast (20-200 mg), které jsou ziskdny ustfizenim z §ijové
plochy zadniho vrcholu hlavy, co nejblize ke koteni [16]. Dale vzorky krve a mo¢i, které jsou
odebirany v nemocnicich, vétsinou na lékarské pohotovosti. Krev je nejcastéji odebirana do
heparinovych zkumavek. V poslednim piipadé je mozné analyzovat i tzv. bloty (hmotnost

okolo 17 pg), které jsou ziskany od policie, ktera je zabavila [13].
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6.2. Extrakce

Jedna se o upravu analytu pied vlastni analyzou. Metody pro extrakci LSD
biologickych materialti (krev, mo¢ nebo vlasy) a blotli jsou naro¢né, protoze pozita davka je
za normalnich podminek velmi nizka (menSi nez 250 pg) a droga je rychle

metabolizovana [9].

6.2.1. Extrakce kapalina-kapalina

Extrakce kapalina-kapalina (Liquid-Liquid Extraction, LLE) je metoda, ktera je
zaloZena na selektivnim piechodu analytu z jednoho roztoku (voda, vodny roztok) do druhého
(organické rozpoustédlo nemisitelné s vodou) [51].

Hlavnimi nevyhodami u tohoto typu extrakce je tvorba emulze, pouziti velkych
objemt vzorku a toxickych organickych rozpoustédel. Z téchto diivoda se uvadi, ze LLE je
draha a Casové naro¢na metoda. V prubéhu let vznikly nové tzv. miniaturizované extrakéni
techniky, u kterych jsou hlavni nevyhody LLE potlaceny. Z téchto technik se jedna
napt. o mikroextrakci jednou kapkou (Single-drop microextraction, SDME), mikroextrakci
vyuzivajici duté vldkno napInéné vhodnym sorbentem (Hollow fibre liquid phase
microextraction, HF-LPME) a disperzni mikroextrakci kapalina-kapalina (Dispersive liquid-
liquid microextraction, DLLME) [51].

6.2.1.1. Provedeni

K extrakci je nutné pouzit dostatecné mnozstvi extrakéniho rozpoustédla, aby doslo
k pfechodu veskerého analytu ze vzorku do organické faze. Tato smé&s je pak michana v délici
nalevce nebo zkumavkach (na vortexu ¢i specialni horizontdlni tfepacce), aby doslo
k promiseni obou fazi. Poté co se obé faze odd¢li, tak je vodna faze odlita, a organicka faze
s analytem je nasledné pouzita a zpracovana [45]. Organicka rozpoustédla, ktera se pii této
extrakci nej¢astéji pouzivaji, jsou isopropanol, diethylether a ethylacetat. Pro extrakci LSD se

nejéastéji vyuziva methylchlorid, butylchlorid, isopropanol, diethylether a ethylacetat [14].

Vzorky Krve

Pted extrakei vzorkli krve musi byt provedeno enzymatické Stépeni glukuronida
pomoci B-glukuronidasy. Ta je izolovana z m&kkysi, a to konkrétné z Helix pomatia (Snek

zahradni). V publikaci Anzilliotti Luca a spol. [48] bylo pfidano 10 ul B-glukuronidasy, aby
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doslo k enzymatickému Stépeni glukuronidi. K takto upravenému vzorku se ptidal vnitini
standard a organické rozpoustédlo (3 ml ethylacetatu). VSe probihalo v kyselém prostiedi,
které bylo navozeno pfidanim 100 ul kyseliny mravenci [8,18,23]. V ptipadé¢ extrakce LSD ze
vzorku séra byl k vzorku pfidan vnitini standard, uhli¢itanovy pufr a butylchlorid [22]. Po
téchto upravach nasledovalo protiepani, centrifugace, odebrani organické faze, jeji odpateni

pod proudem dusiku a analyza na kapalinovém ¢i plynovém chromatografu [8,18,22,23].

Vzorky vlasi

Pied extrakci vlast je nutna jejich dekontaminace, kdy se nastiihané vzorky vlasi
promyji ve vodé, methanolu a cyklohexanu (5 ml kazdého), aby doslo k odstranéni zbytk
mycich prostiedkt, barviv nebo stop mastnoty [10]. Mohou byt také promyty v nékolika
fazich jdoucich za sebou, kdy jsou nejprve inkubovany s 0,003 M Tween 80 (1 ml/20 mg
vlast). Nasledn¢ oplachnuty ultra-Cistou vodou (1 ml/20 mg vlasti) a acetonem pro snadné
vysuSeni. Na zavér jsou vysuSeny pod mirnym proudem dusiku [15]. Dal$i moznosti
dekontaminace je provedeni inkubace ve vodé¢, promyti smési methanol/voda (50:50)
a CHCl; (dichlormethan) [1,3,19].

Takto ptipravené vzorky vlast (cca 20 mg) jsou umistény do nadobek, ke kterym je
ptidan acetonitril, methanol nebo dichlormethan. Nadobky jsou pak nasledné hermeticky
uzavieny a ultrazvukovany 2,5 h pii 40 °C. Pomoci injekéni stiikacky se odsaje organicka
faze, ktera je pfenesena do nové nadobky, a pod mirnym proudem dusiku odpafena do sucha
(pti laboratorni teplot€). Zbytek je znovu rozpustén v H3PO4 pomoci ultrazvukové lazné a

vortexu [1,3,12,15,].

Vzorky mo¢i

V ramci extrakce LSD ze vzorku moc¢i musi byt nejdiive provedeno enzymatické
Stépeni glukuronidiit pomoci B-glukuronidasy [47]. Po enzymatickém S§tépeni muze byt LLE
provedena dvéma moznostmi. Prvni moznosti je pfidani smési dichlormethan
(CH.CIy)/ isopropanol (1:1, v:v) a vnitiniho standardu ke vzorku mo¢i, po kterém nasleduje
centrifugace. Organicka faze je pak odebrana do nové nadobky, odpatfena do sucha pii 45 °C
pod proudem dusiku a ke zbylé ¢asti je pfidana mobilni faze [1].

Druhou mozZnosti je zfedéni objemu moci octano-amonnym pufrem (pH 4), ptidani

vnitiniho standardu a organického rozpoustédla (napf.: butyl acetatu). Vzorky jsou pak
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dostatecné promichany, centrifugovany po dobu 10 minut a supernatant je ptenesen do

autosamplerovych nadobek [1,14,23].

Vzorky blotu

Bloty jsou ponofeny do smési methanol:voda (1:1) a umistény do ultrazvukové lazné

na dobu 20 minut. Poté nasleduje analyza na kapalinovém chromatografu. Obr. ¢. 6 [13].

Obr. &. 6: Zabavené 2 vzorky bloti, které byly nésledné analyzovany [13]

6.2.1.2.  Mikroextrakce jednou kapkou

Mikroextrakce jednou kapkou (Single-Drop Microextraction, SDME) je velmi rychla
a levna extrakéni technika. Probiha prakticky bez pouziti rozpoustédel, na zaklad¢ velkého
sniZzeni objemového podilu vzorku. Mala ¢ast analytu je extrahovana (zakoncentrovana) pro

analyzu. [51].

6.2.1.3.  Mikroextrakce dutym vlaknem

Mikroextrakce dutym vlaknem (Hollow Fibre Liquid Phase Microextraction,
HF-LPME) je technika, ktera umoziuje extrakci a zakoncentrovani analytu z komplexnich
vzorkt jednoduchym a levnym zptisobem. Ve dvoufazovém vzorkovani (HF-LPME) je analyt
extrahovan z vodného vzorku do imobilizovaného nemisitelného extrakéniho cinidla

ulozeného v porech dutého vlakna, vyrobeného z polypropylenu [51].

6.2.1.4.  Disperzni mikroextrakce kapalina-kapalina

Disperzni mikroextrakce kapalina-kapalina (Dispersive Liquid-Liquid
Microextraction, DLLME) funguje na bazi tfislozkovych rozpoustédel. V podstaté se sklada z

rychlého vstiiknuti smési extrakéniho rozpoustédla (tetrachlormethan, chlorbenzen aj.)
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a disperzniho rozpoustédla (aceton, acetonitril nebo methanol) do vodného vzorku, jehoz
vysledkem je vznik zakaleného roztoku [11]. Vzniklé a rozptylené malé kapky se dale spojuji
centrifugaci, ktera umoznuje velkou vytéznost. Po centrifugaci se faze obsahujici analyt usadi

na dno a po piipadné upravé muze byt stanovena kapalinovou chromatografii (Obr. ¢. 7) [47].

Obr. ¢ 7: Schéma Disperzni mikroextrakce kapalina - kapalina (DLLME).
Kde: 1 - Roztok vzorku, 2 - vstiiknuti disperzniho a extrak¢niho ¢inidla, 3 - zakaleny roztok
(disperze), 4 - sedimentace (po centrifugaci), 5 - odpipetovani extrakéni faze, 6 -analyza.
Ptevzato z [42].

6.2.2. Extrakce tuhou fazi

Extrakce tuhou fazi (Solid Phase Extraction, SPE) je metoda tpravy vzorku, ktera
koncentruje a Cisti analyt z danych vzorkl, a to pomoci kolonky obsahujici tuhou fazi
(sorbent) a naslednym promyvanim vhodnym rozpoustédlem. Existuji tf1 zdkladni uspotadani

SPE, a to disky, kolonky a injek¢ni stiikacky (Obr. €. 8) [52].

Kolonky Injekéni stiikacka

Obr. & 8: Tii typy SPE. [52]
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6.2.2.1. Provedeni

V prvnim kroku je kolonka proplachnuta vhodnym rozpoustédlem (methanol,
diethylether, aceton, ethylacetat, benzen, aj.), aby doslo ke smoceni sorbentu. Poté nasleduje
proplach vodou nebo pufrem. Je tfeba dbat na to, aby sorbent nebyl suchy [52,53].

Nasleduje druhy krok, kdy do takto ptfipravené kolonky je aplikovan vzorek obsahujici
prislusny analyt. V zavislosti na typu vzorku muaze byt vzorek aplikovan pomoci gravitace,
Cerpadla, nasatim za pouziti vakua nebo pomoci automatického systému. Béhem tohoto kroku
(retence) je zachytavan na sorbentu. Ve tfetim kroku je kolonka proplachnuta, aby doslo
k odstranéni rusivych slozek, a analyt stale zistava zakotven na sorbentu [52].

V poslednim kroku je analyt eluovan ze sorbentu pfislusSnym rozpoustédlem, které je

zvoleno tak, aby byl analyt uvolnén ze sorbentu [52]. VSechny tyto kroky jsou zobrazeny

na Obr. ¢. 9.

=2 =i = G =
(=] ¢ =] T

PREDUPRAVAKOLONKY

- promyvani kolonky {sorbemntu) pied

davkovanim vzorku

DAVKOVANI VZORKU
| 1zolovana latka

A ® rusici sloZly matrice

PROMYVANI

- odstranéni nezadouci slozkoy
matrice vzorku z kolonky

ELUCE

- ¢1sta a nakoncentrovana latka je

vymyta, neFadouci slo¥ka zlstava
sorhovana na kolonce

Obr. ¢. 9: Schéma extrakce tuhou fazi [46]
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Vzorky Krve

Po enzymatickém S$tépeni (podrobnéji - viz vzorky krve v kapitole LLE) je ptidavan
vnitini standard a organické rozpoustédlo (napi.: methanol). Smés je poté centrifugovana
a supernatant je odpipetovan do zkumavky obsahujici latky (jako je voda,
NaCl a pufr - uhli¢itanovy, fosfatovy, octano-amonny), které upravi pH vzorku [2,6]. Misto
zkumavek se také vyuziva deska s 96 jamkami pro aplikaci vzorku (Obr. ¢. 10), ktera je pak
tepeln¢ hermeticky uzaviena (v poslednim kroku jsou eluaty pieneseny do nové desky, ktera
je znovu tepelné hermeticky uzaviena). Poté nasleduje protiepani a centrifugace. Usazena
organicka faze se odpipetuje do nadobek a je do sucha odpafena pod proudem dusiku.

K reziduim po odpaiené organické fazi je nasledné ptidana mobilni faze [17].

Obr. ¢. 10: Deska s jamkami pro aplikaci 96 vzorki [40]

Vzorky modi

Po jiz zminéném enzymatickém Stépeni (viz kapitola LLE) je ke vzorkiim moci
pfidavan vnitini standard a uhliitan sodny. Organické rozpoustédlo pouzivajici se pro
promyvani kolonky byl nejcastéji uvadén methanol. Poté nasleduje analyza kapalinou
chromatografii [2,14].

Vzorky vlasu

K dekontaminovanému vzorku vlast (dekontaminace — viz kapitola LLE) je v pfipad¢
pouziti molekularné vtisknutych polymert ptidan 1 ml acetonitrilu. Poté nasleduje analyza

kapalinou chromatografii [19].
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6.2.2.2.  Sorbent

Pii vybéru sorbentu je dilezit¢é se zaméfit na typ analytu, ktery chceme
zakoncentrovavat, velikost a tvar ¢astic, plocha povrchu, velikost porti a chemicka nete¢nost
(Tab. ¢. 2). Pti extrakci znec€isténych vzorku, je tfeba pouzit sorbent majici velké ¢astice, aby
bylo zabranéno vysokému zpétnému tlaku (protitlaku) a zaneseni (ucpani) kolony. Sorbenty,
Které maji vétsi plochu povrchu, maji tudiz i vy$$i mnozstvi aktivnich mist a jsou z toho
divodu ucinngjsi. Plocha povrchu miize byt zvySena za pouziti porézni struktury sorbentu.
Velikost pora se odviji od velikosti absorbovanych molekul. Z toho vyplyva, Ze pokud jsou
extrahovany molekuly o vysoké molekulové hmotnosti, tak zvoleny sorbent by mél mit velké
péry, a naopak [53]. Nejcastéji vyuzivany sorbent pro extrakci LSD
je C-18[2, 14].

Tabulka ¢. 2: Piehled sorbentit vyuZivajici se v SPE [52]

Sorbent Typ analyzovaného analytu Aplikace
Izolace drog z plazmy, séra a moci;
C-18 Hydrofobni latky v roztocich ' ‘ ‘
organickych kyselin z vin, aj.
Izolace drog z plazmy, séra a moci;
C-8 Hydrofobni latky v roztocich _
peptidll ze séra a plazmy.
Styren- '
Hydrofobni latky v roztocich Izolace polarnich metabolitli drog

divinylbenzen

) Klasifikace lipidi, separace pigmenti
o Latky nizkeé az stfedni polarity . .
Kiemicitan rostlin, separace vitamin{ rozpustnych
V nevodnych roztocich
V tucich z lipidovych extraktt.

Latky nizké az stfedni polarity | Izolace pesticidll v jidlech a krmivech,

Florisil
v nevodnych roztocich aJ.
o Hydrofilni latky v nevodnych Izolace vitamind, antibiotik a dalSich
Oxid hlinity . ) .
roztocich latek v krmivech a jidlech, aj.

Izolace drog a jejich metaboliti
) Hydrofobni latky s nizkou az
Aminopropyl z télnich tekutin, fenolli a rostlinnych
sttedni polaritou v roztocich '
pigment.

Hydrofobni latky ve vodnych o '
Kyanopropyl ‘ Izolace drog a jejich metabolitd
nebo organickych
Z télnich tekutin.

Diol rozpoustédlech
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6.2.2.3. Mikroextrakce tuhou fazi

Mikroextrakce tuhou fazi (Solid-Phase Microextraction, SPME) byla vyvinuta

Pawliszynem a Arthurem vroce 1990 [35]. Jde 0 rovnovaznou sorpci analyti na malé

mikrovlakno, které je vyrobeno z kifemenného vlakna potazeného polymerem — sorbentem

(Tab. ¢. 3 — volba sorbentu zavisi na povaze analytu) a je zaclenéno do stiikacky pouzivajici

se v GC. SPME izoluje daleko mens$i mnozstvi analytu (2-20 %), nez SPE (>90%), ale

vSechen vzorek je nésledné nadavkovan do GC. Zatimco u SPE je vstfiknuto pouze okolo

1-2 % analytu. Ucinnost extrakce na vldkné je ovliviiovana kombinaci extrak¢nich Cast,

tloustkou stacionarni faze a rozsahem rozd€lovaciho koeficientu pro stacionarni fazi.

Pti

SPME se miize dosdhnout detek¢niho limitu 15 ng/l, jak pro tékavé, tak pro netékavé

slouceniny [52].

Tabulka ¢ 3: Piehled sorbentit vyuZivajici se v SPME [54]

Sorbent Tloust’ka (nm) Typ analyzovaného analytu
7 Nepolarni vysokomolekularni slouc¢eniny
Polydimethylsiloxan (PDMS) 20 Nepolarni méné tékavé organické
slouceniny
100 Tékavé organické slouceniny
Polyakrylat (PA) 85 Polarni méné t€kavé slouceniny
o 60 Tékavé amino- nebo nitro- aromatické
DVB (divinylbenzen)-PDMS ' .
65 slouceniny (vybusniny)
65
DVB-CW (Carbowax) =5 Alkohol a polarni slouceniny
75 Plyny a nizkomolekularni slou¢eniny
Carboxen-PDMS
85 (méné nez 90 g/mol)
DVB/Carboxen-PDMS
DVB-PDMS 50 Isopropylamin a té¢kavé ¢i méné tekavé
DVB-Carboxen 30 slouceniny
CW/TPR (Templatova . .
. 50 Povrchové aktivni latky (tenzidy)
pryskyfice)
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Provedeni

Extrakce mize byt provedena bud’, ptimo z kapalného vzorku, nebo z prostoru nad
vzorkem (tzv. ,headspace®). Pii pouziti je vlakno zatazeno do jehly, kterou je propichnuto
septum nadobky se vzorkem. Poté se vldkno pomoci pistu vysune a je bud’ ponotfeno do
vzorku, nebo je vzorkovano z prostoru nad vzorkem. K rychlejsimu dosazeni rovnovahy pii
vzorkovani pomaha intenzivni michani vzorku. Sorpce dosahuje rovnovahy v rozmezi
2 — 30 minut v zavislosti na typu a povaze vzorku (analytu), ktery je sorbovan. Po sorpci
vzorku je kfemenné vldkno vtdhnuto do jehly, ktera je nasledné vyjmuta z nadobky se
vzorkem a zavedena do injektoru GC. Zde jsou sorbované analyty tepelné desorbovany

a nasledné analyzovany. Vlakno je pak znovu pouzitelné [52].

Schéma mikroextrakce tuhou fazi

Zatizeni SPME se sklada ze dvou ¢asti: dlouhého kiemenného vlakna navazaného na
nerezovy pist a drzaku, ktery vypada, jako modifikovana stiikacka (Obr. €. 11). V ramci

ochrany byva vlakno vtazeno do téla jehly [52].

Nerezovy pist —>

Driik —>

— Modifikovana
mikrolitrova stfikacka

Septum jehly
Zatahovatelné
kiemenné optické
vlakno potazené
sorbentem

Vzorek s michadlem

Obr. €. 11: Vzhled mikroextrakce tuhou fazi. [52]
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6.2.2.4. Molekularné vtisknuté polymery

Zvlastnim typem SPE sorbentli jsou tzv. molekularné vtisknuté polymery, které jsou
brany za selektivni sorbenty na zékladé mechanismu molekularniho rozpoznani. Tyto
sorbenty maji specifické dutiny pro templatovou molekulu, a tak umoznuji molekularni
rozpoznavaci mechanismus [19].

Molekularni vtisknuti (Obr. €. 13) je proces, kdy se cilova sloucenina (molekula)
chova jako templat (8ablona), kolem které jsou uspotfadany interaktivni a sit'ujici monomery,
a ty kopolymerizuji kvili vytvofeni podobného odlitku. Nejprve, monomery vytvaii komplex
s templatem skrz kovalentni nebo nekovalentni interakce. Pak polymerizaci a odstranénim
templatu jsou vazebnd mista vystavena tak, Ze jsou komplementarni k velikosti templatu,
tvaru a pozici funkénich skupin, které jsou drzeny na misté pomoci sitované struktury.
V podstaté je molekularni pamét’ vtisknuta do polymeru, ktery je nyni schopen znovu navazat
selektivné templat [24].

Tudiz, molekularné¢ vtisknuté polymery (MIPs) maji nejdilezitéjsi vlastnost
biologickych receptordi, a to schopnost rozpoznani a navazani specifické cilové molekuly
(slouceniny). Pokud jde o jejich komercializaci, doSlo k velkému pokroku béhem posledniho
desetileti. Konkrétné v oblastech analytické chemie a biochemie (zejména pro stanoveni
sloucenin z biologickych vzorkt) [24]. Proto, aby mohlo byt extrahovano LSD pomoci MIPs,
byla pfipravena methylakrylatova baze stemplatovym vzorem, kterym byl ergonovin
(Obr. €. 12), strukturné obdobny LSD [19].

Obr. €. 12: Strukturni vzorec ergonovinu. Pfevzato z [19]
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Obr. ¢. 13: Schéma zakladniho principu molekularniho vtisknuti. Pfevzato z [41].

6.3. Kvantitativni analyza

Po vySe uvedenych metodach extrakce nasleduje kvantitativni analyza upraveného
vzorku, aby bylo zjisténo mnozstvi sledované latky (LSD a jeho metabolitl). Pro kvantitativni
analyzu LSD a jeho metabolitii se nejcastéji pouzivaji chromatografické metody (kapalinova

a plynova chromatografie).

6.3.1. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie (HPLC) je technika zajiStujici separaci
slozek smési, pomoci rozdilného pohybu a zadrZzovani téchto slozek. Rozpusténé latky jsou
transportovany pomoci proudu mobilni faze (napf.: hexan, tetrachlormethan, methylbenzen,
acetonitril, aj.) skrz kolonu (Obr. ¢. 14), ktera je naplnéna stacionarni fazi (napf.: oktadecyl
(C18), silikagel, aminopropyl, aj.). Kolony jsou vyrdbény z nerezové oceli, a jejich bézné
délky se pohybuji v rozmezi 3 az 25 cm [55].

V posledni fazi putuji separované slozky do detektoru, kde v radmci kvantitativniho
vyhodnoceni vyhodnocujeme plochy pika v chromatogramu, ktery vyjadiuje zavislost odezvy

detektoru na reten¢nim Case [55]. Limit detekce pro LSD a jeho metabolity ve vzorku moci
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a plazmy se pohybuje mezi 0,1-10 ng/ml, vséru okolo 10 ng/ml a v blotu kolem
50 ng/ml [2,7,13].

Pouzivanymi detektory jsou spektrofotometricky (UV-VIS) a hmotnostni. Nejcastéji
pouzivanym v danych publikacich byl v§ak hmotnostni detektor, ktery je univerzalni, vysoce
selektivni a citlivy. Pro analyzu LSD a jeho metabolitii jsou nejcastéji vyuzivany kolony
se sorbentem C8 a C18 [1,2,3,6,12,13,17,18,19]. Jako mobilni faze byvaji pouzivany smési

acetonitril a kyselina mraven¢i, methanol a mravenéan amonny [1,3,8,12,13,17,18,23].

6.3.1.1.  Ultra vysokou¢inna kapalinova chromatografie

Ultra vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (UHPLC) vyuziva kolony s ¢asticemi
mens§imi nez 2 pum, coz umozhuje extrémné rychlou separaci s vysokou citlivosti. Doba
analyzy LSD (ve vzorku plné krve) byva obvykle cca 5 minut. Limit detekce se pfi této
analyze  pohybuje  okolo 0,0097 ng/ml a limit kvantifikace v rozmezi

0,036 - 2 ng/ml [8, 9, 12, 18].

Obr. €. 14: Kolony pro kapalinovou chromatografii od spolecnosti Agilent [43]

35



6.3.2. Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je separa¢ni technika, kde se tékavé, tepelné stabilni
slouceniny pohybuji pomoci mobilni faze (tzv. nosného plynu — helium, dusik nebo vodik)
skrz kolonu obsahujici stacionarni fazi. Nakonec separované slozky putuji do detektoru
(napt.: hmotnostni, tepelné¢ vodivostni, plamenové ionizatni a detektor elektronového
zachytu), kde nads vramci kvantitativniho vyhodnoceni zajimaji plochy pikd v
chromatogramu, ktery vyjadiuje zavislost odezvy detektoru na retencnim case. Aby byla
zvySena tékavost a citlivost stanovovaného analytu je potfeba pfed samotnou analyzou
provést tzv. derivatizaci [22,55].

Kolony pouzivajici se v GC jsou kapilarni (Obr. ¢. 15) nebo napliiové (Obr. €. 16).
Kapilarni kolony jsou zoxidu kfemicitého, mohou byt 10-100 m dlouhé, s vnitinim
pramérem 0,1-0,7 mm a uvnitf potazené velmi tenkou kapalnou vrstvou. Zatimco napliové
jsou nerezové nebo sklenéné o délce 1-3 m, svnitinim primérem 2-3 mm a naplnéné
poréznim adsorbentem. Vyhoda kapilarni kolony je ta, Ze méa vysokou Uc¢innost a rozliSovaci
schopnost pro komplexni vzorky obsahujici 100 a vice komponent, na rozdil od néapliove,
ktera je v tomto sméru omezena na vzorky obsahujici okolo 20 komponent [55].

Tato separatni technika byla pouZita pro analyzu LSD ze vzorku séra, kde byla

pouzita kapilarni kolona o délce 30 m. Pouzity nosny plyn nebyl v publikaci uveden [22].

Obr. ¢&. 15: Kapilarni GC kolona Obr. ¢. 16: Naplnova GC kolona
od spole¢nosti Rtx”™ [44] od spoleénosti Sigma-Aldrich [56]
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7. Kazuistika

7.1. Univerzitni Nemocnice Basel ve Svycarsku - 1. Cast

V obdobi od ledna do zafi roku 2014 bylo hospitalizovano 5 pacientii na pohotovosti
ve Fakultni nemocnici Basel ve Svycarsku s podezienim na intoxikaci LSD. Ve viech péti
ptipadech bylo potvrzeno poziti LSD. Naméfené koncentrace LSD a O-H-LSD jsou uvedeny
v Tab. ¢. 4 [2].

7.1.1. Pacientl

Divka ve veku 17 let byla pfivezena na pohotovost s akutnim zmatenim a ztratou
orientace v ¢ase. Ptiznala konzumaci 2 kostek cukru a 1 blotu s LSD (odhadovana davka byla
750 ng). Vzorek krve pro zjisténi mnozstvi drog byl odebran 3 hodiny po piijmu. Doplitkova
analyza LC-MS/MS ukazala ptitomnost THC a trazadonu. Hladina LSD byla 14,70 ng/ml
a O-H-LSD 0,99 ng/ml v séru [2].

7.1.2. Pacient 2

Muz ve véku 17 let byl ptijat na pohotovost s tlakem na hrudi, neklidem a dusnosti.
Ptiznal poziti 1 kostky cukru s LSD (odhadovana davka asi 250 pg) ve 20 hodin
s doprovodnou konzumaci konopi. Projeveni G¢ink zaznamenal v 22 hodin, tudiz 2 hodiny
po konzumaci. Na pohotovosti byl pacientovi podan lorazepam a paracetamol. Analyza séra
odhalila 1,80 ng/ml LSD hodinu po ptijmu a odebrani krve [2].

7.1.3. Pacient 3

Muz ve veéku 21 let byl pfivezen zachrannou sluzbou za doprovodu policistd na
pohotovost, kvuli agresivnimu a nespolupracujicimu chovani, které zplsobila udajna
konzumace blotu LSD. Informace o dob¢ poziti LSD nebyly k dispozici. Hladina LSD v séru
byla 6,10 ng/ml a hladina O-H-LSD 0,45 ng/ml. Analyza LC-MS/MS prokazala také
ptitomnost THC, kokainu a amfetaminu [2].
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7.1.4. Pacient 4

Muz, ve véku 45 let se sam dostavil na pohotovost s rozruSenim, dezorientaci
a intenzivnimi vizudlnimi halucinacemi. Oslavoval 2 dny a konzumoval alkohol, LSD, kokain
a konopi. LC-MS/MS analyza potvrdila poziti THC a kokainu. Ve vzorku séra byla

detekovana koncentrace LSD, a to 4,10 ng/ml, ale Zzadné méfitelné mnozstvi O-H-LSD [2].

7.1.5. Pacient5

Muz ve veéku 36 let se dostavil na pohotovost s hmatovymi a zrakovymi halucinacemi
po konzumaci alkoholickych napoju v klubu. M¢l podezieni na to, Zze mu nékdo ptidal drogy
do piti. Testovani mo¢i na LSD prokdzalo 1,30 ng/ml a 9,70 ng/ml O-H-LSD. Doplikova
analyza moci také potvrdila pfitomnost THC. Nebyla zndma doba konzumace piti, ani zac¢atek

aginku LSD [2].

Tabulka ¢. 4: Naméiené koncentrace LSD a O-H-LSD ve vzorku séra a moci U jednotlivych

pacientii
Pacient 1 Pacient 2 Pacient 3 Pacient 4 Pacient 5
Sérum LSD 14,70 ng/ml | 1,80 ng/ml | 6,10 ng/ml | 4,10 ng/mi N/A
Sérum O-H-LSD | 0,99 ng/ml <LLOQ 0,45 ng/ml <LLOQ N/A
Mo¢ LSD N/A N/A N/A N/A 1,30 ng/ml
Mo¢ O-H-LSD N/A N/A N/A N/A 9,70 ng/ml

N/A - matrice nebyla kdispozici z pohotovosti, <LLOQ hodnota byla pod nizkym

kvantifikaénim limitem

7.2. Univerzitni Nemocnice Basel ve Svycarsku - 2. ¢ast

Slo o pfedstavemi farmakokinetického  profilu, tedy farmakineticko-
farmakodynamického vztahu diethylamidu kyseliny lysergové a jeho hlavnich metabolitd, po

poziti peroralni davky LSD (200 pg) u 8 zdravych zen a muzi [7].

7.2.1. Zdravi ucastnici

Bylo vybrano 16 zdravych subjektt (8 muzi a 8 zen) ve veku 25-51 let. Podle danych
kritérii byli vylouceni subjekty nespadajici do vékové skaly, téhotné zeny, vyskyt lidské nebo

rodinné (prvni piibuzensky stupeinl) psychotické historie, pravidelné uzivajici Iéky, chronicky
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nebo akutné fyzicky nemocni, pfevazujici uziti nezdkonnych drog vice jak 10 krat za zivot
a uziti nezdkonnych drog vramci poslednich 2 mésici. 9 subjektd nikdy nepozili
halucinogeny, dalSich 7 subjektd mélo piedchozi zkuSenost s halucinogennimi drogami,
vcetné 1 subjektu, ktery pozil LSD jednou a 2 subjekty dvakrat. Subjekty byly pozadany, aby
se zdrzely nadmérného pozivani alkoholu mezi testovanim a mimotadny limit poziti byl
1 drink den pfed testovanim. 3 subjekty byly lehci kutéci, ale nekoufili béhem testovani. Byly

provedeny testy moc¢i na drogy. Testy na piitomnost alkoholu nebyly provedeny [7].

7.2.2. Podavané drogy

Byly podavany gelové kapsle, které obsahovaly 100 pg LSD a piislusné kapsle
s placebem. LSD bylo podavano v jednotlivych tplnych davkach 200 pg odpovidajici davee
2,84+0,5 pg/kg [7].

7.2.3. Shrnuti studie

Koncentrace LSD byla méfitelna (>0,1 ng/ml) u vSech subjektd v prabéhu 12 hodin po
podani. Maximalni koncentrace LSD bylo dosazeno 1,5 hodiny po podéni. Pfi oralnim
podavani bylo mo¢i béhem 24 hodin vylouc¢eno 1 % diethylamidu kyseliny lysergové (LSD)
a 13 %, jako 2-oxo-3-hydroxy LSD. V ramci farmakokinetiky této drogy nebyly zjistény
zadné rozdily mezi pohlavimi. Akutni podnétové a sympatomimetické reakce trvaly

az 12 hodin [7].
7.3. Univerzitni nemocnice ve Francii

7.3.1. Pacientl

Vzorky krve a moci byly ziskdny od 21 let¢ého muZe piivezeného na pohotovost do
nemocnice 4 hodiny po poziti blotu s LSD [4].

Kvantitativni analyza: testovani moc¢i na nezakonné drogy bylo provedeno pomoci
LC-MS/MS. Nebyly prokazany opiaty, amfetaminy ani kokain. Byla vSak zjiSténa nizka
hladina kanabisu (THC-COOH 30 pg/l, THC-OH 5 pg/l a THC 3 pg/l). Hladina LSD v moci
byla 1,3 pg/l a 0,82 pg/l (postupné), v plazme 0,31 pg/l a 0,27 pg/l. Vzorky byly odebirany

s Casovym odstupem. Naméfené koncentrace LSD a iso-LSD jsou uvedeny v Tab. ¢. 5 [4].
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7.3.2. Pacient 2

Vzorek moci byl ziskdn od 22 let¢tho muze 7 hodin po poziti LSD. Kvantitativni
analyza: testovani moc¢i na nezakonné drogy bylo provedeno pomoci imunologickych metod.
Opiaty, amfetaminy a kokain nebyly prokazany. Detekce kanabisu byla pozitivni (>50 pg/l),
ale kvantitativni stanoveni pomoci LC-MS/MS nebylo provedeno. Hladiny LSD a iso-LSD
v mo¢i byly 0,24 pg/l a 0,6 ug/l. Naméiené koncentrace LSD a iso-LSD jsou uvedeny v
Tab. ¢. 5 [4].

Tabulka ¢ 5: Naméiené koncentrace LSD a iso-LSD ve vzorku plazmy a modi

u jednotlivych pacientii

Pacient 1 Pacient 1* Pacient 2

Plazma LSD 0,31 pg/l 0,27 pg/l -

Plazma Iso-LSD - - -
Mo¢ LSD 1,3 pg/l 0,82 pg/l 0,24 pg/l
Moc¢ Iso-LSD - - 0,6 ng/l

* Nameétené hodnoty s casovym odstupem

- Nebylo uvedeno
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8.

Souhrnné tabulky

Tyto tabulky souhrnné ptedkladaji informace tykajici se analyzy LSD a jeho

metaboliti, kde jsou uvadény piipravy vzorki (mo¢, plna krev/sérum, vlasy a bloty), pouzité

typy extrakce, vlastni kvantitativni stanoveni a detekce, hodnoty naméfenych koncentraci,

limit kvantifikace a detekce.

Tabulka ¢. 6: Pied-uprava a detekce LSD a jeho metabolitit ve vzorcich moci

Naméiené
Slou¢enina | Priprava vzorku | Extrakce | Detekce | koncentrace LOD LOQ Zdroj
(ng/ml) (ng/ml) | (ng/ml)
100 pl modi +
50 pl vnitiniho
LSD standardu + 300 LE LC- 0,48a2,70 0,01 0,025 [1]
pl Na,COs3 + MS/MS
1ml
O-H-LSD | CH:2Clo/C3Hs0 419a252 | 0025 | 001
100 pl moci +
50 pl octano-
amonného pufru LC- *
LSD (oH 4)+ 10 pl SPE MS/MS 1,25 01 [2]
vnitiniho
standardu
Ny LC- N
LSD 1 ml mo¢i SPE MS/MS 0,4 0,52
LSD
1 ml moci +
is0-LSD | 500 pul amonného LC- x
pufru (pH 9) + LLE MS/MS 0,015 0.75
Nor-LSD | 6 ml diethylether
H- o LC- x 14
O-H-LSD 5 ml mogi SPE MS/MS 0,4 052 | [14]
5 ml mo¢i + 2 ml
-0 100 Mm SPE LC- * 0,4 16
fosfatového MS/MS ’ :
O-H-LSD prrU (pH 6)
L. MIPs
Lso | ! ml(gllj‘; ;)Hm (acetonitril ME/CI\'/IS 05 « | 00002 | [19]
’ metanol)

41




Naméiené
Sloucenina | Priprava vzorku | Extrakce | Detekce | koncentrace LOD LOQ Zdroj
(ng/ml) | (ng/ml)
(ng/ml)
1 ml vzorku moci
+ 20 pl vnitiniho LC-
LSD standardu + 1 ml LLE 3-10° * 0,01 [23]
, MS/MS
butyl acetatu +
1ml Na,COs3
1 ml vzorku moci
+ 20 pl vnitiniho LC-
iso-LSD | standardu + 1 ml LLE 2,4-10° * 001 | [23]
, MS/MS
butyl acetatu +
1 ml Na,CO;
*V ramci dané publikace nebyl tento parametr uveden.
Tabulka ¢. 7. Pied-uprava a detekce LSD a jeho metabolitit ve vzorcich vlasii
Naméiené LOD LOQ
Sloucenina | Pfiprava vzorku | Extrakce | Detekce | koncentrace Zdroj
(ng/ml) | (ng/ml)
(ng/ml)
10 mg vlasi + 0,00025 | 0,0005
LSD 2 ml methanolu + LLE LC- 0%88;527( a;o [1]
O-H-LSD | 50 ul vnitiniho MSMS | =T e P 00005 | 0.001
standardu ’ ’
50 mg vlast +
vnitini standard
+3ml
fosfatového LC-
LSD oufru (pH 5) + 1 LLE MS/MS 0,00066 0,0001 | 0,0005 [3]
ml NaOH +5 ml
CH,CI, + 50 pl
amonn¢ho pufru
dekontaminované MIPs LC- *
LSD vzorky vlast (acetonitril) | MS/MS 0.1 0,001 [19]

*V ramci dané publikace nebyl tento parametr uveden.
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Tabulka ¢. 8: Pied-uprava a detekce LSD a jeho metabolitit ve vzorcich plné krve a séra

Namérené
Sloucenina | Piiprava vzorku | Extrakce | Detekce | koncentrace LOD LOQ Zdroj
(ng/ml) | (ng/ml)
(ng/ml)
100 pl séra +
o SPE LC- .
O-H-LSD losil;:él;:grﬁho (acetonitril)| MS/MS 0,99 0.1 [2]
I ml séra+ 2 ml LC-
LSD fostatového SPE MS/MS 0,7 0,01 0,012
pufru (pH 6)
I ml séra+ 2 ml LC-
iso-LSD fosfatového SPE MS/MS 0,04 0,011 0,016
pufru (pH 6)
[6]
1 ml séra + 2 ml
nortSDE | fostitoveho SPE | \arrs 07 0017 | 0,017
pufru (pH 6)
1 ml séra + 2 ml LC-
O-H-LSD fosfatového SPE MS/MS 0,0014 0,03 0,034
pufru (pH 6)
500 pl vzorku
krve + 10 pl
vnitiniho
standardu + LC-
LSD 500 ul methanolu DLLME MS/MS > 0.5 2 L8]
+100 pl
uhli¢itanového
pufru (pH 9)
500 ul vzorku
krve + 50 pl
vnitiniho
standardu + 60 pl LC-
LSD uhlicitano- LLE MS/MS 1,1 0,0097 0,036 [18]
amonného pufru
(pH 3,1) + 2 ml
MTBE
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Namérené
Sloucenina | Piiprava vzorku | Extrakce | Detekce | koncentrace LODI LOQI Zdroj
(g/mi) | @eimb | (ng/mi)
1 ml vzorku krve
+ 20 pl vnitiniho LC-
LSD standardu + 1 ml LLE MS/MS 0,27 *
butyl acetatu +
1mi Na,CO3
0,01 [23]
1 ml vzorku krve
+ 20 pl vnitiniho LC-
iso-LSD | standardu + 1 ml LLE 0,44 *
, MS/MS
butyl acetatu +
1ml Na,COs3
*V ramci dané publikace nebyl tento parametr uveden.
Tabulka ¢ 9: Pied-uprava a detekce LSD v blotu
Naméiené LOD LOQ
Sloudenina | PFiprava vzorku | Extrakce Detekce | koncentrace Zdroj
(ng/ml) (ng/ml) [ (ng/ml)
Blot (0,5 pg) +
LSD 2 mI. SPE LC-MS/MS 50 10 50 [13]
methanol:voda
(1:1)

*V ramci dané publikace nebyl tento parametr uveden.
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9. Zavér

Diethylamid kyseliny lysergové ve zkratce LSD je v dne$ni dobé povazovan za
jednoho z nejsilnéjsich halucinogennich drog, kdy i malé davky vedou k psychotropnim
ucinklim (napf. zména vnimani okoli). Je produkovan plisni Palickovici nachovou, ktera
parazituje na zité. Poprvé bylo ziskéno v roce 1938. Od té doby se zvySovala jeho popularita,
az se zn¢j stala v 60. letech rekreacni droga, ktera byla uzivana béhem mezindrodnich
studentskych protesttl. Nicméné v 60. a 70. letech bylo Ceskoslovensko jedinou zemi, kde se
mohlo LSD legaln¢ vyrabét. Toho vyuzili CeSti 1€kafi a zacali s nim experimentovat
a sledovat u mnoha subjektid (napi. umélci, védei, studenti nebo vojaci) zmény vnimani
a prohlubovani jejich myslenek. Proto i v dne$ni dob¢ je LSD vyuzivano pii studii mozku [5].

Po poziti, nejcastéji blotu (p.0.) je LSD resorbovano a distribuovéano do krve traviciho
traktu a dalSich organt v téle. V ramci farmakokinetiky je nejvétsi mnozstvi LSD ukladano
Vjatrech, kde je po perordlnim poziti metabolizovin na jednotlivé metabolity
(napft.: iso-LSD, LAE, aj.), které putuji do ledvin, kde jsou moci eliminovany ven z téla.
V ramci farmakodynamiky se krvi dostdvd do mozku, kde interaguje se serotoninem
a dopaminovymi receptory. To se odrdZi na projeveni halucinogennich uc¢inkt (iluze, panika,
bizarni chovani aj.). Z hlediska somatickych u¢inki miizeme na daném subjektu pozorovat
tachykardii, mydridzu, hypertonii, slinéni, poceni, aj [5,21,23].

Vzorky, které jsou pro stanoveni LSD a jeho metabolitli odebirany jsou mo¢, krev,
vlasy, a pak bloty. Pfed vlastni analyzou vzorku musi byt provedena extrakce, a to bud’
extrakce kapalina-kapalina (LLE) nebo extrakce tuhou fazi (SPE). U vzorkti moci a krve by
mélo byt provedeno, jeSté¢ pied extrakci enzymatické Stépeni glukuronidi (pouziti
B-glukuronidasy). U vzorkd vlasi by méla byt provedena jejich dekontaminace. Pfi LLE
dochdzi k pfechodu analytu z vodné do organické faze. Organickd faze obsahujici analyt je
dale zpracovana a pouzita pro analyzu [51]. V ramci SPE je analyt ze vzorku koncentrovan
pomoci kolonky, obsahujici sorbent, a nadslednym promytim organickym rozpoustédlem. Po
promyti dochazi k uvolnéni analytu ze sorbentu ve formé eludtu, ktery je dale pouzit pfi
analyze [52].

Pro vlastni kvantitativni analyzu LSD a jeho metabolitl se vyuZzivaji chromatografické
metody, a to kapalinova a plynova chromatografie, v nej€astéj$i kombinaci s hmotnostnim

detektorem [55].
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