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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva kanabinoidy, jejich chemickou strukturou, mechanismy uc¢inku
a terapeutickym potencialem. Cilem prace je poskytnout uceleny piehled o endokanabinoidnim
systému, ptirodnich i syntetickych kanabinoidech, jejich interakcich s organismem a mozném
vyuziti v medicin€. Prace se rovnéz vénuje jejich analyze, kdy byla pouzita extrakce tuhou fazi
k uvolnéni analytu (hexahydrokanabinol, kanabidiol, tetrahydrokanabinol a jeho metabolity)
z matrice a pfed samotnou analyzou GC-MS byla provedena derivatizace. Ke zjisténi

koncentrace byly pouzity deuterované vnitini standardy.

KLICOVA SLOVA

Hexahydrokanabinol, kanabidiol, tetrahydrokanabinol, GC-MS
TITLE

Analysis of selected cannabinoids

ANNOTATION

This thesis focuses on cannabinoids, their chemical structure, mechanisms of action, and
therapeutic potential. The main goal is to provide a comprehensive overview of the
endocannabinoid system, natural and synthetic cannabinoids, their interaction with the human
body, and potential medical applications. The work also deals with their analysis, where solid
phase extraction was used to release the analyte (hexahydrocannabinol, cannabidiol,
tetrahydrocannabinol and its metabolites) from the matrix and derivatization was performed
before GC-MS analysis. Deuterated internal standards were used to determine the

concentration.
KEYWORDS

Hexahydrocannabinol, cannabidiol, tetrahydrocannabinol, GC-MS
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Uvod

Kanabinoidy jsou biologicky aktivni slouceniny nachéazejici se v rostlindch rodu Cannabis,
které¢ v poslednich letech vzbuzuji rostouci védecky 1 vefejny zdjem. Jejich farmakologické
vlastnosti, zejména u¢inky na lidsky endokanabinoidni systém, vedou k Siroké Skale aplikaci,
od 1é¢ebného vyuziti po rekreacni uzivani. Nejzndméjsimi zéastupci této skupiny latek jsou
tetrahydrokanabinol, ktery je primarn¢ zodpovédny za psychoaktivni wcinky konopi,

a kanabidiol, jenz se vyznacuje terapeutickymi vlastnostmi bez vyrazného ovlivnéni védomi.

S rostoucim vyuzitim kanabinoidii v medicing, farmacii i potravinaistvi se zvySuje potieba
ptesnych a spolehlivych metod jejich stanoveni. Analyza kanabinoidd zahrnuje rtizné techniky,
vcetné kapalinové chromatografie, plynové chromatografie ¢i hmotnostni spektrometrie,
které umoziuji nejen kvantifikaci jednotlivych slozek, ale i identifikaci necistot a vedlejSich

produkti.

Tato prace se zamécfuje na prehled metod stanoveni kanabinoidd, jejich vyhody i limity

a poskytuje rovnéz uceleny pohled na soucasny stav vyzkumu v této oblasti.
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1. Teoreticka c¢ast

1.1. Uvod do problematiky kanabinoidt

Kanabinoidy piedstavuji obsédhlou skupinu chemickych latek, které se prirozené¢ vyskytuji
v rostlinch &eledi Cannabaceae pivodem z Ciny, ale mohou byt syntetizovany i uméle. Tyto
latky jsou znamé predevsim pro svou schopnost interagovat s endokanabinoidnim systémem
v lidském téle, ktery reguluje fyziologické procesy, jako je bolest, nalada, ¢i chut k jidlu. [1, 2,
3,4,5]

1.1.1. Historicky vyvoj a klasifikace
Kanabinoidy je mozné rozd¢lit do tfi hlavnich skupin:

o fytokanabinoidy, které se  pfirozené¢  vyskytuji ~ vrostlinach  konopi,
napf. tetrahydrokanabinol, kanabidiol a dalsi, [6]

e syntetické kanabinoidi — ty tvoii c¢lovék, za uclelem napodobeni ucinki
fytokanabinoidi, napt. HU-210 ¢i JWH-018, [3, 4, 5]

¢ endokanabinoidy, které jsou produkty lidského organismu, napt. 2-arachinoylglycerol.

[7]

Ve Spojenych statech americkych bylo konopi hojné vyuzivano jako 1é¢ivo od roku 1850, ale
vroce 1937 doSlo k federdlnimu omezeni uZivani konopi, ve stejném roce doslo
1 ke schvaleni zdkona o dani z marithuany a kvili tomu bylo v roce 1942 konopi vyfazeno
z 1ékopisu Spojenych statt. Pravni tresty za drzeni marihuany se vSak zvysily az v letech 1951
a 1956. Spojené staty byly mezi prvnimi, kde se drZzeni marihuany stalo trestné, ale v soucasné
dobé se nekteré staty USA (napt. Kalifornie) fadi mezi prvni zemé, které legalizovaly pfistup
k botanickému konopi za ti€elem vyuzivani jeho lé€ebnych G€inki, jako je zmirnéni symptomui

roztrouSené sklerozy. [8, 9]
Izolace hlavnich fytokanabinoidl (chronologicky):

Kanabinol (CBN), jehoz strukturni vzorec je na obrazku 1, je pravdépodobné prvni
fytokanabinoid, ktery byl izolovan. Doslo k tomu na konci 19. stoleti. Jeho struktura byla plné
popséna az v roce 1940. Piivodné byl oznacovan jako ,.Cerveny olej“, kvili své konzistenci
a zbarveni. Védci se zpo€atku domnivali, Ze se jedna o hlavni psychoaktivni sloZku rostliny,
jelikoZ se ho povedlo izolovat velké mnozZstvi; to ale mohlo byt zpiisobeno oxidaci THC na

CBN. [10, 11]
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Obrazek 1 Strukturni vzorec CBN

Kanabidiol (CBD), jehoz strukturni vzorec je na obrazku 2, byl poprvé izolovan v roce 1940
z rostliny mexické marihuany (Cannabis sativa L.) tymem Rogera Adamse a z pryskyfice
Cannabis indica A. Jacobem a A. R. Toddem, ale jeho struktura byla objasnéna az roku 1963
po izolaci z libanonského hasise. Nejprve védci zastavali ndzor, Ze nema Zadné psychoaktivni
nebo jiné Uc¢inky, ale tato domnénka byla mylna. V soucasné dob¢ se hojné vyuziva pro své

terapeutické ucinky v 1ékaistvi. [12]

Obrazek 2 Strukturni vzorec CBD

Tetrahydrokanabinol (THC), jehoz strukturni vzorec je na obrazku 3, byl poprvé izolovan
z rostliny Cannabis sativa v 60. letech minulého stoleti (1964) Gaonimem a Mechoulamem,
ale jeho struktura byla upfesnéna az v roce 1967. V dalSich letech byly objeveny i dalsi
kanabinoidni slou¢eniny, jako je A®-tetrahydrokanabinol, ktery je méné& cinny. V soucasné

dobé¢ se jedna o zakazanou vysoce navykovou psychoaktivni latku. [10, 13]

Obrazek 3 Strukturni vzorec THC

17



Kanabigerol (CBG), jehoz strukturni vzorec je na obrazku 4, byl poprvé izolovan v roce 1964
z hexanového extraktu hasiSe. Jeho stechiometrie a struktura byly ndasledné potvrzeny

chemickou syntézou. V soucasnosti se CBG vyuziva pro své terapeutické ucinky. [14]

OH

Obrazek 4 Strukturni vzorec CBG

Kanabichromen (CBC), jehoz strukturni vzorec je na obrazku 5, byl izolovan kolektivem
pod vedenim Mechoulama v roce 1966. Tento vyzkumny tym rovnéz stanovil jeho oznaceni.

[15]
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Obrazek 5 Strukturni vzorec CBC

1.1.2. Vyznam analyzy kanabinoidi
Analyza kanabinoid ma klicovy vyznam v medicin€ a soudni toxikologii:

e [Lékafstvi: Kanabinoidy se vyuZzivaji pii lécbé neurodegenerativnich onemocnéni
(napf. roztrousena skler6za, Parkinsonova choroba), epilepsie ¢i pfi tlumeni bolesti. [16,
17, 18]

e Forenzni toxikologie: Stanovuje se zde pfitomnost kanabinoidii v biologickych
materidlech (napf. v krvi a moci). Stanoveni hraje zésadni roli pii zjistovani zneuZiti

drogy, €i pti zjiStovani fizeni dopravniho prostiedku pod vlivem omamné latky.
1.2. Prirodni kanabinoidy

Ptirodni kanabinoidy jsou latky vyskytujici se v teplomilné dvoudomé rostliné¢ konopi seté
(Cannabis sativa) Geledi Cannabaceae ptivodem z Ciny. Konopi poprvé popsal Carl Linne

v roce 1737 a v soucasné dob¢ jsou popsany jesté dalsi dva druhy, konopi indické (Cannabis
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indica) a konopi rumistni (Cannabis ruderalis). Doposud bylo objeveno pfiblizn¢ 66 druhti
prirodnich kanabinoidi, z nichz mezi nejrozsitenéjsi patii THC, CBD, CBG, CBN a CBC. [1,
2,6,7,19]

Pro nelegélni vyuzivani konopi jsou upfednostiiovany samici rostliny, kde je v takzvanych
palicich (plody kvétit) vyssi koncentrace THC. Na obrazku 6 je mozné vidét rozdil mezi sam¢i

a samici rostlinou. [7]

Obrazek 6 Rozliseni samci a samici rostliny konopi [20]

Kanabinoidy jsou rozpustné v lipidech a jinych nepolarnich rozpoustédlech. Vétsina
kanabinoidi obsahuje 21 atoml uhliku a aromaticky cyklus. Psychoaktivni slozka konopi
reaguje s kanabinoidnimi receptory CBI1 a CB2, které oba patii mezi receptory
endokanabinoidniho systému lidského téla. Tento systém ma duilezitou roli pfi regulaci riznych
fyziologickych procest, jako je chut, bolest, nalada, zanétlivé procesy atd. Mezi kladné
vlastnosti pfirodnich kanabinoidl patfi zmirnéni bolesti a kfeci u pacientll s roztrousenou
skler6zou, zmirnéni depresi nebo 1 pozitivni ucinek pifi nevolnosti a zvraceni
pii chemoterapiich. Mezi negativni U€inky patii zejména zachvaty paniky a tzkosti pfevazné

u déti a starSich lidi, nebo pfi kombinovani kanabinoidi s jinymi ndvykovymi latkami. [1, 17]
1.2.1. U¢inky a metabolismus THC

THC je jednou z hlavnich sloZzek ptitomnych v rostliné Cannabis sativa, ma symptomatické

a behavioralni U¢inky, vyvolava intoxikaci a je navykovy.
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Uzivani THC zmiriiuje svalové kiece a chronické bolesti. Doporuc¢ena denni davka pfi télesné
hmotnosti 63,9 kg je 15 az 20 mg, coz se da svou ucinnosti pfirovnat k 60 az 120 mg kodeinu.
Ovsem pii prekroCeni této doporucené davky se mohou dostavit nezadouci ucinky, naptiklad

uzkost, poruchy paméti, zvySena chut’ k jidlu ¢i zhorSeni kognitivnich funkei. [17, 18]

THC se pii chronickém davkovani akumuluje v tucich a pozvolné se zpétné uvoliuje

do krevniho ob¢hu. [18]

Koufeni je nejcastéjsim zplisobem aplikovani konopi, kdy dochézi k rychlému ptechodu
psychoaktivni drogy z plic do krve a poté do mozku. Pii perordlnim podani, kdy je konopi

pfiddno jako ingredience napt. do tzv. cookies, je absorpce pomalejsi v zavislosti na obsahu

zaludku. [21, 22, 23]

Mezi hlavni metabolity THC patii OH-THC a THC-COOH. Mezi reakce 1. faze
biotransformace THC (viz obrdzek 7) patii: oxidace alkoholl na ketony, aldehydy a kyseliny,
allylové a alkylové hydroxylace a degradace pentylového fetézce. Dominantni reakce II. faze
biotransformace je konjugace s kyselinou glukuronovou za vzniku syntetickych metabolita.
Oxidaci THC na uhliku v 9. poloze enzymovym komplexem jaterniho cytochromu CYP 450
vznikd metabolit OH-THC. Oxidaci OH-THC vznikd THC-COOH. Z THC-COOH vznikaji
glukosiduronaty, které jsou jiz II. fazi biotransformace, ¢imz dochéazi ke zvySeni polarity

metabolitli a podpoie eliminace metabolitii THC z organismu. [24]

Obrazek 7 Schéma 1. faze biotransformace THC

Pti jednorazové inhala¢ni aplikaci je do péti dna vylouceno z organismu 80-90 % davky THC.
Moci je vylouceno piiblizne€ 20 % THC a vice nez 65 % je vylouceno stolici v nepfeménéné

podobé. [25]
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1.2.2. Terapeutické a biologické vlastnosti CBD, CBG, CBN a CBC
Kanabidiol

CBD je hlavnim fytokanabinoidem pfitomnym v rostliné Cannabis sativa. Jedna

se o sekundarni metabolit, ktery nevyvolava intoxikaci a neni navykovy. [12]

CBD je hydrofobni 1é¢ivo, které se vstfebava do krevniho obéhu ve stieve. Daéle je rychle
vstfebavan 1 tukovou tkani a prochézi hematoencefalickou bariérou do centralniho nervového

systému (CNS). [16]

CBD ma Sirokospektralni farmakologicky ucinek na nékolik problémt, jako je epilepsie,
uzkost, bolest a zanét. Dalsi uplatnéni CBD je pfi lécbeé riznych neurodegenerativnich
onemocnéni a neuropsychiatrickych stavii. Mezi nezddouci G¢inky CBD se fadi prijem
a snizena chut’ k jidlu. Doporu¢ené denni davkovani se pohybuje v rozmezi 10 az 400 mg. [16,

26]

Metabolismus CBD je podobny metabolismu THC, kdy dochazi primarné k oxidaci uhliku
v devaté poloze na alkohol a poté na karboxylovou kyselinu a stejné tomu tak je i u postranniho

fetézce. [27]
Kanabigerol

CBG je jednim z méné zastoupenych fytokanabinoidd v rostliné Cannabis sativa (nejveétsi
koncentrace CBG je v kvétech a listech kvétenstvi). CBG nepatifi mezi psychoaktivni
slouceniny, ale presto vykazuje tfadu terapeutickych uc¢inkl. Vzniké dekarboxylaci kyseliny
kanabigerolové, coz je dulezity prekurzor biosyntézy dalSich kanabinoidii (napt. THC, CBD
a CBC). [14]

CBG interaguje jak s receptorem CBI1, tak sreceptorem CB2. Mé fadu farmakologickych

-----

v boji proti rezistentnim bakteridlnim patogentim. Dal$im moznym vyuzitim CBG

je 1écba chronickych zanétl stiev (napt. Crohnova choroba). [14]
Kanabinol

Jedna se o dalsi fytokanabinoid, ktery je mirné psychoaktivni kanabinoid s nizkou afinitou na

receptory CB1 a CB2. [11]
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Mezi ucinky CBN patii snizeni bolesti a antibakteridlni efekt i u odolnych bakterii. CBN
by mohl hrat roli pfi 1écbé epidermolysis bullosa (nemoc motylich kiidel), kdy by mohla byt
prodlouzena doba spanku pii problémech s nespavosti a dale by mohl byt vyuzit 1 jako

-----

a hlavné navykovost. [11]
Kanabichromen

Tento ptirodni kanabinoid je Casto detekovan v femeslnych konopnych olejich pouzivanych
pii 1€cbe epilepsie u deti. [28]
jelikoz se jedna o slouceninu, kterd je ptiblizné 2,5krat toxictéj$i nez THC. [29]

1.3. Syntetické kanabinoidy

Syntetické kanabinoidy (SK) jsou synteticky pfipravené latky, které maji schopnost vazat se
ke kanabinoidnim receptorim CB1 a CB2, kde napodobuji uc¢inky THC. S jejich syntézou
se zacalo po objasnéni struktury THC. Pavodnim zdmérem jejich syntézy bylo vyuziti
pro zkoumani funkce endokanabinoidniho systému. Nejcastéji jsou oznacovany podle
vyzkumnikti, ktefi se podileli na jejich syntéze napt. JWH (skupina doktora Johna

W. Huffmana), nebo podle mista vyzkumu, napi. HU (Hebrejska univerzita). [3, 4, 5]

U nékterych SK byla prokazana vys$si i€innost neZ u ptirodnich kanabinoidt, coZ vedlo k jejich
vyuzivani na drogové scéné. OvSem jejich chronické uzivani vede k fadé vedlejSich tcinkd,

jako je psychoza, poskozeni tkani, srde¢ni zastava a imrti. [30]

Mezi nejbéznéjsi formy distribuce SK patii sprejovani téchto latek na inertni botanicky material
(tabak, marihuanu), nebo jsou jejich roztoky ptidavany do potravin (Zelatinovych medvidkd,

které se t€si oblibé predevsim u déti) nebo do néaplni e-cigaret. [32]
1.3.1. Historicky vyvoj a klasifikace

Prvni generace SK byla ziskdna modifikaci postranniho fetézce uhlikového fetézce THC
(napt. HU-210). Druh4 generace SK jiZ ma krom¢ modifikace postranniho uhlikového fetézce
1 obménéné substituenty, které jsou pfipojené na aromatickou ¢ast THC (napt. JWH-250).
Nejnovejsi generaci je generace treti, u té jiz doslo 1 k zdmén€ samotného indolového jadra za

jédro indazolové (napt. APINACA) ¢i benzimidazolové (napt. FUBIMINA). [31]
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1.3.2. Hexahydrokanabinol

Hexahydrokanabinol, jehoz strukturni vzorec je na obrazku 8, je stereoizomerni synteticky
kanabinoid zndmy pod zkratkou HHC. HHC se pfirozen¢ vyskytuje v zanedbatelném mnozstvi
v pylu a semenech konopnych rostlin. Jedna se o psychoaktivni derivait THC ziskavany

katalytickou hydrogenaci. [33, 34, 35, 36]

)

HO

Obrazek 8 Strukturni vzorce izomeru 9R-HHC

HHC byl poprvé syntetizovan v roce 1940 Adamsovou syntézou (katalytickd hydrogenace),
ale nebylo mu vénovano pfili§ pozornosti. V soucasné dob¢ je hodnocen jako psychoaktivni
droga, je dostupny jako smes izomeru 9R-HHC (oznacovaného jako methyl ekvatoridlni izomer
HHC) a izomeru 9S-HHC (oznacovaného jako methyl axidlni izomer HHC). Ziskava se

z extraktu CBD s nizkym obsahem THC. [33, 34, 35, 36]

HHC se na trh dostal v podob¢ vape-per, e-liquidd, Zelatinovych medvidki, nebo kvétt konopi

a pryskyfice s nizkym obsahem THC, kam se HHC nastiika. [36]

HHC ma terapeuticky potencidl a mohlo by se jednat o vhodny doplitkovy 1€k pfi rakoving
tlustého stfeva ¢i ofni hypotonii, ale kvili Casté¢ intoxikaci (dosud neni zndmo vhodné

davkovani) se jednd o latku pro vefejnost zakdzanou. [33, 34, 35]

Na obrazku 9 je zndzornéna c¢ast biotransformace izomert HHC. Nejprve dochazi
enzymatickou oxidaci k odstépeni methylové skupiny na uhliku 11, coz vede k tvorbé
11-Nor-9R-HHC.  Nasleduje  hydroxylace @ na  uhliku 11, ¢imZz  vznikne
11-OH-9R-HHC.  Poté  nasleduje  oxidace na  uhliku 8, ¢imZz  vznika
8R-OH-9R-HHC. Poslednim krokem biotransformace je hydroxylace na uhliku 9 vedouci
ke vzniku 90-OH-HHC. Tyto metabolické produkty jsou vysledkem enzymatické aktivity
CYP 450. [36]

23



11-Nor-9R-HHC

HO

11-OH-9R-HHC

OH

HO

8R-OH-9R-HHC
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Obrdzek 9 Cast metabolismu HHC

1.3.3. DalSi syntetické kanabinoidy

HU-210, jehoz strukturni vzorec je na obrazku 10, se pfidavd do rostlinného materialu
bez konopi a je prodavan pod riiznymi obchodnimi nazvy (napt. Spice, K2). Tento SK byl
objeven kolektivem pod vedenim Raphaela Mechoulama v roce 1988 na Hebrejské univerzité

a je povazovan za modelovou latku pro vyzkum kanabinoidnich receptori. HU-210 je jednim
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z nejucinngjSich antagonisti receptori CB1 a CB2, ovSem somezenou selektivitou
pro kanabinoidni receptor CBI1, aby zvysil latenci zahijeni pfijmu potravy a snizil
instrumentalni odezvu na jidlo a pfijem potravy. Ve srovnani s THC je ptiblizné 100—-800krat
a neuroprotektivni ucinky. Diky nékterym svym vlastnostem méa potencidl k 1écbé
neurodegenerativnich onemocnéni (napt. Alzheimerova choroba). Zatim je vSak stale ve fazi
experimentalnich studii, jelikoz si udrzuje dlouhou dobu ucinku (pifiblizné¢ 24 hod), coz jej
¢ini pomérné nebezpecnym (silné riziko pfedavkovani). Je zatazen na listinu kontrolovanych

latek. [37, 38, 39]

Obrazek 10 Strukturni vzorec HU-210

JWH-018

JWH-018, jehoz strukturni vzorec je na obrazku 11, je povaZzovan za SK prvni generace skupiny
antagonistl kanabinoidnich receptori. Byl vyvinut vroce 1995 profesorem Johnem
W. Huffmanem na Clemson University v USA. Zamérem jeho vyvinuti bylo zkoumani
interakci mezi kanabinoidy a kanabinoidnimi receptory v lidském téle. Jedna se o uplného
antagonistu receptort CB1 a CB2 a zéroven ma u receptoru CB1 vy$si afinitu a G¢innost nez
THC. M4 analgetické a psychoaktivni u€inky, coZ by mohlo byt pfinosem pro vyvoj novych
1é¢ivych pfipravkl, prozatim byl vSak pouZivan pouze jako bylinnd smés k inhalaci pro

dosazeni zadaného ucinku. [39]

25



Obrazek 11 Strukturni vzorec JWH-018

AB-FUBINACA

AB-FUBINACA, jehoz strukturni vzorec je na obrazku 12, je SK vyvinuty spole€nosti Pfizer
v roce 2009 jako kanabinoidni analog s vétsi afinitou k receptoru CB1. S oznafenim rekreacni
droga byl na trh uveden az v roce 2012. Jedna se o tieti generaci SK a obsahuje atom fluoru
navazany na para-benzylovou pozici, aby se zvysila jeho biologicka aktivita. AB-FUBINACA
nejvice plisobi na CB1 receptory mozku, coz vede ke zméné vnimani (napt. euforie, zvySeni
srde¢niho tepu, Uzkost, paranoia a halucinace). Uzivatelé tohoto SK uvadéji, ze vyvolava
zachvaty, halucinace a euforii, ale i zvraceni, tachykardii a dokonce i smrt, coz vedlo k jeho

zafazeni na seznam zakéazanych latek. [41]
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Obrazek 12 Strukturni vzorec AB-FUBINACA

1.3.4. Rizika spojena se syntetickymi kanabinoidy

Jednim z rizik spojenych s uzivanim SK je dosud neznamé denni davkovani jednotlivych SK,
jelikoZ se na trh dostavaji stale nové varianty. DalSim z rizik je to, Ze se po uziti SK vyskytuji
pomérné ¢asto nezadouci Gcinky (od bolesti hlavy az po smrt v disledku intoxikace). Daéle je

zde riziko vzniku zdvislosti na SK. Mezi hlavni rizika patfi i distribuce SK v podobé
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zelatinovych medvidka, které jsou velkym ladkadlem pro nezletilé, jimz vSak produkt nebyl
uréen. Jako problém je nutno hodnotit skutecnost, Ze se na nékterych produktech sice vyskytuje
oznaceni ,,Vyrobek neni urcen pro lidskou spotfebu®, avSak vétSinu uzivatelli to neodradi

od vykoureni nakoupeného konopi s postiikem SK. [42]
1.4. Kanabinoidni receptory a mechanismy ucinku

Kanabinoidy s lidskym organismem interaguji prostfednictvim endokanabinoidniho systému,
ktery se sklada z endokanabinoidli, kanabinoidnich receptorii a enzymti. Funkci enzymi
v tomto systému je napomahat syntetizovat a rozkladat samotné endokanabinoidy. VétSina
ucinkt vSech znamych kanabinoidd je zprostfedkovana dvéma receptory (CB1 a CB2)

spojenymi s G proteinem. [43]
1.4.1. Endokanabinoidy
Anandamid

Arachidonoylethanolamid neboli anandamid, jehoz strukturni vzorec je na obrazkul3, je
prvnim z objevenych endogennich ligandii kanabinoidnich receptorii. K jeho izolaci doslo
v roce 1992 a jedna se o lipidovy pfenasSec, ktery je syntetizovan a uvoliiovan neurony v mozku.
Dale se mize generovat makrofagy, kde se jeho syntéza indukovana bakterialnim endotoxinem
podili na hypotenzi septického Soku a jaterni cirhoze. Chova se jako CasteCny agonista na
receptorech CB1, na receptorech CB2 je témé&f neaktivni. Anandamid syntetizovany makrofagy

v

se téz podili na protizdnétlivych ucincich. [44, 45]
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Obrazek 13 Strukturni vzorec anandamidu

Homo-y-linolenoylethanolamid a 7,10,13,16-docosatetraenoyletanolamid

Tyto dva endokanabinoidy, jejichz strukturni vzorce jsou zndzornény na obrazcich 14 a 15, byly

objeveny v roce 1993 panem profesorem HanuSem, ktery je izoloval z praseciho mozku. [46]
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Obrazek 14 Strukturni vzorec homo-y-linolenoylethanolamidu

Obrazek 15 Strukturni vzorec 7,10, 13, 16-docosatetraenoyletanolamidu

2-arachidonoylglycerol

Tento endokanabinoid, jehoZ strukturni vzorec je na obrazku 16, byl poprvé izolovan z psiho

stteva v roce 1995 tymem, v némz pisobil i profesor Hanus. [47]
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Obrazek 16 Strukturni vzorec 2-arachidonoylglycerolu

Noladin ether

Noladin ether zndmy téZ jako 2-arachidonylglycerylether, jehoz strukturni vzorec je na obrazku
17, byl poprvé izolovan v roce 2001 profesorem HanuSem z praseciho mozku. Vaze

se na receptor CB1 a velmi slabé na receptor CB2. [48]
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Obrazek 17 Strukturni vzorec noladin etheru

Virodhamid

Endokanabinoid, jehoz strukturni vzorec je na obrazku 18, je tvoien kyselinou arachidonovou
a ethanolaminem spojenymi esterovou vazbou. Virodhamid byl objeven v roce 2002 a jedna

se o ¢asteéného antagonistu receptoru CB1 a uplného antagonistu receptoru CB2. [49]
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Obrazek 18 Strukturni vzorec virodhamidu

1.4.2. CB1 receptory

Receptory CB1 se primarné nachazeji v centralnich a perifernich neuronech mozku,
tudiz se podileji na neurobehaviordlnich a psychotropnich G¢incich. V men$i mife jsou
exprimovany 1 jinymi neZ neuronovymi bunikami (v€etn€ imunitnich bun¢k). Receptory CB1
signalizuji pomoci inhibi¢nich G proteinti. Pti stimulaci receptoru dojde k inhibi¢ni aktivaci
G proteinu, coz vede kinhibici adenylylcyklazy, aktivaci mitogenem aktivovanych
proteinkinaz, inhibici nékterych napétové fizenych Ca®" kanalii a aktivaci G proteinfi vniting
navazanych na K" kanaly. Aktivaci té€chto signalnich drah se pii vysokych hladinach CBI
potlac¢i neuronalni excitabilita a inhibuje neurotransmise. Pii uZiti jakékoliv formy THC dochazi
k navazani THC na receptor s vysokou afinitou, ale nizsi afinitou nez SK a endokanabinoidy,
¢imz dochazi ke kratkodobému prohloubeni odpovédi na signal. Pfi uziti n¢jaké formy CBD
dochdzi pouze k nizké odpovédi na signal, jelikoZ se na receptor vaze pouze s velmi nizkou
afinitou. V ptipadé¢ HHC se jeden z izomeri vaze s vyssi afinitou (9R-HHC) nez THC a druhy
s o fad nizsi afinitou (9S-HHC) nez THC. [33, 43, 50, 51]
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1.4.3. CB2 receptory

Receptory CB2 se primarné nachazeji v imunitnich bunkach, zejména mikrogliich,
osteoklastech, osteoblastech a neuronech, tudiz maji dtlezitou roli pfi zadnétlivych procesech,
kdy se podileji na imunitni reakci. Stimulace CB2 je podobné stimulaci CB1, ale modulace

iontovych kanala receptortit CB2 je variabilnéjsi nez u CBI1. [33, 43, 50, 51]
1.5. Analytické metody pro stanoveni kanabinoidi

K analyze kanabinoidd se pouzivaji rizné typy biologickych matric napt. vlasy, mo¢, stolice,

sliny, novorozenecka smolka a ptfedevsim krev.
1.5.1. Odbér vzorku

Mezi neinvazivni metody odbéru vzorku patii zejména vzorky slin, které je mozné odebrat

ina vefejnosti. K odbéru vzorku se pouziva vatova tyc¢inka, kterou se provede vytér Gstni dutiny.

Odbér moci a stolice je taktéZ povaZzovan za metodu neinvazivni, ale vzorek nelze odebrat

na vefejnosti.
Vzorek krve je odebiran pouze kvalifikovanym pracovnikem (zdravotni sestrou nebo lé¢kaiem).

U kazdého vzorku je nutné dbat na sterilitu odbérového materidlu, aby se zabranilo

znehodnoceni vzorku kontaminaci.
1.5.2. Preanalyticka cast

Uprava vzorku je nejdiilezit&jsi ¢ast analytického procesu, jelikoz ovlivni skoro viechny kroky
analyzy. Je potfeba ziskat formu biologického materidlu, kterd je kompatibilni s vybranou
instrumentalni analytickou metodou. Uprava mize byt velice jednoducha (napi. filtrace),
abyva moznym zdrojem chyb lidského faktoru. Uprava vzorkli obecné tvoii piiblizné
80 % z celkové analyzy, kvili ¢emuz se véda neustale snazi jednotlivé kroky automatizovat,
zkracovat a vylepSovat (napt. mikrotitraénimi destickami, které umoznuji simultdnné upravovat
vice vzorkil najednou). Mezi nejbéznéjsi techniky Upravy vzorku patii: extrakce z kapaliny
do kapaliny (LLE, zangl. liquid-liquid extraction), extrakce tuhou fazi (SPE, zangl.
solid-phase extraction) a proteinova precipitace (PP). [52, 53]
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1.5.2.1. Extrakce kapalina—kapalina

Jedna se o nejstarS$i pouzivanou metodu upravy vzorku. Cilem této techniky extrakce je
prevedeni vzorku z hydrofilni faze do faze lipofilni. Metoda je zalozena na ustaleni fazové
rovnovahy mezi dvéma nemisitelnymi kapalinami. Tyto dvé nemisitelné kapaliny je tfeba
promisit, aby doslo k rozdéleni molekul analytu mezi kapaliny (pomér, jakym se tak stane, je
dan lipofilitou molekul analytu, pH hydrofilni faze, typem organického rozpoustédla, pomérem

fazi, délkou, intenzitou a mnozstvim cyklu ttepani). [52, 54, 55]

Hydrofilni fazi bézn¢ byva biologicky material (napi. moc, krev). Organickou fazi by méla byt
kapalina nemisitelnd s biologickym materidlem, zarovenn by meéla byt schopnid navazat
pozadované analyty z biologického materidlu. Organicka rozpoustédla jsou ve vétSing pripada
kompatibilni s instrumentalni analytickou metodou; nekompatibilni rozpoustédla musi byt
pfed samotnou analyzou odpafena, proto by meéla byt t€kava. Dal§im kritériem vybéru
organického rozpoustédla je polarita analytu, kdy pro nepolarni latky je vhodny napt. n-hexan

a pro polarni latky napt. ethylacetat. [52, 54]

Na vytéznost LLE ma vliv pomér fazi, kdy je vhodngjsi, aby byla organicka faze v nadbytku,
jelikoz bude mit vétsi povrch, coz analytu davéa vEétsi moznost do ni piejit. Proces extrakce

ovliviluje i intenzita tfepani, pii velmi prudkém tfepani je velké riziko vzniku emulze. [52, 54]
1.5.2.2. Extrakce tuhou fazi

Tato extrakce je jednou z nejpouzivanéjSich technik upravy vzorku. Principem metody je déleni
analytu mezi tuhou (sorbent kolonky) a kapalnou (biologicky materidl) fazi. Dulezité je,

aby mél analyt vyssi afinitu k sorbentu nez ke své matrici, aby byl tuhou fazi sorbovan. [54]

Jedna se o pomémé jednoduchou metodu, kde je zakladem kolonka se sorbentem. Castice
sorbentu kladou odpor proudici kapalné fazi, tudiZ je tteba SPE provadét napt. ve vakuu,

aby doslo k urychleni procesu. [54]

SPE je zdlouhavéa metoda, ale zaroven je metodou velice selektivni. Sklada se z n€kolika dil¢ich
krokti: kondicionace, promyti, naneseni vzorku, promyti a eluce. Kondicionace slouzi
ke smoceni sorbentu, za Gc¢elem reprodukovatelné retence analytu na sorbentu a jsou k ni
vyuzivdna polarni organicka rozpoustédla (napf. acetonitril). Prvni promyti je potieba
k odstranéni organického rozpoustédla, tudiz je kolonka pted nanesenim vzorku promyta vodou
nebo pufrem. Nasleduje naneseni vzorku, kdy se analyty sorbuji na sorbenty. Poté je tieba

kolonku opét promyt, aby se odstranily pfipadné necistoty a piipadné nezaddouci slouceniny
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obsazené ve vzorku. Poslednim krokem je eluce, kterd slouzi k vyvéazani sorbovaného analytu.
K eluci se pouziva elucni rozpoustédlo, které rusi nekovalentni vazby sorbentu s analytem. [52,

54]

SPE miize mit vice druht uspofadani. Jednim z nich je SPE zaloZena na principu reverznich
fazi (RP-SPE), kdy je retence zptisobena nepolarnimi hydrofobnimi interakcemi. Dalsi z variant
SPE je extrakce zaloZena na principu normalnich fazi (NP-SPE), kdy je retence analytu
na sorbentu zajisténa pomoci polarnich interakci. Tieti z typti SPE je iontové vyménna SPE
(SPE-IEX), kde dochazi k iontovym interakcim mezi analytem s nébojem a sorbentem,

ktery ma opacnou polaritu. [52, 55, 56]
1.5.3. Chromatografie a hmotnostni spektrometrie

Chromatografie je separacni metoda, ktera rozdéluje jednotlivé slozky vzorku. V bioanalytické
praxi se jednd o nejvyuzivanéjSi metodu pro kvalitativni a kvantitativni analyzu.
Chromatografické metody jsou zalozeny na distribuci analytu mezi mobilni a stacionarni fazi.
Mobilni faze je pohybliva, tudiZ unasi analyt a miZe byt kapalnd, ¢i plynna. Stacionarni faze
je nepohybliva a tvofi jadro chromatografické kolony, pfes n¢jz je analyt undSen mobilni fazi.
Stacionarni faze muize byt vpevném skupenstvi, ale 1 vkapalném skupenstvi,

kdy je ukotvena na pevném nosici. [56, 57]

Pii samotné analyze je vzorek aplikovan na za¢atek systému a je undSen proudem mobilni faze
pres stacionarni fazi. Jednotlivé slozky vzorku tzv. analyty interaguji se stacionarni fazi, tudiz
dochazi k jejich retenci. Jednotlivé slozky vzorku jsou na stacionarni fazi zadrzovéany, mira
retence je odvozena od jejich afinity k mobilni a stacionarni fazi. Slozky vzorku se silngjsi
afinitou ke staciondrni fazi jsou zadrZovany v koloné déle, kdeZzto slozky s vyssi afinitou

k mobilni fazi opousteji kolonu diive. [56, 57]
1.5.3.1. Kapalinova chromatografie a vysokoucinna kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (LC, z angl. Liquid Chromatography) je zaloZena na principu
separace slozek vzorku mezi stacionarni a mobilni fazi, ktera je kapalného skupenstvi. Vzorek
je aplikovan na zacatku systému a je unaSen mobilni fazi celym systémem. V koloné¢,
kde se nachazi staciondrni faze, dochézi k separaci sloZzek vzorku. Rozdéleni slozek vzorku
zavisi na jejich afinit€¢ k mobilni nebo stacionarni fazi, na jejich velikosti, naboji
a hydrofobicité. Eluované slozky vzorku nese mobilni faze k detektoru. Zaznamem LC

je chromatogram. [58, 59, 60]
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Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie (HPLC, zangl. High Performance Liquid
Chromatography) se vyznacuje vysokou ucinnosti separace slozek. Vysoké ucinnosti
je dosazeno pomoci malych &astic stacionarni faze, ktera tvoii jadro kolony. Céstice stacionarni
faze jsou od sebe vzdaleny pouze v fadech mikrometrii, coz analytu poskytuje velky povrch
k separaci slozek, ale také zpisobuje velky zpétny tlak prichodu mobilni faze,
proto je nutné ji do systému piivadét vysokotlakym cerpadlem. Mobilni faze se vétSinou sklada
ze smesi dvou rozpoustédel, kterd se 1isi svou elucni silou. Pokud vzorek obsahuje slozky
s podobnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, pouziva se isokraticka eluce, coz znamena,
ze se pomér rozpoustédel v mobilni fazi v pribc¢hu analyzy neméni. V piipadé, ze slozky
vzorku maji rozdilné fyzikdlné-chemické vlastnosti, vyuzivd se gradientova -eluce,
pti které se v priibéhu analyzy méni pomér rozpoustédel ve prospéch toho s vyssi eluéni silou.
Vystup chromatografické separace se nazyva chromatogram, coz je graf zdvislosti Casu

na intenzit¢ méfené veliciny, ktera se odviji od typu detektoru. [56, 57]
1.5.3.2. Plynova chromatografie

Vzorky stanovované pomoci plynové chromatografie (GC, z angl. Gas Chromatography)
by mély byt dostatecné tékavé, tepelné stabilni a méné polarni. Vzorky jsou vedeny plynnou
mobilni fazi ptes kolonu se stacionarni fazi, kde dochézi separaci slozek vzorku. Mobilni fazi
by mél byt inertni plyn (napt. He), ktery nereaguje se vzorkem. Stacionarni fazi miize byt pevny

adsorbent nebo kapalina navazana na pevny nosic. [61, 62]
1.5.3.3. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS, z angl. Mass Spectrometry) je citlivd a selektivni analyticka
metoda. Hmotnostni spektrometr je zafizeni, které vytvari, rozd€luje a zaznamenava intenzitu
iontl. Vystupem MS je hmotnostni spektrum, respektive graf zavislosti intenzity iontil na jejich
poméru hmotnosti ku naboji (m/z). [57, 63]

Spektrometr poskytuje informaci o struktute vzorku, coz pomaha pii identifikaci a kvantifikaci

vvvvvv

a vysoké naroky na obsluhu. Hmotnostni spektrometr se sklad4 z iontového zdroje, analyzatoru

a detektoru. [57, 64]
Iontovy zdroj

V iontovém zdroji dochazi k rozstépeni neutralni molekuly vzorku na nabité iontové Castice.

Ionizace mliZze probihat za vakua i za atmosférického tlaku. Déle je moZné ionizaci rozdélit
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dle miry fragmentace iontd na tvrdou a mekkou. Tvrdé ionizacni techniky (elektronova
a chemicka ionizace) jsou vhodné pro spojeni s GC a mékké ioniza¢ni techniky (MALDI,
elektrosprej, fotoionizace za atmosférického tlaku a chemickd ionizace za atmosférického

tlaku) jsou vhodné pro spojeni s HPLC. [57, 63]
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Obrazek 19 Moznosti pouziti ionizacnich technik podle povahy analytu [65]

v

Elektrosprej (ESI) je nejvyuzivanéjsi ionizacni technika. Je vhodna pro stfedné polarni latky
a jeji vyhodou je tvorba vicendsobn¢ nabitych iontl. Analyt je spolecné s mobilni fazi ptivadén
kapilarou do zmlzujici komory, kde je za pomoci zmlzujiciho plynu (napt. dusiku) rozprasen
na miniaturni nabité kapicky, které se odpatfovanim mobilni faze stale zmenSuji, ¢imz se zvysuje
hustota povrchového naboje. Kdyz dojde k dosazeni Rayleighova limitu, dochazi
k coulombické explozi, coZ zplisobi rozpad kapicek na jesté¢ mensi kapicky. Vzniklé ionty jsou

transportovany do hmotnostniho analyzatoru. [63, 64, 66]

Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) je vhodna pro nepolarni az sttedné polarni latky.
Analyt je do ionizatoru pfivadén spole¢né s mobilni fazi kovovou kapilarou, na jejimz konci
dojde kjeho zmlzeni inertnim plynem. K samotné ionizaci dojde ve vyhtivané komote,
kterou prochazi paprsek UV zafeni, coz zpisobi rozpad molekuly na ionty. Nasleduje suSeni
za pomoci suSiciho plynu, ktery mé zabranit vzniku pifipadnych klastrti. Dochézi k selektivni

ionizaci analytu, kterou je mozné zvysit pouZzitim dopantu. [63, 64, 66]

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) je vhodna pro nepolarni aZ stfedné polarni
latky. Pfi pouziti této ionizacni techniky je analyt pfivadén spole¢né s mobilni fazi kovovou
jehlou, na jejimz konci je jako u APPI zmlzen do vyhtfivané komory inertnim plynem.

K 1onizaci dochéazi pomoci vybojové jehly. Koronovy proud plisobi nejdiive na mobilni fazi,
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na n¢j sviij naboj. Nasleduje transport iontu pies susici plyn do analyzatoru. [63, 64, 66]

Dalsi z moZnosti ionizace je ionizace laserem za ucasti matrice (MALDI), ktera je vhodna
pro polarni 1 nepolarni latky v zavislosti na pouzité matrici. Vzorek s matrici je aplikovan
na MALDI desti¢ku s teréikem, poté vzorek nechame zaschnout. Na zaschly vzorek jsou
vysilany laserové pulzy, ¢imz dochazi k odpaieni vzorku; nasledné¢ dojde k interakci mezi

matrici a analytem, coZ zapti¢ini vznik iontd, které jsou transportovany do analyzatoru. [67]

Elektronova ionizace (EI) je vhodna pro nepolarni az mirn¢ polarni latky. Jedna se o tvrdou
ioniza¢ni techniku, coz znamend, Ze se molekuly analytu rozbiji na velké mnozstvi
fragmentacnich iontd. Analyt je spole¢n€ s mobilni fazi ptivadén do proudu leticich elektront,

které s analytem interaguji, ¢imz vznikaji ionty. Ionty jsou dale vedeny do analyzatoru. [68]

vyhtivané vlakno (katoda)

L]

z GC - do analyzatoru

7

anoda

+

%

tok elektronu

Obrazek 20 Schéma EI [68]

Analyzator

Analyzator je umistén za ionizatnim zdrojem a pied detektorem. Funkci analyzatoru
je rozdéleni ionth v plynné fazi podle jejich m/z. Je moZzné mit vice analyzatorii po sobé
jdoucich, coz znich tvofi tandemovou MS (MS/MS). Pro analyzatory jsou udavany rtzné
charakteriza¢ni parametry: rozsah (udava rozsah m/z, jejz je analyzator schopen zaznamenat),
spravnost ureni (mira schopnosti urcit spravnost m/z), rozliSovaci schopnost (schopnost
rozliSit dva sousedici ionty), dynamicky rozsah (rozmezi koncentraci) a rychlost skenovani.

[57, 63, 66]

Kvadrupélovy analyzator (Q) je tvofen ze ¢ty kovovych ty¢i kruhového prifezu,
kdy na vSechny tycCe je vloZeno stejnosmérné napé€ti a zaroven na obé protilehlé tyce vloZeno
stejné stfidavé napéti. Principem je stabilni oscilace iontii proudicich z ionizatoru do detektoru.

Stabilni ionty projdou ptes Q az k detektoru. V praxi byva nékolik Q spojenych za sebou (trojity

35



kvadrupdl, QqQ), kdy prvni Q slouzi k vybéru specifického iontu, prostiedni slouzi jako kolizni
cela a posledni analyzuje. [57, 64, 66]

Orbitrap je tvoien stiedovou elektrodou a dvéma zaoblenymi elektrodami, na které je vlozeno
napéti, coz vytvori elektrické pole. lonty putuji do pasti, kde vlivem zvysujicitho se napéti
zacnou rotovat kolem stiedové elektrody. Ionty se rozd€luji na prstence podle své schopnosti
harmonicky oscilovat kolem elektrody, coz zavisi na jejich m/z. Frekvence oscilaci jednotlivych
prstenct vytvaii na elektrodach indukovany proud, ktery je pieveden Fourierovou transformaci

na hmotnostni spektrum. Orbitrap patii mezi vysokorozliSovaci analyzatory. [63, 66]

V analyzatoru doby letu (TOF) jsou vSechny ionty nashromédzdény na pocatku TOF

a poté pulsem vypuzeny do analyzatoru. K rozdéleni iontti dochazi na zaklad¢ odlisné rychlosti,

vvvvv

Detektor

O

Detektor ma za ukol generovat signal z dopadajicich iontl. Nejbéznéjsim detektorem
je elektronovy nasobicé, ktery pracuje na principu zesileni signdlu iontu dopadlého na dynodu.
Detektorem miize byt rovnéz Faradayova klec, kterd pracuje na principu indukce proudu
po dopadu iontu. Déle je mozné vyuzit i fotonasobi¢, ktery vyuziva urychlujici fotony,

jez se uvoliuji z fosforové desticky. [63, 64]
1.5.4. Metody stanoveni
Screeningové metody

Mezi nejjednodussi metody prokazujici uziti kanabinoidd (a jinych drog) patii screeningové
analyzy (dokaze je provést i laik). Uskalim téchto metod je, Ze mohou poskytnout jak fale§né
pozitivni vysledek, tak faleSn€ negativni vysledek. Jedna ze screeningovych analyz se nazyva
DrugWipe 58S a detekuje kromé konopi 1 jiné drogy (napt. opiaty a kokain). Limit detekce této
metody je 10 ng/ml THC. PouzZitym biologickym materidlem jsou sliny, kter¢ se odeberou
krouzivym pohybem po vnitini stran€ ust a jazyku, poté se vzorek vlozi do detekéniho zatizeni
a postupuje se dle pokynli vyrobce. Dalsi ze screeningovych metod je DrugTest 5000. Test
odhaluje nejen konopi, ale 1 ketamin, metadon a dal$i. Limit detekce této metody je 25 ng/ml
THC. Vzorkem jsou opét sliny, které se odeberou krouzivym pohybem po celé dutin€ ustni

a vloZzi se do detek¢ni kazety, ktera pfiblizn€ za 4 minuty poskytne vysledek. [71]
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Dalsi screeningovou metodou je enzymovy imunosorbentni test (ELISA, z anglického nazvu
Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay), ktery jiz nemtize provést nikdo jiny nez odpovédna
osoba. Metoda je =zalozena na kompetitivni vazbé enzymaticky znaceného antigenu
aneznaCené¢ho antigenu na protilatku v poméru jejich koncentraci v reakéni jamce.
Biologickym materidlem mhou byt mo¢ nebo vlasy. Pii stanoveni THC z moci je tieba mo¢
nejdiive enzymaticky hydrolyzovat pomoci S-glukuroniddzy a poté rozredit ve fosfatem
pufrovaném fyziologickém roztoku. Takto pfipraveny vzorek se jiz mize analyzovat. U vzorku
dichlormethanem, poté methanolem a nakonec se susi pti 50 °C v susarné€. Po ususeni se vlasy
rozemelou a navazi do sklenénych zkumavek s hermeticky uzaviratelnym Sroubovacim
uzavérem. K vlasim se pfida fosfatovy pufr a necha se inkubovat 5 hod pfi pokojové teploté.
Supernatant se pouzije ke screeningu. Limit detekce této metody je 0,02 ng/ml THC

v supernatantu. [72]
Kvantifikac¢ni a kvalifika¢ni metody

Pti stanoveni kanabinoidii pomoci plynové chromatografie standemovou hmotnostni
spektrometrii (GC-MS) je biologické vzorky nutno upravit s vyuzitim extrakénich metod. GC
je vhodna pro termostabilni latky v plynné fazi. Netékavé (polarni a nékteré nizkomolekularni)
analyty je tfeba upravit pomoci derivatizacnich technik jako jsou napt. acetylace, alkylace

a esterifikace. [73]

U stanoveni kanabinoidli pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii (LC-MS) je také potteba vzorky nejprve upravit. LC ma pomérné $irSi uplatnéni

nez GC, jelikoz je rychlejsi a jednodussi na ptipravu vzorki. [74]
MozZnosti stanoveni kanabinoidii v biologickych matricich s vyuzZitim GC-MS

Zde jsou k nahlédnuti techniky piipravy vzorki biologickych matric pro analyzovani pomoci

GC-MS:

1. 1 ml vzorku mo¢i byl hydrolyzovan 500 pl 1M roztoku hydroxidu sodného a 15 pl
smési vnitinich standardt (roztok THC-D3 a THC-COOH-D3 o koncentraci 1 pg/ml).
Poté byla smés ohfivana 30 min pfi teplot¢ 70 °C. Po ochlazeni byl pfidan 1 ml
acetonitrilu a nakonec byl vzorek derivatizovan pfidanim 30 pl triethylamidu (TEA)
a 30 ul polychlorfenylesteru (PCF) a vSe bylo promichéno na vortexu. Analyt byl ziskan

extrakcei kapalina—kapalina 2 ml hexanu a ttepanim 60 s. Organicka faze byla odparena
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pod mirnym proudem dusiku. K odparku bylo pted vlastni analyzou GC-MS ptidadno
50 pl hexanu. Limit detekce je 0,5 ng/ml THC a 1,2 ng/ml THC-COOH. Limit
kvantifikace je 1,3 ng/ml THC a 2,6 ng/ml THC-COOH. [75]

. K 1 ml vzorku plné krve bylo ptidano 10 ul smési vnitinich standarda (roztok 0,2 pg/ml
THC-D3, 0,5 pg/ml OH-THC-D3 a 1 pg/ml THC-COOH-D3). Nasledné byl vzorek
deproteinovan pomoci 1,5 ml ACN a poté byl odstiedén (5 min, 5500 ot/min).
Supernatant byl preveden do Cist¢é zkumavky a bylo pfidano 300 pl 1M hydroxidu
sodného. Nakonec bylo pifidano za stalého vortexovani 30 ul TEA a 30 ul PCF.
Nasledovala extrakce kapalina—kapalina 2 ml hexanu po dobu 60 s. Organicka faze byla
odpatena pod mirnym proudem dusiku a k odparku bylo pfidano 50 pl hexanu. Takto
pfipraveny  vzorek byl analyzovan  GC-MS. Limit  detekce  je
0,2 ng/ml THC a OH-THC a 0,9 ng/ml THC-COOH. Limit kvantifikace je 0,5 ng/ml
THC, 0,6 ng/ml OH-THC a 24 ng/ml THC-COOH. [75]

. Dal$im moznym postupem je, ze do 0,25 ml vzorku plné krve, ptip. moci bylo ptidano
10 pl smési vnitinich standardd (3 ng/ml pro THC-D3, OH-THC-D3, CBD-D3,
CBN-D3 a 30 ng/ml pro THC-COOH-D9). Vzorky plné krve bylo tfeba nasledné
vysrazet postupnym pifidanim 1 ml 75% acetonitrilu ve vodé za michdni na vortexu.
U vzorki mo¢e bylo nutno vzorky po pfidani vnitinich standardii enzymaticky
deglukuronidovat pfidanim 10 pl S-glukuroniddazy. Vzorky moce bylo déale nutno
inkubovat 60 min pii 40 °C a poté precipitovat pfidanim 0,75 ml acetonitrilu. Vzorky
moce 1 krve byly po téchto uUpravach centrifugovany 10 min pii 2 500 ot/min.
Po odstredéni byl odebran supernatant do ¢isté¢ zkumavky. Nésledovala extrakce tuhou
fazi (Chromabond® C18 ec, 1 ml/100 mg), kdy bylo tieba nejprve kondiciovat kolonky
2 ml methanolu, 2 ml vody a nakonec 1 ml 0,1M vodnym roztokem acetonu (pokazdé
s prutokem 150 pl/s). V ptipadé¢ 1 ml vzorku plné krve bylo potieba vzorky ziedit
pfidanim 1,5 ml 0,1M acetonu a v ptipadé 0,75 ml vzorku moci pfidanim 1,75 ml
0,1M acetonu. Takto zfedéné oba druhy vzorkll byly kolonkou prosévany rychlosti
15 pl/s. Kolonka byla nésledné promyta 1 ml 0,1M acetonu a poté 1 ml 30% acetonitrilu
rychlosti 15 pl/s. Poté byla kolonka susena 5 min v proudu dusiku. Analyty ze sorbentu
byly eluovany 0,9 ml acetonitrilu. Eluat byl pfeveden do lahvicky s magnetickym
uzavérem a odpafen do sucha (ptiblizné¢ 8 min pii 70 °C). K vysusenému vzorku bylo
pfidano 30 pl N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamidu (MSTFA) a poté byla
smes derivatizovana 20 min piti 90 °C. Derivatizovany vzorek byl analyzovan pomoci

GC-MS/MS. Limit detekce je 0,15 ng/ml pro THC, OH-THC, CBN, 0,1 ng/ml pro CBD
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a 1 ng/ml pro THC-COOH. Limit kvantifikace je 0,3 ng/ml pro THC, OH-THC, CBD,
3 ng/ml pro THC-COOH a 0,2 ng/ml pro CBN. [76]

. Jinou metodou ptipravy vzorku plné krve nebo moci pro analyzu GC-MS/MS je vyuziti
disperzni extrakce tuhou fazi (QuECHERS). K 200 pl vzorku plné krve nebo moci bylo
pfidano 10 pl vnitinich standard (2 pg/ml THC-D3 a THC-COOH-D3). Déle bylo
ptidano 100 ul 1M acetatového pufru a 40 pl roztoku S-glukuronidazy, poté byla smés
inkubovéna 2 hod pii 60 °C. Nasledn¢ bylo piidano 500 pl acetonitrilu a vSe bylo
odstied’'ovano 5 minut (pii 4 500 ot/min). Supernatant byl pieveden do Cisté zkumavky
a k nému bylo ptfiddno 45,71 mg chloridu sodné¢ho a 85,71 mg siranu hotfecnatého.
Nasledovalo 10 min intenzivniho michani a 5 min centrifugace (pfi 4 500 ot/min).
Supernatant byl pieveden do ¢isté zkumavky a vysuSen proudem dusiku pti pokojové
teploté. Nakonec byla provedena derivatizace 50 pl
N, O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA). Takto pfipraveny vzorek byl méfen
GC-MS/MS. Limit detekce u vzorku moci pro 9R-HHC je 0,8 ng/ml. Pro vzorky krve
je limit detekce 0,5 ng/ml pro 9R-HHC. Limit kvantifikace pro oba typy vzorku je
1 ng/ml pro 9R-HHC. [77]

. K vzorku mo¢i bylo pfidano 200 pl 6M hydroxidu sodného, coz zapficinilo hydrolyzu
vzorku, kterd trvala 30 min a probihala pti pokojové teploté. Ke snizeni pH moci bylo
ptfidano 400 pl koncentrované kyseliny octové a ziskané pH bylo doupraveno pomoci
acetatového pufru (celkovy objem upraveného vzorku byl 5 ml), aby bylo vysledné pH
neutrdlni. Poté byl vzorek kratce vortexovan a néasledné 10 min centrifugovan
(pf1 2 600 ot/min). K 2 ml takto pfipraveného vzorku bylo pfidano 50 ng/ml kazdého
standardu (THC, CBD, CBN, OH-THC, THC-COOH). Poté bylo tifeba pfipravit
QuEChERS: 0,4 g siranu manganatého, 0,1 g chloridu sodného, 0,1 g
CsHsNazO7 x 2 H2O a 0,05 g Ci2HisNasO17. Soli a 3 ml rozpoustédla sloZzeného
z acetonitrilu:dichlormethanu (v poméru 1:3) byly umistény do zkumavky k extrakci. K
tomu byla pfiddna alikvotni ¢ast vzorku a celé se to jednu minutu ru¢né protrepavalo.
Nasledovalo kratké vortexovani a poté 10 min odstied’ovani (pfi 3 000 ot/min). Vrchni
organickd vrstva byla pfevedena do ¢ist¢ zkumavky a suSena proudem dusiku za
pokojové teploty. Nasledovala derivatizace 30 ul
N-trimethylsilyl-N-methyltrifluoracetamidu s 1%
2,2,2-trifluor-N-methyl-N-(trimethylsilyl)-acetamidu a chlortrimethylsilanem. To celé
bylo 5 sekund vortexovano a ponechdno 30 min odstit pfi pokojové teploté

pro dokonceni silylace. Takto pfipraveny vzorek byl méfen GC-MS. Limit detekce je
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3 ng/ml pro THC, 2,6 ng/ml pro OH-THC a 5 ng/ml pro THC-COOH, CBD a CBN.
Limit kvantifikace je 9 ng/ml pro THC, 16 ng/ml pro CBD, 18 ng/ml pro CBN,
8,7 ng/ml pro OH-THC a 15 ng/ml pro THC-COOH. [80]

MozZnosti stanoveni kanabinoidii v biologickych matricich s vyuzZitim LC-MS

Zde jsou k nahlédnuti techniky pfipravy vzorki biologickych matric pro analyzovani pomoci

LC-MS:

1.

Jednou z moznosti Upravy vzorku vlasi pro stanoveni HPLC-MS je nafezani vlast
na délku 1 mm. 10 mg nafezanych vlast spolecn¢ s 3 kulickami z nerezové oceli bylo
umisténo do 2ml polypropylenovych zkumavek a takto byly vzorky drceny
na prasSek 20 min pii 30 Hz. Poté byly vzorky nadrcenych vlasi smichany s 10 pl
roztoku vnitfniho standardu, 1 ml 0,5% kyseliny mraven¢i v methanolu a tfemi
keramickymi kulickami. Takto ptipraveny vzorek byl michan pti 50 °C po dobu 30 min.
Nasledné byl extrakt centrifugovan 5 min pii 13 000 ot/min. Supernatant byl preveden
do ¢isté polypropylenové zkumavky a odparen proudem dusiku pii 40 °C. K odparku
byl postupné ptidan 1 ml 0,5% kyseliny mravenci v methanolu. RozpusStény odparek
byl michdn 1 min a poté byl odstfedén. Supernatant byl vysuSen do sucha a nasledné
byl rozpustén v 200 ul methanolu. Takto pfipraveny vzorek byl analyzovan. Limit
kvantifikace je 4 pg/ml pro THC, CBD, CBN a 0,1 pg/ml pro THC-COOH
a THC-COOH-glukuronid. [78]

Plné krev byla pro analyzu pfipravenam jesté dal$im zptsobem. K 200 pl vzorku plné
krve bylo ptfidano 20 pl methanolu a 20 pl vnitinich standardt (100 pg/ml THC-D3,
OH-THC-D3, CBN-D3 a THC-COOH-D3 a 10 pg/ml CBD-D3). Poté byly vysraZzeny
proteiny pfidanim 500 pl ledové studeného acetonitrilu s 0,1% kyselinou mravenci
za vortexovani. Vzorky byly 10 min odstfed’ovany (pii 1 962 ot/min). Supernatant byl
odebran do cisté zkumavky a byl zfedén 1,1 ml vody. Nasledovala SPE, kdy vzorky
byly naneseny na sorp¢ni material. Dale byly vzorky 2x promyty na sorpénim materialu
500 pl 25% methanolu. Eluce probéhla 200 pl roztoku acetonitrilu:isopropanolu
(v poméru 9:1) a 200 pl roztoku acetonitrilu:methanolu (v poméru 5:5) s 2% kyselinou
mravenci. Poté byly vzorky suSeny proudem dusiku pii 40 °C a nasledné bylo ptidano
200 pul 50% acetonitrilu s 0,1% kyselinou mravenci. Nasledovalo odstied’ovani po dobu
10 min (pii 1 962 ot/min). Limit kvantifikace pro THC, OH-THC, THC-COOH, CBD,
CBN je 5-2 ng/ml. [79]
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3. Vzorek dechu byl odebran pomoci naustku SensAbues® a k nému bylo pfiddno 25 pl
vnitinich ~ standardi  (THC-D3, OH-THC-D3, THC-COOH-D3, CBD-D3
a CBN-D3). Takto ptipraveny vzorek byl suSen 10 min. Nésledovala eluce vzorku 5 ml
methanolu. Vzorek byl poté preveden do Cisté lahvicky (piiblizn€ 1,5 ml vzorku), susen
proudem dusiku pfi 60 °C a resuspendovan 200 pl 50% acetonitrilu s 0,1% kyselinou
mravenéi. Néasledovalo méfeni LC-MS. Limit kvantifikace pro THC, OH-THC,
THC-COOH, CBD, CBN je 5-2 ng/ml. [79]

4. Ke vzorku slin ptip. krve bylo pfidano 10 pl vnitiniho standardu (1 pg/ml THC-D3),
200 pl vody a 1 ml n-hexanu:ethylacetatu s 10% kyselinou octovou v poméru 9:1.
Zkumavka se vzorkem byla 30 min michdna a poté 15 min odstifedovana (pii
2 800 ot/min). Supernatant byl pfeveden do €isté zkumavky a byl susen v proudu dusiku
pti 40-50 °C pfiblizn€ 30 min. K odparku bylo ptidano 100 pl methanolu a nésledovala
analyza na LC-MS/MS. Limit detekce je 0,1 ng/ml pro 9R-HHC. Limit kvantifikace je
0,25 ng/ml pro 9R-HHC. [34]

5. K 100 pl vzorku moci bylo pfiddno 10 pl vnitiniho standardu (1 pg/ml THC-D3)
a 20 pl 5M hydroxidu sodného. Takto byl vzorek hydrolyzovan 30 min pii 70 °C.
Poté¢ byl pfidan 1 ml 5M mravencanu amonného, 20 ul kyseliny mravenci
a n-hexanu:ethylacetatu s 10% kyselinou octovou v poméru 9:1. Nasledné byl vzorek
10 min michan pomoci rotatoru a odstfed'ovan 5 min (pfi 3 500 ot/min). Supernatant
byl pfeveden do ¢isté zkumavky a suSen v proudu dusiku zhruba 30 min za pokojové
teploty. K odparku bylo pfidano 100 pl methanolu a takto byl vzorek pfipraven
k analyze LC-MS/MS. Limit detekce je 0,1 ng/ml pro 9R-HHC. Limit kvantifikace je
0,25 ng/ml pro 9R-HHC. [36]

6. K vzorku slin bylo pfidano 50 pl methanolu a 50 pl vnitiniho standardu. Nasledné byl
vzorek okyselen 400 pl 4% kyseliny fosforecné. Vzorek byl kritce vortexovan
a nasledné nanesen na kolonku SPE. Poté byla kolonka promyta 500 pl pufru slozené¢ho
z 25% methanolu a 5% hydroxidu amonného. Pro eluci bylo pouzito 300 pl 98%
acetonitrilu s 2% kyselinou mravenci. Extrakt byl vysuSen proudem dusiku pii 40 °C.
Odparek byl rozpustén ve 200 pl 50% acetonitrilu s 0,1% kyselinou mravenci.
Nasledovalo michani na vortexu po dobu 5 min a poté byl vzorek odstied'ovan 10 min
(pfi 1 962 ot/min). Vzorek byl méfen na LC-MS. Limit kvantifikace je 0,4 ng/ml pro
CBN, CBD, THC, OH-THC a THC-glukuronid a 1 ng/ml pro THC-COOH
a THC-COOH-glukuronid. [81]
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7. K50 pl vzorku slin bylo pfiddno 100 pl acetonitrilu a 5 pl vnitinich standardt
(THC-D3, CBD-D3). Vzorek byl promichan a poté byl 3x prosat pomoci 300ul Spicky
(obsahujici sorbent WAX-X a stl) a mikropipety. Nasledn¢ bylo 100 ul horni vrstvy
prevedeno do lahvicky na davkovani vzorkli a méfeno na LC-MS/MS. Limit detekce je

2 ng/ml pro THC a 4 ng/ml pro CBD. [82]

V tabulce 1 jsou tabelarni formou shrnuty techniky stanoveni kanabinoid zminéné vyse.
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Tabulka 1 Shrnuti metod stanoveni kanabinoidii

Analytickd | Matrice | Identifikované | Uprava vzorku Citlivost Citace
metoda analyty
Screeningova | Sliny THC LOQ 10 ng/ml (Securetec DrugWipe ® 58S), 25 ng/ml (DrugTest® 5000) [71]
analyza
ELISA Vlasy THC Enzymaticka LOD 0,02 ng/mg [72]
hydrolyza pomoci
f-glukuronidazy
GC-MS Krev THC, OH-THC, | SPE LOD 0,15 ng/ml (THC, OH-THC a CBN), 0,1 ng/ml (CBD), [76]
THC-COOH, 1,0 ng/ml (THC-COOH),
CBD a CBN LOQ 0,3 ng/ml (THC, OH-THC a CBD), 0,2 ng/ml (CBN),
3,0 ng/ml (THC-COOH)
GC-MS Krev a 9R-HHC LLE LOD vzorky mo¢i 0,8 ng/ml (9R-HHC), vzorky krve 0,5 ng/ml (9R-HHC), [77]
mo¢ LOQ oba typy vzorkl 1 ng/ml (9R-HHC)
LC-MS Krev a THC, OH-THC, | SPE LOQ 0,5-2 ng/ml [79]
dech THC-COOH,
THC-COOH-
glukuronid,
CBD, CBN
a CBG
PCF Krev a THC, OH-THC, | PCF derivatizace LOD 0,2 ng/ml (THC a OH-THC v krvi), 0,5 ng/ml (THC v moci), [75]
mo¢ THC-COOH 1,2 ng/ml (THC-COOH v mo¢i), 0,9 ng/ml (THC-COOH v krvi)

LOQ 0,5 ng/ml (THC v krvi), 1,3 ng/ml (THC v mo¢i), 2,6 ng/ml (THC-COOH
v moc¢i), 24 ng/ml (THC-COOH v krvi), 0,6 ng/ml (OH-THC v krvi)
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GC-MS Moc¢ THC, OH-THC, | Extrakce pomocisoli | LOD 3 ng/ml (THC), 5 ng/ml (THC-COOH, CBD a CBN), 2,6 ng/ml (OH-THC), [80]
THC-COOH, LOQ 9 ng/ml (THC), 16 ng/ml (CBD), 18 ng/ml (CBN), 8,7 ng/ml (OH-THC),
CBD a CBN 15 ng/ml (THC-COOH)
LC-HRMS Vlasy CBD, CBN, Extrakce v 0,5% LOQ 4 pg/ml (THC, CBN a CBD), 0,1 pg/ml (THC-COOH a [78]
THC, kyselin¢ mravenci THC-COOH-glukuronid)
THC-COOH a
THC-COOH-
glukuronid
LC-MS Sliny CBN, CBD, SPE LOQ 0,4 ng/ml (CBN, CBD, THC, OH-THC, THC-glukuronid), [81]
THC, OH-THC, 1 ng/ml (THC-COOH, THC-COOH-glukuronid)
THC-COOH,
THC-COOH-
glukuronid,
THC-glukuronid
LC-MS Sliny THC a CBD Extrakce ve Spicce LOD 2 ng/ml (THC) a 4 ng/ml (CBD) [82]
obsahujici WAX-S a
sul
LC-MS Krev, 9R-HHC LLE LOD 0,1 ng/ml (9R-HHC) [36]
mo¢ a LOQ 0,25 ng/ml (9R-HHC)
sliny
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1.6. Legislativa a limity

Regulace kanabinoida (napt. THC a HHC) se 1i8i napfi¢ celym svétem, piicemz je zohlednéno

jejich vyuziti v medicing, pramyslu i potencidlni zneuziti.
1.6.1. Mezinarodni regulace THC a SK

V Clenskych statech Evropské unie jsou sjednany dvé umluvy proti nedovolenému obchodu
s omamnymi a psychotropnimi latkami. Jednotnd tmluva Organizace spojenych naroda
o omamnych latkdch z roku 1961 obsahuje ctyfi ptilohy (ve dvou pfilohach jsou uvedeny
vSechny kontrolované latky, ve tfeti piiloze jsou zaznamenany piipravky obsahujici omamné
latky a ctvrtd ptiloha definuje tvrdé drogy). V piilohdch jsou latky zaznamenany od nejvice
omezenych po nejméné omezené. Dalsi dohodou je Umluva o psychotropnich latkach z roku
1971, kde jsou zaznamenany vsechny latky, které maji psychoaktivni u¢inky (napt. THC).
V roce 2001 doslo k upravé umluv smérnici Evropského parlamentu a Rady 2001/83/ES
o kodexu Spolecenstvi tykajicim se humannich 1é¢ivych ptipravkl — tato smérnice umoziiuje
uzivani navykovych latek po konzultaci a predepsani n€kterych 1é¢iv Iékatfem (nikoliv rekreacni

uzivani). [83]

V USA byl v roce 1970 schvélen jednotny systém kontroly omamnych a psychotropnich latek.
Dohled v této oblasti zajistuje Utad pro boj s drogami (DEA, zangl. Drug Enforcement
Administration). Marihuana (obsahuje vice THC neZ technické konopi) byla v USA zakézana 1
pro lékaiské pouziti. V roce 1996 Kalifornie jako prvni ze stati USA legalizovala pouzivani
marihuany pro lécebné ucely pod lékarskym dohledem. Dale v roce 2018 bylo povoleno
péstovani marihuany. Od roku 2019 je marihuana legalizovana pfiblizné¢ ve 33 statech USA

a v n¢kterych dokonce 1 k rekreacnimu uziti. [84]

1.6.2. Specifika Ceské legislativy

W

Zékon €. 167/1998 Sb., o navykovych latkach, reguluje nakladani s navykovymi latkami
a ptipravky v Ceské republice. Tento zikon stanovuje ramec zachazeni s témito latkami, véetnd
pozadavkl povoleni k jejich uzivani, skladovani, dopravé a obchodovéni. V roce 2024 byla
schvélena novela tohoto zdkona, ktera pfindsi zmény tykajici se psychomodulaénich latek
a byla vyhlaSena pod ¢islem 321/2024 Sb. Novela nabyla u¢innosti 1. ledna roku 2025 a méla
by brat ohled na stale se vyvijejici drogovy trh. [85]
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1.7. Kvantitativni validace

Validaci se rozumi ovéfeni platnosti metody. Pokazdé, kdyz se zavadi nova metoda nebo
dochazi v jiz zavedené metod¢ k néjaké zmeéné, je tieba metodu validovat (ovétit). Pri kazdé
validaci se vytvoii validacni plan, v némz se specifikuji pozadavky, zvoli se vhodna metoda

a stanovi se valida¢ni tidaje, rozsah a vyuziti metody. Mezi valida¢ni tidaje patii:

e preciznost a pravdivost — tento Udaj mé& na starost, aby byla metoda pfesna
a opakovatelna, [86, 87]

e specificnost a selektivita — pii specifité¢ je metoda zcela oprosténa od vlivu matrice
a u selektivity se zjist'uje, jak je vysledek ovlivnén slozenim matrice ,[86, 87]

o citlivost — vysledkem je kalibra¢ni kiivka, kde se zkoumad, jaka je mira schopnosti
rozlisit 2 vzorky, [86, 87]

e mez detekce a mez kvantifikace — LOQ uvadi, jaké mnoZstvi stanovovaného analytu je
mozné piesné kvantifikovat (zpravidla se jedna o nejnizsi bod kalibracni tfady). LOD
udéava, kdy je mozné analyt jeSté spolehlivé prokazat, [86, 87]

e pracovni rozsah a linearita — méfi se alespon 5 standarti v tripletech, [86, 87]

e pracovni postup, [86, 87]

e mezilehla preciznost, [86, 87]

e extrakeéni u€innost — zjiSt'uje se, zda pii extrakci neubyva koncentrace analytu. [86, 87]
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2. Experimentalni Cast
2.1. Pouzité chemikalie

e standard (-)- A°>-THC-D3 1 mg/ml ethanolu (Lipomed, Némecko)

e vnitini standard (-)- A>-THC-D3 0,1 mg/ml ethanolu (Lipomed, Némecko)

e standard CBD 1 mg/ml methanolu (Lipomed, Némecko)

e vnitfni standard CBD-D3 1mg/ml methanolu (Lipomed, Némecko)

e standard d,I-11-Hydroxy-A°-THC 0,1 mg/ml methanolu (Lipomed, Némecko)

e vnitini standard d,I-11-Hydroxy-A’-THC-D3 0,1 mg/ml methanolu (Lipomed
Némecko)

e standard Nor-A’-THC-karboxylovd kyselina 0,1 mg/ml methanolu (Lipomed,
Némecko)

e vnitini standard Nor-A’-THC-karboxylova kyselina-D9 0,1 mg/ml methanolu
(Lipomed, Némecko)

e standard HHC 1 mg/ml methanolu (Lipomed, Némecko)

e N, O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamid s 1% trimethylchlorsilanu, (Sigma-Aldrich,
Svycarsko)

e ledova kyselina octova, 99,8% (Penta, Ceské republika)

e acetonitril, 99,9% (Fisher Scientific, Cina)

e methanol, 99,9% (Fisher Scientific, Norsko)

e destilovand voda

e smésné sérum

e zplynény kapalny dusik 5.0 (Linde, Ceska republika)
2.1.1. Priprava pracovnich roztoki
10% kyselina octova

Do zabrusové Erlenmeyerovy baiiky bylo odlito odmérnym vélcem 90 ml destilované vody,
automatickou pipetou 0,3 ml destilované vody, odmérnym vélcem 9 ml ledové kyseliny octové

a automatickou pipetou 0,7 ml ledové kyseliny octové a roztok byl dikladné¢ promichén.
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0,1M Kkyselina octova

Do 250ml odmérné banky byly nality 3 ml destilované vody, knim bylo pifidano
odmérnym vélcem 14 ml ledové kyseliny octové a automatickou jednokandlkovou pipetou
(rozsah 100 az 1000 ul) 0,375 ml ledové kyseliny octové. To vSe bylo doplnéno destilovanou
vodou po rysku a diikladné promichéno. Z takto pfipraveného roztoku 1M kyseliny octové bylo
do 100ml odmérné banky odpipetovano 10 ml, doplnéno destilovanou vodou po rysku

a dikladné promichano.
Smés vnitinich standardi

Ptiprava pracovniho roztoku vnitiniho standardu CBD-D3. K 900 ul methanolu bylo ptidano
100 pl ze zésobniho roztoku vnitiniho standardu CBD-D3 (o koncentraci 1 mg/ml), natedény
roztok byl kratce vortexovan. Do 950 pl methanolu bylo pfiddno 10 pl zdsobnich roztoki
vnitinich standardi THC-D3 a OH-THC-D3, 20 ul zasobniho roztoku vnitfniho standardu
THC-COOH-D9 a 10 pl pracovniho roztoku vnitiniho standardu CBD-D3 (vSe o koncentraci

0,1 mg/ml), takto pfipravend smés byla kratce vortexovana.
Pracovni roztoky standardi HHC a CBD

Pro ziskani pracovnich roztokt standardd HHC a CBD o koncentraci 10 pg/ml bylo do vialky
napipetovdno 990 pl methanolu a 10 pl zasobniho roztoku standardu (CBD a HHC)

o koncentraci 1 mg/ml. Vialka byla kratce vortexovana.

Pro ziskéni pracovniho roztoku standardu (HHC nebo CBD) o koncentraci 1 pg/ml bylo
do vialky napipetovano 900 pl methanolu a 100 pl pracovniho roztoku standardu (HHC a CBD)

o koncentraci 10 pg/ml. Vialka byla kratce vortexovana.
Pracovni roztoky standardu THC

Pro ziskani pracovniho roztoku standardu o koncentraci 10 pg/ml bylo do vialky napipetovano
990 pl ethanolu a 10 ul zasobniho roztoku standardu o koncentraci 1 mg/ml. Vialka byla kratce

vortexovana.

Pro ziskani pracovniho roztoku standardu o koncentraci 1 pg/ml bylo do vialky napipetovano
900 pl ethanolu a 100 pl pracovniho roztoku standardu o koncentraci 10 pg/ml. Vialka byla

kratce vortexovana.
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Pracovni roztoky standardi OH-THC a THC-COOH

Pro ziskani pracovnich roztokl standardit OH-THC a THC-COOH o koncentraci 10 pg/ml bylo
do wvialky napipetovano 900 pl methanolu a 100 pl zasobniho roztoku standardu

(OH-THC a THC-COOH) o koncentraci 0,1 mg/ml. Vialka byla kratce vortexovana.

Pro ziskéni pracovniho roztoku standardu (OH-THC a THC-COOH) o koncentraci 1 ug/ml
bylo do vialky napipetovano 990 pl methanolu a 10 pl zasobniho roztoku standardu (OH-THC
a THC-COOH) o koncentraci 0,1 mg/ml. Vialka byla kratce vortexovana.

2.2. Pristrojové vybaveni

e vortex (vortex V-1 plus, Biosan, LotySsko)

e zafizeni pro ultrazvukové oSetieni (Ultrasonic cleaner LEO-50, LEO Ultrasonic Co.,
Taiwan)

e centrifuga (Labofuge 400R, Heracus INSTRUMENTS, Ceska republika)

e zafizeni pro extrakci ve vakuu (VISPREP 24™, SUPELCO, USA)

e zafizeni pro odpafeni vzorku dusikem (TERMOVAP, ECOM spol. sr.o., Ceska
republika)

e termostat (DryBlockHeater, OHAUS®, Cesk4 republika)

e plynovy chromatograf (Nexis GC-2030, SHIMADZU, Japonsko)

e hmotnostni spektrometr (GCMS-TQ8050 NX, SHIMADZU, Japonsko)

2.2.1. Zarizeni pro extrakci

Extrakce tuhou f4zi byla provadéna na zatizeni VISIPREP 24™ Cat. No. 5-7250 (SUPELCO,
USA), za pomoci vakuoveé pumpy. K extrakei byly pouzity kolonky SPEC 3 ml C18AR 30 mg,
100/PK (Agilent Technologies, USA).

2.2.2. Plynovy chromatograf

Pro vlastni analyzu standardd a extraktli byl pouZzit plynovy chromatograf Nexis GC-2030
(SHIMADZU, Japonsko) s hmotnostnim detektorem TQ8050 NX (SHIMADZU, Japonsko).
Autosampler AOC-20i plus (SHIMADZU, Japonsko). Separace jednotlivych analyti byla
provedena na kolon¢ Rxi-5ms (Restek, USA) (30 m, 0,25 mm pramér a 0,25 pm tloustka
filmu). Nosnym plynem bylo zplynéné kapalné helium 6.0 (Linde, Ceska republika) a koliznim
plynem byl zplynény kapalny argon 5.0 (Linde, Ceska republika). Programy k praci s daty
a metodou byly GCMS Real Tima Analysis (sbér dat), GCMS Postrun Analysis
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(k vyhodnoceni), GCMS Analysis Editor (pfiprava metody), Smart Database (ukladani
naméefenych hodnot pii tvofeni nové metody) a MRM Optimalization Tool (excel k vyvoji

MRM metody).
2.3. Identifikace analytu

Pro identifikaci analyt bylo pouzito méfeni v modu Q3 SCAN, kde se skenuje m/z v rozmezi
35-660, aby bylo mozné najit piky a poté je porovnat s knihovnami (Hans H. Mauser a kol.,
Mass Spectral and GC Data of Drugs, Poisons, Pesticides, Pollutants and Their Metabolites).

Vzorek ¢. 1 byl pfipraven smichanim zasobnich roztokd standardd 2 pl HHC (1 mg/ml),
2 ul THC (1 mg/ml), 2 pul CBD (1 mg/ml), 20 ul OH-THC (0,1 mg/ml) a 20 ul THC-COOH
(0,1 mg/ml).

Vzorek €. 2 byl pfipraven smichdnim zasobnich roztokl vnitinich standardti 2 pl CBD-D3
(1 mg/ml), 20 pl THC-D3 (0,1 mg/ml), 20 pul OH-THC-D3 (0,1 mg/ml) a 20 pnl
THC-COOH-D9 (0,1 mg/ml).

Vzorek ¢. 3 byl piipraven smichanim standardd 2 pul HHC (1 mg/ml), 2 pl THC
(1 mg/ml), 2 pl CBD (1 mg/ml), 20 pl OH-THC (0,1 mg/ml) a 20 ul THC-COOH
(0,1 mg/ml) a zasobnich roztokil vnitinich standardi 2 ul CBD-D3 (1 mg/ml), 20 pl THC-D3
(0,1 mg/ml), 20 ul OH-THC-D3 (0,1 mg/ml) a 20 ul THC-COOH-D9 (0,1 mg/ml).

VSechny tfi vzorky pfipravenych roztokt byly odpateny do sucha pod proudem dusiku pfi
teploté 40 °C. Odparek byl rozpustén v 50 pl ACN a 50 pl BSTFA s 1% TMS. Poté byly vzorky
derivatizovany 20 min pti 70 °C. Po derivatizaci byly vzorky pfevedeny do vialek k vlastnimu

méfeni.
2.4. Optimalizace metody

Pro optimalizaci metody byl volen MRM mod, pii kterém prvni Q pracuje v SIM modu,
ktery slouzi k vybéru danych iontl (kvantifikace), druhy Q slouzi jako kolizni cela a treti
Q pracuje ve SCAN modu a hledd neznamé latky iontl (kvalifikace). Cilem bylo urcit vhodné

kolizni energie pro vybrané iontové piechody.

Postup ptipravy pouZivanych vzorki byl pokazdé stejny. Vzdy byly pfipraveny 2 stejné vzorky
smichanim zasobnich roztoktl standardii 2 pl HHC (1 mg/ml), 2 pl THC (1 mg/ml), 2 ul CBD
(1 mg/ml), 20 ul OH-THC (0,1 mg/ml) a 20 pl THC-COOH (0,1 mg/ml) a zdsobnich roztokl
vnitinich standardf 2 pl CBD-D3 (1 mg/ml), 20 ul THC-D3 (0,1 mg/ml), 20 ul OH-THC-D3

50



(0,1 mg/ml) a 20 ul THC-COOH-D9 (0,1 mg/ml). Nasledovalo odpateni roztokid pod proudem
dusiku pii teploté 40 °C. Odparek byl rozpustén v 50 ul ACN a 50 ul BSTFA s 1% TMS. Poté
byly vzorky derivatizovany 20 min pii 70 °C. Po derivatizaci byly vzorky pievedeny do vialek

s inzertem k vlastnimu méieni.
2.5. Uprava vzorku a derivatizace

K1 ml vzorku (uméle obohaceného smésného séra) bylo ptfidano 15 pl smési vnitinich
standardti. Vzorek byl kratce vortexovan, poté k nému byly pfidany 2 ml ACN. Nasledn¢ byl
vzorek opét vortexovan, 5 min ultrazvukovan a 5 min centrifugovan pifi 3 500 ot/min.
Supernatant vzorku byl pfeveden do Ccisté zkumavky a bylo k nému ptfiddno 150 pl
10% kyseliny octové a 3 ml destilované vody, toto bylo diikladné vortexovano. Nasledovala
extrakce (SPE) za mirného vakua, kdy byla kolonka kondiciovdna 2 ml methanolu,
2 ml destilované vody a 1 ml 0,1M kyseliny octové. Po kondicionaci kolonky byl davkovan
vzorek. Kolonka byla promyta 1 ml 0,1M kyseliny octové a 1 ml smési ACN-voda (3:7),
ktera byla pfipravena vzdy Cerstva pfed samotnou extrakci. Kolonka byla nasledné 5 min suSena
pod mirnym vakuem. Analyt byl ze vzorku eluovan 2,5 ml ACN. Eluovany analyt byl pfeveden
do derivatizacni 2,5ml vialky a odpafen v proudu dusiku pfi teplot¢ 40 °C. Odparek byl
rozpusttn v 50 ul ACN a 50 ul BSTFA s1% TMS a byl derivatizovan
20 min pfi teploté 70 °C. Vzorek byl poté pieveden do vialky s inzertem a analyzovan GC/MS.

2.6. Ovéreni funkcnosti metody

Pfipravend metoda byla ovéfena pomoci pfipravenych 1ml lokélnich kontrol (Low a High),
jejichz sloZeni je uvedeno v tabulce 2. Nasledovala iprava a derivatizace vzorku, viz kapitola

2.5. Uprava vzorku a derivatizace (od druhé véty).

Tabulka 2 Slozeni lokalnich kontrol

Low High
THC 4 ng/ml 23,5 ng/ml
OH-THC 4 ng/ml 23,5 ng/ml
THC-COOH 25 ng/ml 140 ng/ml
CBD 7 ng/ml 15 ng/ml
HHC 7 ng/ml 15 ng/ml
THC-D3 2 ng/ml 15 ng/ml
OH-THC-D3 2 ng/ml 15 ng/ml
THC-COOH-D9 2 ng/ml 15 ng/ml
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2.7. Kalibraéni rada

Body kalibracni fady byly pfipraveny umélym obohacenim 1 ml smésného séra. Pfipravované
koncentrace jsou uvedeny v tabulce 3. VSechny body kalibra¢ni fady byly pfipraveny tfikrat

a kazdy byl dvakrat zméten. Nasledovala Gprava a derivatizace vzorku, viz kapitola 2.5. Uprava

vzorku a derivatizace.

Tabulka 3 Kalibracni rada

Koncentrace Pfidany objem ) )
Kalibra¢ni fada THC, CBD, THC, CBD, foncentrace Pfidany objem
HHC, OH-THC | HHC,OH-THC | 0 000 THE-COOR
1 pul z roztoku 5 pl z roztoku
1. 1 ng/ml o koncentraci 5 ng/ml o koncentraci
1 pg/ml 1 pg/ml
2 ul z roztoku 10 pl z roztoku
2. 2 ng/ml o koncentraci 10 ng/ml o koncentraci
1 pg/ml 1 pg/ml
7 pl z roztoku 5 pl z roztoku
3. 7 ng/ml o koncentraci 50 ng/ml o koncentraci
1 pg/ml 10 pg/ml
15 pl z roztoku 10 pl z roztoku
4. 15 ng/ml o koncentraci 100 ng/ml o koncentraci
1 pg/ml 10 pg/ml
2 pul z roztoku 15 pl z roztoku
5. 20 ng/ml o koncentraci 150 ng/ml o koncentraci
10 pg/ml 10 pg/ml
3 pl z roztoku 20 pl z roztoku
6. 30 ng/ml o koncentraci 200 ng/ml o koncentraci
10 pg/ml 10 pg/ml

2.8. Selektivita

K ovéfeni selektivity byl pouzit 1 ml smésné¢ho séra s pfidanymi drogami (vSe Lipomed,

Némecko):

e 500 ng/ml: amfetaminu, metamfetaminu, 3,4-methylendioxyamfetaminu,

3,4-methylendioxyethylamfetaminu, 3,4-methylendioxymethamfetaminu,
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methylen-dioxy-ethylamfetaminu, parametoxyamfetaminu, 4-methoxyamfetaminu
a fenterminu

e 100 ng/ml: kodeinu, morfinu, dihydrokodeinu, methadonu, oxykodonu, miscalinu,
kokainu a benzoylekgoninu

e 10 ng/ml: fentanylu, buprenorfinu a G-MAS.

Nasledovala tprava a derivatizace vzorku viz kapitola 2.5. Uprava vzorku a derivatizace.
2.9. Specificita

Pro ovéfeni specificity byly pouzity tyto vzorky: Sestkrat smésné sérum, dvakrat hemolytické
sérum, jedenkrat mrtvolné sérum a jedenkrat mrtvolna plna krev. Vzorky byly upraveny
a derivatizovany dle popisu uvedeného v kapitole 2.5. Uprava vzorku a derivatizace, ale bez

ptidavku smési vnitinich standardd.
2.10. Opakovatelnost

Kazdy umeéle vytvoreny vzorek byl pfipraven Ctyfikrat a analyzovan dvakrat. 1 ml smésného
séra byl obohacen o roztoky standardii, aby byla ziskana potfebnd koncentrace analytu
v matrici, viz tabulka 4. Nésleduje iprava a derivatizace vzorku viz kapitola 2.5. Uprava vzorku

a derivatizace.

Tabulka 4 Koncentrace standardii pro opakovatelnost a mezilehlou preciznost

Umeéle pripravené
Koncentrace CBD, HHC, OH-THC Koncentrace THC-COOH
vzorky
1. 1 ng/ml 5 ng/ml
2 2 ng/ml 10 ng/ml
3. 10 ng/ml 80 ng/ml
4 20 ng/ml 150 ng/ml

2.11. Mezilehla preciznost

Cela sada uméle pfipravenych vzorka byla chystdna 12 pracovnich dnl po sobé a zmétena
pouze jednou. 1 ml smesného séra byl obohacen o roztoky standardi, aby byla ziskana potiebna
koncentrace analytu v matrici, viz tabulka 4. Nasledovala uprava a deprivatizace vzorku,

viz kapitola 2.5. Uprava vzorku a derivatizace.
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2.12. Linearita

1 ml smésného séra byl obohacen o roztoky standardii, aby byla ziskana potfebna koncentrace
analytu v matrici viz tabulka 5. Nasledovala Uprava a deprivatizace vzorku, viz kapitola

2.5. Uprava vzorku a derivatizace.

Tabulka 5 Koncentrace vzorkii pro méreni linearity

Umgle pripravené
Koncentrace CBD, HHC, OH-THC Koncentrace THC-COOH
vzorky
1. 30 ng/ml 250 ng/ml
2. 50 ng/ml 350 ng/ml
3. 80 ng/ml 400 ng/ml
2.13. Realny vzorek

Realny vzorek byl ptipraven podle kapitoly 2.5. Uprava vzorku a derivatizace.

Pozn.:
VSechny roztoky drog a uméle pfipravené vzorky byly pfipraveny Mgr. Petrou Boguschovu

z Oddéleni klinické biochemie a diagnostiky Pardubické nemocnice.
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3. Vysledky a diskuze

3.1. Identifikace analytu

Podle knihoven spekter byly jednotlivé analyty identifikovany. Z obrazku 21 a 22 je patrné,
ze standardy a jejich vnitinimi standardy byly eluovany v pofadi CBD-D3 (16,237 min),
CBD (16,257 min), HHC (16,897 min), THC-D3 (17,480 min), THC (17,507 min),
OH-THC-D3 (21,063 min), OH-THC (21,103 min), THC-COOH-D9 (23,173 min)
a THC-COOH (23,267 min).

(10,000,000} § i - i

1aE (T

b CBD THC

a.s-; OH-THC

- _f‘ THC-COOH

3| ] eSS

T LW - A i

Obrazek 21 Identifikace standardii kanabinoidii

150] CBD-D3

oa ‘ THC-D3

en] : ' OH-THC-D3 THC—COOIH—D9

' i

- \ ” !I 'I

025 \ | || |‘
o ) _ I i

Obrazek 22 Identifikace vnitinich standardii kanabinoidii

3.2. Optimalizace metody

Pro jednotlivé analyty byly vybrany specifické ionty s vysokou intenzitou odezvy, u kterych
byly vybrany MRM piechody. U MRM piechodl bylo zajisténo, aby poskytovaly nejvyssi

odezvu. Piehled jednotlivych koliznich energii a pfechodl iontii uvadi tabulka 6.
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Tabulka 6 Kolizni energie pro vybrané ionty analytii

Primarni iont Referentni iont (1) Referentni iont (2)
Analyt Kolizni Kolizni Kolizni
m/z energie m/z energie m/z energie
CBD-D3 393,00>73,10 33 340,00>73,10 33 304,00>73,10 24
CBD 390,00>73,10 33 301,00>73,20 33 390,00>301,20 12
HHC 332,00>208,20 15 265,00>249,20 15 265,00>73,10 18
THC-D3 389,00>374,20 15 389,00>315,20 15 389,00>73,10 33
THC 386,00>371,20 12 386,00>315,20 15 386,00>73,20 33
THC-OH-D3 374,00>249,00 33 374,00>67,00 24 374,00>306,00 24
THC-OH 371,00>249,00 33 371,00>260,00 30 371,00>289,00 21
THC-COOH-D9 | 380,00>73,00 36 479,00>197,00 15 479,00>361,00 24
THC-COOH 371,00>73,30 36 473,00>355,20 36 473,00>73,20 36

3.3. Ovéreni funkénosti metody

Pti ovéfeni funkénosti metody bylo zkoumano, zda je analyt identifikovatelny i v biologické
matrici (séru). Bylo zjisténo, Ze v n¢kterych ptipadech se k analytu automaticky nepftifadi jeho

identifikace, tudiz je tfeba pokazdé zkontrolovat spravnost identifikace.
3.4. Kalibracni Fada a linearita

Metoda byla validovana v rozsahu od 1 ng/ml do 30 ng/ml pro THC, CBD, OH-THC a HHC.
Linearni rozsah byla prokazan pouze do 50 ng/ml; ptfi koncentracich, nez je pravé 50 ng/ml,
dochazelo ke staceni kalibra¢ni kiivky. Pro THC-COOH byla metoda validovana v rozsahu
od 5 ng/ml do 250 ng/ml. Koncentrace nad 250 ng/ml nebylo mozné stanovit v disledku
prehlceni detektoru. Kalibra¢ni fady byly pocitany na zakladé poméru plochy piku analytu ku
plose jeho vnitiniho standardu v zavislosti na koncentraci, viz obrazek 23. Zadna z p¥imek
nebyla prokldddna pocatkem. V tabulce 7 jsou uvedeny primérné naméfené hodnoty
jednotlivych analytii; chyba stanoveni, ktera byla byla vypoctena podilem smérodatné odchylky
na prumérné koncentraci. PoZadovanym kritériem pro nejnizsi bod kalibracni kiivky bylo
maximalni 20% chyba méfeni a pro ostatni koncentrace analytli byla maximalni pfipustna

chyba 15%. Toto kritérium bylo splnéno.
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Tabulka 7 Vypoctené hodnoty chyby stanoveni kalibracni Fady (n=6)

koncentrace Kkoncentrace

primérna namérena hodnota

chyba stanoveni v %

(ng/ml)
CBD, HHC, THC-
THC, OH- COOH OH- THC- OH- THC-
THC (ng/ml) (ng/ml) CBD | HHC| THC THC COOH CBD HHC|THC THC COOH
1 5 1,19 1,11 1,08 0,89 7,50 798 495 3,770 6,18 16,67
2 20 2,16 199 215 196 2500 3,70 0,25 3,49 1,02 10,00
7 50 790 819 7,68 786 57,50 570 726 443 547 6,52
15 100 16,13 15,71 16,28 15,54 106,25 3,50 226 393 1,74 2,94
20 150 20,45 19,91 2028 2036 15125 1,10 023 069 0,88 041
30 200 28,90 2942 29,03 29,26 195,00 190 0,99 1,67 1,26 1,28
2,8 2 -
' <
0,5 y =0,0633x + 0,0389 E e y =0,055x + 0,021
o R*=0,9963 o R’ =0,9979
a 10 20 30 AD [} 10 20 30 AD
Cuc (ne/mi) Con-mc (N8/mil)
. 2 - 1,5
G 1.4 ]
& £ 0,5
§ 0.5 y=0,0077x + 0,0526 < y=0,044x + 0,0246
£ R*=0,9981 R?=0,9975
a 0 ; ; . : ) ] . . . )
a S0 100 150 200 250 [} 10 20 30 AD
CHc-coow (N8/ml) Cync (ng/mil)

a

ka

A, C IS.I.':-'r-'E" CED-D3

v =0,0892x + 0,0662
R?=0,9961

20

Cgep (NE/ML)

30 A0

Obrazek 23 Grafy kalibracnich rad analytii s regresnimi rovnicemi a spolehlivosti kalibrace
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Porovnani ndmi namétené linearity s tymem vedenym Di Tranem se jednd o vyrazné kratsi
linearitu, jelikoz tento tym dosédhl linearity po hodnotu 500 ng/ml pro HHC. Pfi porovnani
s tymem F. Stefanelliho bylo nami dosazeno vyssi linearity, jelikoZ tento tym dosahl linearity
pouze do 20 ng/ml pro THC, 50 ng/ml pro OH-THC a 100 ng/ml pro THC-COOH. Skupina
vedena Kobidzem dosahla obdobnych vysledkti pro HHC.[36, 75, 77]

3.5. Selektivita a specificita

V retencnich casech sledovanych analytii, ani v reten¢nich ¢asech vnitinich standard nebyla
zjisténa interference. Selektivit byly ovéfena testovanim referenéni smeési standardi,
jak strukturné¢ podobnych, tak rozdilnych (uvedeno v kapitole 2.8.). Vzhledem k tomu,
ze nebyly detekovany zadné interferenty v retencnich ¢asech stanovovanych analyti ani
vnitinich standardd, pak tato metoda mize byt povazovana za spolehlivou a citlivou pro detekci

THC, THC-OH, THC-COOH, CBD a HHC v lidském séru.

3.6. Limity detekce a kvantifikace

cvwr

jednotlivych analytii byla vypoctena dosazenim trojnadsobku vysky Sumu do rovnice, kterd je
uvedena na obrazku 24. LOD byla vypoctena jako 0,24 ng/ml pro THC, 0,10 ng/ml
pro OH-THC, 0,04 ng/ml pro THC-COOH, 0,39 ng/ml pro CBD a 0,08 ng/ml pro HHC.

Oproti praci tymu vedeného Freiem se v nami validované metodé€ dosahlo vyssich hodnot LOQ
pro vSechny analyty, jelikoZ s ohledem na legislativu neni tfeba mit citlivéj$i metodu nez je
nejniZ$i hodnota koncentrace kalibraéni zavislosti. V ndmi validované metodé bylo dosazeno
stejnych nebo podobnych hodnot jako utymu vedenym Di Tranem, Hubbardem. Nami
validovand metoda dosédhla oproti tymu F. Stefanellina niz8ich hodnot LOQ pro THC-COOH,
ale vysSich hodnot LOQ pro THC a OH-THC. Tymu Kobidzeho se podatilo ziskat vyrazné
nizs$ich hodnot LOQ pro HHC neZ u nami validované metody. [36, 75, 76, 77, 79]
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Obrazek 24 Grafy pro vypocet LOD19

3.7. Opakovatelnost a mezilehla preciznost

Opakovatelnosti a mezilehlou preciznosti byla zjiStovana presnost a shoda métfeni v zévislosti
na Case. V tabulce 8 jsou uvedeny primérné naméfené hodnoty jednotlivych analytli; chyba
stanoveni byla vypoctena podilem smérodatné odchylky na primémé koncentraci.
PoZadovanym kritériem pro nejnizsi bod kalibraéni kiivky bylo maximalni 20% chyba méteni
a pro ostatni koncentrace analytd byla maximalni pfipustna chyba 15%. Toto kritérium bylo

splnéno.

59



V porovnani se v§emi vySe zminénymi pracemi na téma stanoveni kanabinoidt bylo ziskano

podobnych chyb méteni.

Tabulka 8 Vypoctené hodnoty pro opakovatelnost, mezilehlou preciznost

opakovatelnost mezilehld preciznost
(n=8) (n=12)
koncentrace umérna umérna

Analyt prunvlevrrnz,l chyba prunvlferna,l chyba
(ng/ml) naméiena . naméfena ,
stanoveni stanoveni

hodnota v % hodnota v %
(ng/ml) ° (ng/ml) °
1 1,17 6,37 1,28 9,46
2 2,13 1,65 2,41 7,21
CBD 10 11,31 1,67 11,51 5,62
20 21,30 1,39 19,19 5,99
1 0,94 7,01 1,09 11,28
2 2,01 4,57 2,20 6,37
HHC 10 11,21 2,74 11,55 5,49
20 21,8 2,08 19,48 4,77
1 1,01 6,35 1,01 9,35
2 2,01 7,16 2,04 7,47
THC 10 10,48 2,44 10,43 5,19
20 19,98 2,35 18,86 5,56
1 1,01 4,75 1,08 12,21
OH-THC 2 1,96 4,62 2,15 6,58
10 10,62 2,30 10,7 4,55
20 20,51 1,33 19,46 5,64
5 5,55 4,98 6,14 5,98
10 10,90 2,55 11,28 6,60
THC-COOH 80 77,96 3,59 75,06 5,95
150 130,77 2,19 142,53 7,28
3.8. Realny vzorek

U jednoho z pacientil uzivajiciho Zelatinové medvidky obsahujici SK byl stanoven obsah 22,10
ng/ml HHC a u druhého pacienta byla vysledna koncentrace v séru 76,07 ng/ml HHC.
Vzhledem k tomu, Ze stanovend koncentrace u druhého pacienta piesahovala rozsah validované

metody pro HHC bylo potieba vzorek 10x natedit a znovu vyhodnotit jeho koncentraci.

Podle dohody odborné spolecnosti se vysledky redlnych vzork uvadéji bez nejistot, kvili

jednoznacnosti vysledku.
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4. Z.aver

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout spolehlivou metodu pro stanoveni vybranych
prirodnich a syntetickych kanabinoidi a jejich metaboliti (THC, OH-THC, THC-COOH, CBD
a HHC) v lidském séru a nasledn¢ tuto metodu Caste¢n¢ validovat. Tato novd metoda by méla
zcela nahradit a vylepsit ptivodni metodu vyuzivanou v toxikologické laboratoti pro Oddéleni
soudniho 1ékatstvi a Oddéleni klinické biochemie a diagnostiky Nemocnice Pardubického
kraje, a. s. Pivodni metoda byla validovéna pouze pro stanoveni THC, ale novou metodou je
mozné stanovit také sérové koncentrace OH-THC, THC-COOH, CBD a HHC. Bylo ovéfeno,
ze ob& metody poskytuji podobné vysledky a nova metoda je vhodna pro zavedeni do klinické

praxe.

Metoda byla nasledné podrobena zakladni validaci dle smérnice Evropské 1ékové agentury.
Metoda splnila v§echna zkoumana kritéria smérnice v oblastech: kalibra¢ni zavislost a linearitu,
opakovatelnost a mezilehlé preciznost, selektivita a specifita. Diky témto kladnym vysledktim

mohla byt metoda aplikovéana i na redlny vzorek.
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