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ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické botaniky a ekologie

Kandidat: Bc. Andrea Guncagova
Skolitel: prof. RNDr. Ludék Jahodat, CSc.

Nazov diplomovej prace: Analyza obsahovych latek rodu Psilocybe 11

Cielom diplomovej prace bolo okrem analyzy obsahovych latok zmapovanie vyskytu 2
vybranych druhov rodu Psilocybe v ramci Slovenska a Moravskoslezského kraja,
a stanovenie obsahu vody vo vzorkéch.

Pracovali sme s 22 vzorkami pochadzajiicimi z 10 lokalit. Spravnost’ druhového urcenia
zastreSoval Clen mykologickej spolo¢nosti. Psilocybe serbica var. bohemica bola
identifikovana na 2, zatial’ Co Psilocybe semilanceata na 8 lokalitach. Priemerny obsah
vody vo vzorkéch bol 87,07 % + 10,91%.

Vzorky boli analyzované metddou LC-MS/MS (LIT). Kvalitativne boli stanovované
alkaloidy (psilocin a psilocybin) identifikované vo vSetkych vzorkach.

Vysledky kvantitativnej analyzy (uvedené v % na suSinu) st v jednotlivych lokalitach
obdobné, znacny rozdiel baddme v rdéznych druhoch Psilocybe. Obsah akaloidov
stanovenych v P.bohemica bol: PSC 0,001-0,011 % aPSB 0,01 — 0,07 %.
P.semilanceata obsahovala 0,0005 — 0,011 % PSC a 0,074 — 0,763% PSB.

Zaverom mozeme prehlésit, ze zvolena analyticka metoda LC-MS/MS sa pri stanoveni
PSC a PSB osvedcila pre vel'ka Specificitu a presnost’ vysledkov. Predlozend praca
svojimi zavermi prispela k buducej optimalizacii a validécii pouzitej metddy na hubovy

material s predpokladanym rozsirenim prace o d’alSie lokality zberu.
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ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of pharmaceutical botany and ecology

Candidate: Bc. Andrea Guncagova
Supervisor: prof. RNDr. Lud¢k Jahodar, CSc.
Title of diploma thesis: The analysis of Psilocybe constituents I

The aim of this thesis was to analyse Psilocybe constituents, to plot the places of
occurence of chosen Psilocybe brands and also to determinate their water content.
The thesis deals with 22 samples that originate in 10 habitats in Slovakia and
Moravian—Silesian region. Accuracy of brand specification was supervised by a
member of mycological society. Psilocybe serbica var. bohemica was identified in 2,
whereas Psilocybe semilanceata in 8 habitats. The average content of H,0 in samples
was 87,07 % + 10,91 %. All of the samples were analysed by LC-MS/MS (LIT)
method. The qualitative analysis of determinated substances showed the presence of
psilocine (PSC) and psilocybine (PSB) in all samples. The results of quantitative
analysis (expressed in percentage of dry matter) are similar in particular habitats, but
there is a significant difference between two specific brands of Psilocybe mushrooms.
The content of determinated alkaloids in P. bohemica was: PSC 0,001-0,011 %
and PSB 0,01-0,07%.

P. semilanceata contained 0,0005 — 0,011 % PSC and 0,074 — 0,763% PSB.
In the end we can claim that the chosen analytical method LC-MS/MS was proved by
the analysis because of the high level of accuracy and specificity. The results of thesis
have supported the future optimalization and validation of the analytical method for
mushroom samples with the possibility to broaden a number of samples from various

habitats in Slovakia.

Keywords:
Psilocybe, psilocine, psilocybine, LC-MS/MS (LIT)
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UvVOD

Rod Psilocybe obsahuje mnohé druhy a variety, zahffiajuc druhy halucinogénne
aj druhy neobsahujice psychoaktivne latky. Zmienky o uzivani halucinogénnych
druhov Psilocybe pri nabozenskych a spiritudlnych obradoch su staré tisicky rokov.
V sucasnosti je narastajiicim problémom uzivanie psilocybinovych hub ako rekreaénych
drog mladezou. Tento trend je pozorovatelny od neskorych 60-tych rokov a rozsiril sa

po publikacii ¢lankov o mexickom druhu Psilocybe cubensis.

Spolu s rozsSirenim vSeobecného povedomia o halucinogénnych druhoch
Psilocybe naréstla aj potreba spol'ahlivej identifikacie a kvantifikacie obsahovych latok
zodpovednych za halucinogénny efekt: psilocinu (PSC) a psilocybinu (PSB). Do
dnesného dia bolo wuverejnenych mnozstvo publikacii opisujucich stanovenie
psilocybinovych alkaloidov. Majorita Studii je zalozena na metanolovej extrakcii
anaslednom stanoveni pomocou kvapalinovej chromatografie (LC) v kombinacii

s roznymi druhmi detekénych metdd.

V naSej praci vyuZivame metanolovl extrakciu s aditivami Specifickymi pre
PSC aPSB uvybranych druhov Psilocybe serbica var. bohemica a Psilocybe
semilanceata. Analytickou metdédou volby je LC-MS/MS (LIT — linedrna i6nova

pasca).



I. TEORETICKA CAST

1. Botanicka charakteristika

Rod Psilocybe ztaxénu bazidiovych hub obsahuje mnohé druhy a variety,
vyznacujuce sa velkou rozmanitostou a Sirokym geografickym rozSirenim v réznych
pasmach celého sveta. Zahffia druhy halucinogénne, aj druhy neobsahujice

psychoaktivne latky.
1.1 Historia a objav Psilocybe

Historicky st psychoaktivne druhy rodu Psilocybe pravdepodobne
najdolezitejSimi hubami v etnomykolégii. [1] Prvé zmienky o ich uzivani pri ritudlnych
nabozenskych a spiritualnych obradoch st staré tisice rokov. Tento fakt potvrdzuju
objavy hubovych motivov v podobe nastennych malieb pri vykopavkach ruin
starobylych chrdmov. [2] Stredoamerické domorodé kmene Mayov a Aztékov patrili
medzi prvé, uktorych bolo uzivanie hub potvrdené. Prave pre Aztékov mali huby
zrodu Psilocybe tak vysoklu kultirnu hodnotu, ze boli oznaované ako ,,teonacatl*
(méso bohov). Dnes povaZzuje tieto huby za posvitné len urcita skupina Mexickych
indianov a obyvatel'ov Papui Novej Guinei.

V stcasnosti st zneuzivané najméd mladymi 'ud’'mi ako rekrea¢né drogy. Tento trend je
pozorovatel'ny od neskorych 60-tych rokov. [3,4]

Napriek uzivaniu hub rodu Psilocybe od davnych cias, bol ich vyskum
iniciovany az zaciatkom 20.storocia. Lekdr Wasson v roku 1953 navstivil Mexiko za
ucelom potvrdenia uzivania psychoaktivnych hub v minulosti. Z vyskumu vziSiel
¢lanok popisujuci jeho vlastni skusenost’ z pozitia halucinogénnych hub, ktory ziskal
rodu Psilocybe svetova pozornost. V roku 1955 francliizsky mykoldég Heim, prizvany
Wassonom, identifikoval v Mexiku 14 rodov, pricom okrem inych spravne urcil rod
Psilocybe, Conocybe a Stropharia. Identifikacia prebiehala na zaklade morfologickych
znakov. [5]

Aktivne latky rodu Psilocybe izoloval v roku 1958 Svajdiarsky chemik Albert

Hoffmann. Identifikoval a nazval ich psilocybin a psilocin. [5,6]



1.2 Taxonomické zaradenie druhov

Svetova autorita v oblasti Psilocybe Gaston Guzmén v roku 1983 vymedzil
popisovany rod ajeho jednotlivé druhy. V sucasnosti je akceptovanych 172 druhov

a variet tohto rodu.[7]

Predlozena praca pojednava o druhoch Psilocybe serbica var. bohemica a

Psilocybe semilanceata. Vychadza ztaxonomického rozdelenia podl'a Holca a kol.

publikovaného v roku 2012 (Vid’ Tabulka 1). [8]

P. serbica var. bohemica (Sebek ex Sebek) bola prvykrat popisana z Ceskej

republiky Sebekom v roku 1975, ako varieta druhu Psilocybe serbica. Druhovy nazov

P. bohemica bol validovany az v roku 1983. [5,9]

P. semilanceata (Fr.) P. Kumm. vroku 1871 identifikoval a pomenoval

Kummer. [10] Od polovice 20. storoCia bola popisand z Australie, Thajska, Mexika,

Kanady, Nérska, Ceskoslovenska a d’alsich Eurépskych krajin. [7]

Tabul’ka 1 Taxonomické zaradenie vybranych druhov Psilocybe 8]

Psilocybe bohemica Psilocybe semilanceata
Risa: Fungi Fungi
Podrisa: Dikarya Dikarya
Oddelenie: Basidiomycota Basidiomycota
Pododdelenie: Agaricomycotina Agaricomycotina
Trieda: Agaricomycetes Agaricomycetes
Rad: Agaricales Agaricales
Cel'ad: Strophariaceae Strophariaceae
Rod: Psilocybe Psilocybe
Drubh: serbica semilanceata
Varieta: bohemica

10



1.3 Popis druhu

1.3.1 Psilocybe serbica var. bohemica (Sebek ex Sebek)

Cesky nazov: Lysohlavka tajemna ¢eska

Slovensky nazov: Holohlavec cesky

Klobuk velkosti 15-60 mm, kuzelovity, neskor zvonovity az vyklenuty s tupym
hrbolkom. Povrch moze byt mierne slizky, hygrofébny a priehl'adne ¢iarkovany. Okraj
je rozbrazdeny. Za vlhka ma klobuk okrovo az ¢okoladovo hnedi farbu. Casto olivovo
az karamelovo hnedy aza sucha farby bielej kdvy. V porovnani s P. semilanceata
masitejsi.

Lupene mierne zbichavé, v mladosti Sedé¢ az hnedavé, v dospelosti ¢okoladovo hnedé
s purpurovym nadychom.

Hlubik o velkosti 40-120 x 2-5 mm, hrbolaty, sprehybany. Hore belasy, smerom dole
zltavy az hnedy, s bielo vladknitym povrchom. Typicky modrajuci. (Vid® Obrazok 1)
Chut a vona red’kovky.

Vytrusny prach tmavo hnedy. Vytrusy 10-15 x 6-7,5 um, elipsovitého tvaru. [8]

Vseobecne je velkost’ plodnic premenliva a vyrazne zavisla na kvalite substratu. [11]

Obrazok 1 Psilocybe serbica var. bohemica (foto: autor)
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1.3.2 Psilocybe semilanceata (Fr.) P. Kumm.

Cesky nazov: Lysohlavka kopinata

Slovensky nazov: Holohlavec koncisty

Klobuk o Sirke 7-30 mm, $tihle konicky az zvonovity s vyraznym tGzkym hrbolkom
(tzv. ,,bradavkou*). Povrch klobuka je hladky, hygrofobny. Starnutim mé tendenciu
expandovat az k findlnej reflexovanej ¢i rovnej podobe. Za vlhka jemne lepkavy
olivovo hnedej farby. Za sucha Spinavo Zltookrovy az svetlohnedy s tmav§im centrom
arozbrazdenym povrchom. Casto s olivovym, ¢ modro-zelenym nadychom. Pri
poskodeni mé rovnako ako P. serbica var. bohemica tendenciu k modraniu.

Lupene o Sirke 1-3 mm, uzko pripojené aZ vol'né. V mladosti svetlo hnedé, v dospelosti
tmavo purpurovo Sedohnedé, s belavym, rozstrapkanym ostrim.

Hlubik 50-120 x 1-3mm, valcovity, dole mierne rozsireny, pruzny. Pri klobuku belavy,
smerom dole svetlo okrovy az svetlohnedy. Povrch bielo vlaknity, pri poskodeni
typicky modrajuci. (Vid Obrazok 2)

Chut a vona red’kovky.

Vytrusny  prach  cervenkasty az purpurovo hnedy. Vytrusy o velkosti
10,5-15 x 6,5-8,5um, elipsovité, hrubostenné. [8,12]

Obrazok 2 Psilocybe semilanceata (foto: autor)
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1.4 Vyskyt

Rod Psilocybe je charakteristicky okrem modrajticej duziny u psychoaktivnych
druhov aj svojim vyskytom. Patria tu jednak druhy endemické, tak aj druhy so Sirokym
zastiipenim v tropickom, subtropickom aj miernom pasme celého sveta. (Vid’ Obrazok 3
Rozsirenie rodu Psilocybe).

Psilocybe serbica var. bohemica moézZzeme oznacit’ za endemit Zapadnej Eurdpy,
vyskytujici sa najmi na uzemi Ceskej, Slovenskej republiky a Rakuska. Rastie na
zbytkoch dreva. N4jdeme ho v opadanych listnatych a zmieSanych lesoch, v roklinadch
a udoliach potokov. Od nizin az do podhori. Najma na vlhkych a ¢lovekom vytvorenych
stanoviStiach ako su botanick¢é zahrady, parky ¢i cintoriny. Rastie v jesennych
mesiacoch, ¢asto s prvym rannym mrazom. [8,13]

Naproti tomu Psilocybe semilanceata je druh, ktorého vyskyt bol potvrdeny na
viacerych kontinentoch. Je rozSireny v mnohych regionoch Eurépy s chladnym
severskym aj miernym podnebim. Vyskyt bol tieZ zaznamenany v Amerike, Australii ¢i
Azii. Casto ich nachadzame v koloniach (spolo¢enstvach) v trave a machu, na likach,
pastvinach oviec ¢1 krav, d’alej tiez na okrajoch ciest a lesov. VSeobecne uprednostituju
pieso¢né pody chudobnejSie na Ziviny. N4jdeme ich od niZin az do vysokych poloh.
Vyskyt je spajany s trsmi metlice trsnatej (Deschampsia cespitosa). Rastie typicky
medzi VII-XI mesiacom. [§,12]

Obrazok 3 RozSirenie rodu Psilocybe zdroj: [3]
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2. Obsahové latky

Hlavnymi ucinnymi latkami vysSie popisovanych druhov rodu Psilocybe su
indolové alkaloidy psilocin (PSC) a psilocybin (PSB), d’alej ich derivaty baocystin a
norbaocystin. Okrem rodu Psilocybe boli identifikované aj v rodoch Inocybe, Conocybe,
Panaelous a dalsich. Huby rodu Psilocybe obsahuja priblizne 89+2 % vody. [14]

Drogy obsahuje Cerstva alebo susena stielka. [15]

Celkovy obsah alkaloidov v hubach je vrozmedzi 0,2 — 1%. Zalezi na druhu,
vyvojovom Stadiu pri zbere, podmienkach prostredia, type pddy, skladovani ¢i na
extrakénej metdde. [14,16]

Obsah alkaloidov je rozdielny v roznych castiach tela huby. Klobuk obsahuje viac
psilocybinu ako hlubik. Vo vSeobecnosti je obsah PSB podstatne vyssi ako obsah PSC.
[17]

V Ccistej forme je PSC aj PSB biely krystalicky prasSok. Z fyzikalnych vlastnosti je pre
ne typické rozpustnost’ v polarnych rozpustadlach (metanol, etanol). PSB je rozpustny
vo vode, zatial’ ¢o PSC je viac rozpustny v tukoch. Vo forme roztoku su nestabilné na
svetle, naopak ich stabilita stipa s klesajicim dopadom svetla a zniZujlicou sa teplotou.
Odportacané skladovanie je preto Vv tme pri nizkych
teplotach. [16]

Struktirne su obsahové latky pribuzné ostatnym prirodzene sa vyskytujucim
derivatom tryptaminu: serotoninu, bufoteninu a melatoninu, a niektorym alkaloidom
vykazujicim psychotropny U€inok: harmin, harmalin, reserpin ¢i LSD. Podobnost’
s LSD nie je len Struktarna, ale vykazuje aj Siroké spektrum zhodnych ucinkov na

organizmus. Na rozdiel od psilocybinu je LSD asi 45x Uc¢innejSie. [4]
2.1 Psilocybin

Chemicky nazov: 4-fosforyloxy-N,N-dimetyltryptamin
Sthrnny vzorec: C,H;N,O,P (Vid’ obrazok 4)
M;: 284.248 g/mol [18]

PSB predstavuje hlavny psychoaktivny alkaloid obsiahnuty v halucinogénnych hubach.
Je pomerne stabilny, jeho mnozstvo sa vyznamne nemeni pri suSeni ani pri dlh§om
skladovani. Stadie dokazali, ze PSB je obsiahnuty v plodnici, ale mycélium PSB

neobsahuje. [14,15]
14
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OH

0= ]I?— OH
b
CH,CH:N(CHz )

H

Obrazok 4 Psilocybin [17]

2.2 Psilocin

Chemicky nazov: 4-hydroxy-N,N-dimetyltryptamin

Sthrnny vzorec: C,H 6N,O (Vid’ Obrazok 5)

Mr: 204,268 g/mol [19]

Psilocin vzniké defosforylaciou psilocybinu po poziti. Za rovnakych podmienok

vykazuje v porovnani s PSB nizsiu stabilitu. [4]
OH
CH,CH,N(CH;),

N
H

Obrazok 5 Psilocin [17]

2.2.1 Biosyntéza PSC a PSB

Indolové alkaloidy PSC a PSB st odvodené od L-tryptofanu. Jedna z moZnych
ciest biosyntézy hovori, Ze psilocin pravdepodobne vznikd dvomi metyla¢nymi
reakciami aminového dusiku a hydroxylaciou indolového skeletu. Z neho nasledne po
fosforylacii hydroxylovej skupiny vznika psilocybin. [20] (Vid’ Obrazok 6)

Intermedidrne kroky tejto reakcie su stale Spekulativne.
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NH, NH; \}q - "N HO 7 “F'
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reCan valinfocSaleaThal oo
g:hn f’[r} 'ﬂ-r}: =N ly"Lr}
H H H H b
L-Tryplophan Tryptamine Dimethyltryptaming Psilocin Psilacybin
Obrazok 6 Biosyntéza psilocybinu [21]
2.3 Baocystin a norbaocystin
Sthrnny vzorec: C,\H;;N,O,P / C,H;N,O,P
M;: 270.222 g/mol / 256.195 g/mol [22,23]

Latky lisiace sa od psilocybinu len stratou jednej (baocystin) alebo dvoch
(norbaocystin) metylovych skupin na termindlnej amino skupine. Potencidlny

halucinogénny Uc¢inok stale nebol preukazany. (Vid’ Obrazok 7)

OH OH
0= IL— OH O= 1:'— OH

CH;CH,NCHz CHCHN

H H

Obrazok 7 Baocystin (vP’avo) a norbaocystin (vpravo) [18]

3. Biologicka aktivita

3.1 Metabolizmus a farmakokinetika

Po poZiti je psilocybin rapidne defosforylovany na psilocin alkalickou fosfatazou
v Creve. Psilocin mdézeme oznacit’ ako hlavny aktivny metabolit. Nasledne prebieha

glukuronidacia endoplazmatickym enzymom UGT-glukuronosyltransferazou na
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psilocin-O-glukuronid. V tejto forme je psilocin z 80% vyluceny z organizmu. Takmer
uniformne je distribuovany do vSetkych tkaniv organizmu, vratane mozgového.
Majoritné mnozstvo je mocom exkretované do 8, zbytok do 24 hodin. [6,16]

V T'udskej plazme je psilocybin detekovate'ny po 20-40 minttach od oralneho
pozitia. Psilocin po 30 minutach. Maximélna hladina je vykazovand po 80-105

minutach. Preukdzatel'na je do 6 hodin. [6]
3.2 Farmakodynamika

Psilocybin anajmd psilocin  predominantne pdsobia ako agonisti
serotoninergnych receptorov. Psilocin tvori vysokoafinitné vazby s receptormi 5-HT2A
a5-HT1A. Tento vztah je oznaCovany ako nevyhnutny pre prejav halucinogénneho
efektu. V mensej miere bola preukdzand jeho afinita k dopaminovym receptorom DI
aD3.[6,16]

Stadie dokazuju, ze 5-HT2A je spojeny s mnohymi signdlnymi cestami, aviak
konkrétne signalne drahy zodpovedné =za charakteristické 1Uc¢inky opisovanych

psychoaktivnych latok neboli doposial’ identifikované. [24]
3.3 Casovy priebeh intoxikacie

Zaciatok psychostimulaéného efektu pozorujeme po ordlnom uZiti zvy€ajne do
40 minut s maximom okolo 60-90 minut (efekt sa objavuje pri davke nad 15 mg
psilocybinu prijatého oralne). Doba intoxikacie je stanovena na 4-6 hodin. VicSina
priznakov ~ vymizne medzi 6-8  hodinami, ostatné do 24  hodin.
Po i.v. podani sa efekt objavuje do 1-2 mintt s maximom okolo 5 mint a trvanim do 20

minut. [16]
3.4 Somaticky efekt

Psilocybin vykazuje charakteristické prejavy stimulacie sympatiku — mydridza,
zvysenie tlaku a srde¢nej aktivity (zavislé na davke). Z d’alSich prejavov je to nauzea,
tremor, slabost,, zvracanie, spavost’, neostré videnie a parestézia. Nebol zaznamenany
ziadny efekt na teplotu tela. Psilocybin neovplyviiuje i6novi rovnovéhu organizmu,
hladinu glukézy ani cholesterolu. ZvySuje hladinu prolaktinu a vo vysokych davkach

hladinu kortikotropnych hormoénov. [16,25]
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3.5 Psychotropny efekt

Uz od davnych cias je rod Psilocybe spajany s mystickymi a spiritudlnymi
zazitkami. Velmi malé davky ovplyviiuji psychicky stav v podobe ospalosti ¢i
zvyraznenia sucasnej nalady. VysSie davky evokuju silné psychedelické zazitky.
Povznesena nalada, poruchy vnimania, pocity snenia, halucinacie (vizualne, sluchové).
Casté st zmeny vnimania vlastného tela ako parestézie vo forme chvenia aZ tfpnutia
koncatin, pocit zviacSenia ¢i zmenSenia objemu tela. Zmeny vizualneho vnimania jasu
a teploty farieb. Depersonalizacia a derealizacia, skreslené vnimanie Casu a priestoru,
porucha pozornosti a neschopnost’ koncentracie patria medzi sprievodné javy. Typicky
je somaticky pocit otupenia. Niekedy dochadza k rapidnym zmenadm ndlady v priebehu

intoxikacie — euforicky stav sa meni na pocity strachu, nervozity az depresie. [16,26]
3.6 Uskalia uZivania psilocybinovych hiib

Rod Psilocybe ajeho obsahové latky nevyvolavaju kompulzivne spravanie

spojené s vyhladdvanim drogy. Nebola preukdzana fyzicka ani psychickd zavislost’
spojena s psilocybinovymi hubami.
Napriek tomu su niekedy uzivané takym spdsobom, ktory ohrozuje bezpecnost’
jednotlivca aj inych osob (napriklad pri riadeni auta po poziti Psilocybe).
Aj ked psilocybinové halucinogény vykazuju relativne nizku fyziologickll toxicitu,
existuju  psychologické  rizikd.  NajpravdepodobnejSie  je  riziko  zndme
ako tzv. ,,bad trip“, charakteristické pocitmi uzkosti, strachu, paniky alebo paranoje.
Vnemy mozu byt rozne: zmyslové (napr. desivé iluzie), somatické (rusivé vnimanie
fyziologickych procesov), alebo psychologické (strach o zivot). Vzhl'adom k tomu, Ze
psilocybin Casto umociiuje existujiucu naladu, ktorykol'vek zo spominanych ucinkov
mozZe potencialne vyustit’ v nebezpecné spravanie. Vzacne konci ,,bad trip* smrtou ako
napriklad sko¢enim z budovy a podobne.

Dalsim potencialnym rizikom je dlhodoba psychéza trvajiica dni aZ mesiace. Zo
Stadii vyplyva, Ze jedinci, uktorych boli psychotické stavy zaznamenané, mali
predispoziciu k duSevnej chorobe uz pred pozitim psilocybinovych halucinogénov. Nie
je vSak zname, ¢i by sa psychoza nevyhnutne objavila aj pri absencii psilocybinu.
Perzistujuca porucha vnimania je tiez povaZzovana za potencidlne riziko, avSak jej

spojitost’ s psilocybinovymi halucinogénmi nebola potvrdend. Casto je zamiefiand
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s pojmom ,,flashback®, ktory popisuje kratky vnem pripominajuci akutny ucinok
halucinogénov. Tento vnem popisuje malé percento uzivatelov. Nebyva nimi vSak

povazovany za znepokojujuci ¢i klinicky vyznamny. [26]

Tabulka 2 Zhrnutie biologickych u¢inkov psilocybinovych hib [27]

Intoxikacia PSB
Doba nastupu ucinku: min — lh
Casovy priebeh Trvanie psychozy: 4-6h

Vrchol intoxikacie: 2-3h

1 srde¢nej frekvencie a tlaku, mydriaza, nauzea, potenie,

Somatické znak . s . . R
y triaska, excitdcia, mozné sklony k agresivnemu spravaniu

Ilazie, halucinacie, ornamentalizacia objektov, tendencia

Poruchy vnimania L,
y k pareidolii

Euforia, smiech az excitované stavy-dysforia-izkost’,

Emocion4 et i Tt & : A .
lonalne poruchy placlivost’-silnejSia depresia-panické tizkost

ey el Paranoidné bludy, podrazdenost’, perzeku¢né manie, nesuvislé

myslenie
Poruchy pamiite Zmaitenost, stavy delyria
Poruchy usudku Znacné poruchy vnimania a urovania ¢asu a priestoru
Poruchy pozornosti Poruchy koncentracie
Osobnostné poruchy Depersonalizacia a derealizacia
Poruchy vedomia Somnolencia, vo vyssich davkach sopor az kéma

Poruchy zakladnych inStinktov: sebadestruktivne znaky,

SOl samovrazedné sklony
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4. Metody stanovovania PSC a PSB

Zneuzivanie hub rodu Psilocybe ako zdroja ,,spiritudlnych zazitkov* je dd6vodom
prehlasenia psilocybinu za drogu. Dnes patri medzi kontrolované zlozky. Stipla preto
potreba spol'ahlivej identifikacie a kvantifikacie psilocybinovych alkaloidov nie len vo

vzorkach hub, ale aj v telovych tekutinach a tkanivach. [28]
4.1 Extrakcia PSC a PSB

Ako uZ bolo uvedené, psilocin a psilocybin st latky rozpustné v polarnych
rozpustadlach (metanol, etanol,..). Najviac vyuzivanym extrakénym cinidlom je preto
metanol. Konkrétne je to extrakcia mieSanim suSenych a homogenizovanych vzoriek
hib s metanolom, vytrepavaniec do metanolu ¢i  ultrasonikacia. [17]
Kysilka a Wurst v roku 1990 uverejnili nové extrakéné metddy pre psilocin a psilocybin
vo vzorkach P.bohemica. Zistili, Ze PSC a PSB st najlepSie extrahovatel'né samostatne.
Konkrétne psilocybin v 75% metanole saturovanom dusi¢nanom draselnym a psilocin
75% etanolom. Autori neStudovali, ¢1 samotnd extrakcia psilocinu ma vplyv na obsah
psilocybinu v rovnakej vzorke. Je otdzne, ¢i vysoky obsah psilocinu stanoveného vo
vzorkdch nie je artefakt hydrolytick¢ého Stiepenia psilocybinu na psilocin
fosfatdzami. [29]

Cas extrakcie sa v $tadiach 1i§i od 2 mint do 24 hodin.
Pre mnohé odliSnosti je nutné vyzdvihnit' potrebu podrobnejSiecho skimania nielen
zloZenia extrakénych cinidiel a Casu extrakcie, ale aj preanalytickych podmienok

vplyvajucich na cely proces stanovovania. [17]

4.2 Kyvalitativne stanovenie PSC a PSB vo vzorkach hub

V prvych rokoch po objaveni PSC a PSB bola screeningovou metdédou papierova
chromatografia (PC). V sucasnosti je preferovanou metédou pre detekciu PSC a PSB
tenkovrstevna chromatografia (TLC), ktord pontika moznost vyuzitia Specifickych
detek¢énych Cinidiel.

Spolo¢né detekéné Cinidlo indolovych alkaloidov pre PC aj TLC je
4-dimetylaminobenzaldehyd = (DMAB), zvyCajne v kombinacii s kyselinou
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chlorovodikovou. Dalgie detekéné ¢&inidla su diazotovana kyselina sulfanilova ¢&i
alkalicky roztok Fast Blue B.

Z non-chromatografickych metoéd patri do tejto kategorie hmotnostna spektrometria
(MS), tandemova hmotnostna spektrometria (MS/MS), ultrafialova (UV) a infraCervena
spektroskopia (IR) a kvapalinovd chromatografia (LC) v kombinacii s MS/MS, ktora

vykazuje vyrazne vyssiu Specificitu a presnost’. [17]
4.3 Kvantitativne stanovenie PSC a PSB vo vzorkach hub

Pre kvantifikaciu PSC a PSB st v doteraj$ich vyskumoch opisované najmé
chromatografické metoédy. NajpouzivanejSou metdodou je vysokoucinnd kvapalinova
chromatografia (HPLC) na normadlnej aj reverznej faze. Pre moZznu kontaminaciu
ko-extrahovanymi polarnymi latkami a niz$iu reprodukovatelnost si normalna faza
neziskala v oblasti kvantifikdcie PSB popularitu. Viac opisovana bola reverzna faza
(napr. C18). Nevyhodou vtomto pripade je hydrofébna povaha reverznej fazy.
Psilocybin je tu malo zadrziavany a ma tendenciu interferovat s inymi, vo vode
rozpustnymi necistotami. Simultanna analyza PSC a PSB je obtiazna, z dovodu ich
rozdielnej polarity. Problém mdze byt odstraneny pomocou gradientovej elacie alebo
dvoch r6znych roztokov MF.

Plynova chromatografia (GC) je pre kvantitativne stanovenie PSC a PSB pouZivana
menej. PSC a PSB su termolabilné, preto vzorky vyzadujl derivatizaciu. Napr. silylacia
alebo derivatizacia ¢inidlom N-Methyl-N-trimethylsilylfluoroacetamidom (MSTFA),
ako opisal pri kvantifikacii PSB vo vzorkach P.subcubensis Guzman v roku 1998. [30]
Pedersen-Bjergaard v roku 1997 aplikoval pre stanovenie obsahu PSB v P.semilanceata
kapilarnu zoénovu elektroforézu (CZE). Aj ked’ sa zd4, ze metéda moze byt alternativou
k HPLC , nevyhodou je nemoznost sucasného stanovenia PSC aPSB. [28]
PSC aj PSB dobre absorbuji v oblasti UV. Pre monitorovanie latok separovanych na
kolone je bezne pouzivana ultrafialova spektrofotometria. Z modernych metdd je to MS.

[17]
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4.3.1 Priklady analyz PSC a PSB z poslednych rokov

V roku 2000 Mushoff a kol. uverejnili $tadiu o obsahu PSC a PSB z materialu
skonfiSkovaného na nemeckom trhu. Stanovenie psilocybinovych alkaloidov
pozostavalo z extrakcie metanolom v ultrazvukovej 1azni a analyzy metodou HPLC

s vyuzitim UV detekcie (Vid’ Tabul'ka 3).

Tabul’ka 3 Vysledny obsah alkaloidov ( v percentach na suSinu)

Obsah PSC (%) Obsah PSB (%)
Psilocybe cubensis 0,01 - 0,23 0,00 - 1,07
Psilocybe semilanceata 0,01 —0,90 0,01 -0,91

[31]

V roku 2003 ceski vedci Stiibrny, Borovicka a Sokol uviedli §tdiu o vybranych
druhoch Psilocybe aich obsahovych latkach. Bola vyuzitd metanolova extrakcia

a analytickou metddou vol'by bola GC-MS (Vid’ Tabulka 4).

Tabul’ka 4 Vysledny obsah alkaloidov (v percentach na suSinu):

Obsah PSC (%) Obsah PSB (%)
Psilocybe bohemica 0,742 0,464
Psilocybe semilanceata 0,158 0,311
Psilocybe arcana 0,340 0,457

[32]

V diele Medical toxicology of drug abuse z roku 2012 autori uvadzajii experimentalne
stanoveny obsah PSB P.semilanceata 0,98% a P.bohemica 0,85% suSiny. Obsah PSC

P.bohemica bol 0,02 % av P.semilanceata nebol PSC zaznamenany. [14]

4.4 Stanovenie PSC a PSB v telovych tekutinach a tkanivach

Psilocybinové drogy st stanovované v sére, plnej krvi a v moc¢i rdéznymi
analytickymi metdodami. Pre kvantifikaciu internej davky halucinogénov je potrebné

najskor enzymaticky rozstiepit’ psilocinové konjugaty, ndsledne extrahovat’ aktivne

22



latky, apodla  pouzitej analytickej metody  previest  derivatizaciu.
Idedlnu metédu pre stanovenie psilocybinu a psilocinu v roéznych biologickych
tekutinach predstavuje LC, casto v kombinacii s MS.
Detekcia pomocou GC-MS je rovnako ako v pripade kvantifikacie obsahovych latok
hubovych vzoriek obtiazna. [17]

V moci je mozné stanovenie PSC vd’aka hlavnému exkre¢nému metabolitu — psilocin
glukuronidu. Po hydrolyze metabolitu stanovujeme PSC pomocou LC-MS metody.
Vroku 2003 Kamata zverejnil metddu hydrolyzy psilocin glukuronidu (PCG) za
pomoci E.coli B-glukuronidazy, ktord dosiahla kompletnu hydrolyzu PCG po 2
hodinach za stanovenych podmienok. Tymto sposobom bolo stanovenych

3,55 pg PSC/ml mocu, pri¢om bez hydrolyzy nebol psilocin zaznamenany vobec. [33]

5. LC-ESI-MS/MS

5.1 Kvapalinova chromatografia

Kvapalinova chromatografia (LC) je separacna metdda, pri ktorej sa latky rozdel'uja
medzi 2 navzdjom nemiesitelné fazy: pohybliva (mobilnt, MF) fdzu a nepohyblivi
(staciondrnu, SF)  fazu na  zdklade  fyzikdlne-chemickych  interakcii.
NajpouZzivanejSou  a najrozSirenejSou  chromatografickou metodou vobec je
vysokouc¢innd kvapalinovd chromatografia (HPLC). Umoziuje analyzu az 80 %
vSetkych znamych latok, ktoré sa podstatne liSia vlastnostami ako napr. polarita,
prchavost,, teplotna stabilita a iné. Mobilnou fazou je v tomto pripade kvapalina a
stacionarnou fazou st Castice sorbentu prichytené na pevny podklad. Medzi uvedenymi
fazami dochadza v priebehu separacie k opakovanému vytvaraniu rovnovaznych stavov
delenych latok, pricom latky undSané¢ MF su selektivne zadrZiavané v SF atym
dochadza k rozdeleniu zloziek zmesi. Kvalitativnym tdajom o analyte je retencny ¢as —
¢as, po ktory je analyt zadrziavany v SF. [34]

Vysoka uc€innost’ je dosiahnuta pouzitim SF s malymi c¢asticami (rddovo v um)
pravidelného tvaru a velkosti, ktoré homogénne vyplnaji chromatograficku kolonu.
(Vid’ Obrazok 8) Prietok mobilnej fazy je zaisteny vysokym tlakom (desiatky MPa).
Metoda vyzaduje malé mnozstvo vzorky (ul). Separdciu latok mozeme ovplyviiovat
zloZzenim mobilnej fazy, ktora interaguje s analyzovanymi latkami a tym sa vyznamne

podiela na separacii.
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Vyhodou HPLC je jej Siroké uplatnenie, rychlost’ analyzy, minimalne mnozstvo vzorky,
automatizacia. [34,35] V nasSej praci vyuzivame chromatograficki separdciu na

reverznej faze (mobilna faza je polarnejSia ako stacionarna) s gradientovou eluciou.

—
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mohilnej fazy T

N ITTTT==15
- |
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separaini kolina Uudpadum
detektor

Obrazok 8 Schéma kvapalinového chromatografu [zdroj: Vyukovy materidal
Ostravskej univerzity, Instrumentalni metody v biochemii. Upravy: autor|

5.2 Hmotnostna spektrometria

Hmotnostna spektrometria (MS) je fyzikalne-chemickd metdda sluziaca na
ur¢ovanie hmotnosti atdmov, molekul a ich ¢asti po ich prevedeni na kladné a zaporné
i6ny. Stanovuje relativhu pocetnost’ idnov v zdvislosti na pomere hmotnosti a naboja
(m/z). Poskytuje informacie o kvalitativnom a kvantitativnom zlozeni organickych
a anorganickych latok, Struktare a zloZeni povrchov, ¢i zastupeni izotopov. [35,36]

Hmotnostny spektrometer pozostava z troch hlavnych casti. (Vid® Obrazok 9)
Prvou je i6novy zdroj, ktory prevadza neutrdlne molekuly analytu na nabité Castice.
Podl'a mnoZstva energie dodanej idonovym zdrojom delime ionizacné techniky na
mikké, pri ktorych je dodana energia dostacujca na ioniziciu, ale molekuly
nefragmentuje (napr. ionizacia elektrosprejom, chemicka ionizacia, a iné) a tvrdé, kedy
vysokd dodana energia vedie krozsiahlej fragmentacii molekuly (elektrénova
ionizacia). Hmotnostny analyzator slizi ako disperzny prvok a umozniuje rozdelit’ zmes
i6nov produkovanych iénovym zdrojom o réznych pomeroch m/z v priestore alebo
Case. Detektor poskytuje analogovy signal priamo timerny poctu dopadajucich idonov
z hmotnostného analyzatora. Signédl je nasledne prevedeny do pocitaca a vhodnym
programovym vybavenim je spracovany do formy hmotnostnych spektier. [35]
V naSej préci je pouzita ionizacia elektrosprejom, kedy su separované analyty z kolony
vedené priamo do kovovej kapilary ESI. Hmotnostny analyzator vol'by je LIT.
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Obrazok 9 Schéma hmotnostného spektrometra (zdroj: autor)

5.2.1 Ionizacia elektrosprejom

Ionizécia elektrosprejom (ESI) patri medzi mikké techniky ionizacie. V stucasnosti
je najpouzivanejSim ionovym zdrojom pre kombinaciu s LC. Analyt rozpusteny vo
vhodnom eluente je privedeny do iénového zdroja tenkou kovovou kapilérou, na ktora
je vlozené napitie 3-5 kV. Na vystupe z kapilary vplyvom elekrického pol'a medzi
kapilarou auzemnenou protielektrodou vznikaju drobné kvapocky kvapalnej fazy
s vysokou hustotou povrchového ndboja. Tie st vysusené protipradom inertného plynu,
najcastejSie dusikom o teplote asi 200 °C. Mechanizmom idénového vyparovania
prechadzaju disociované latky do plynnej fazy a vzniknuté 16ny st vedené Strbinou do
hmotnostného analyzatora. V procese vznikaju kladne a zaporne nabité 16ny v zavislosti

na polarite napitia vloZzeného na protielektrodu. [35]

5.2.2 Id6nova pasca (Ion trap)

I6onova pasca je hmotnostny analyzator, ktory pomocou striedavého elektrického
pola umoznuje uzatvorit i6ny v ohraniCenom priestore. Pozostdva zo vstupnej
a vystupnej elektrody s hyperbolickym prierezom a z prstencovej stredovej elektrody.
Krajné elektrody st uzemnené a na stredovu elektrodu je privadzané vysokofrekvencné
napitie s premennou amplitidou. Pri vstupe analyzovanych ionov je na stredovi
elektrédu privadzané striedavé napitie o malej amplitide, ktoré umoziiuje udrzanie
16nov o Sirokom rozsahu hmotnosti na stabilnych drahach a ich akumuléciu v priestore
i6novej pasce. Nasledne je zvySovana amplitida striedavého napitia. S rastucou
hodnotou amplitidy su i6ny s rasticim m/z postupne vypudzované z pasce cez otvor
vystupnej elektrédy do detektoru. Dnes je i6nova pasca vyuzivand najmi v spojeni

LC-MS, a to aj pre analyzy vysokomolekularnych latok. [35]
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5.3 Spojenie LC-MS/MS

Zakladnym  predpokladom uspesného spojenia tandemovej hmotnostnej
spektrometrie s kvapalinovou chromatografiou je G€inné odstranenie zloziek mobilnej
fazy pred vlastnou ionizadciou. Sprejové ionizacné techniky typu elektrospreja st
usposobené pre pracu s kvapalnou fazou, preto si pri kombinacii LC/MS metodami
prvej volby.

Tandemova hmotnostna spektrometria (MS/MS) zdruzuje dvojicu hmotnostnych
analyzatorov spojenych koliznou celou. V prvom je volbou intenzity magnetického
pola vybrany i6n o urcitej m/z (matersky i6n), ktory je nasledne fragmentovany
v koliznej cele. Vzniknuté fragmenty (dcérske 16ny) st podl'a pomeru m/z rozdelené
v druhom hmotnostnom analyzatore a nésledne detekované.
V sucasnosti je pouzitie LC-MS/MS pri podrobnejsich Struktirnych stididch nutnostou.

[35]
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II. CIEL PRACE

Zmapovanie vyskytu vybranych druhov hub rodu Psilocybe na Gizemi
Slovenskej republiky a Moravskoslezského kraja

Urcenie druhu Psilocybe

Stanovenie obsahu vody vo vzorkéach Psilocybe

Popis a porovnanie lokalit zberu

Porovnanie obsahu PSC a PSB v ramci tizemi SR a Moravskoslezska

Porovnanie obsahu PSC a PSB v r6znych druhoch Psilocybe
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6.

III. PRAKTICKA CAST

Laboratorne merania

6.1 Chemikalie a pristrojova technika

6.1.1 Pouzité chemikalie

Extrakcia PSC

Dichlormethane PESTANAL ® (FLUKA)

Ethyl acetate LC-MS CHROMASOLV ® (FLUKA)

Sodium hydroxide p.a. (MERCK MILLIPORE)

Destilovana voda (pristroj MILLI-Q-POD ® (MERCK MILLIPORE)

Extrakcia PSB

Ethyl acetate LC-MS CHROMASOLV® (FLUKA)

Methanol LC-MS CHROMASOLV® (FLUKA)

Ammonium hydroxide 25-29% (PENTA)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a. EMSURE® (MERCK MILLIPORE)
Destilovand voda (pristroj MILLI-Q-POD ® (MERCK MILLIPORE)

LC-MS

(DIPT) 4-Acetoxy—N,N-diisopropyltryptamine hydrochloride LGCFOR 1275,28
(LGC GmbH) — interny Standard (IS)

Methanol LC-MS CHROMASOLV® (FLUKA) — rozpustenie IS

(MFA) Formic acid LC-MS puriss p.a. for mass spectroscopy (FLUKA)

(MFB) Acetonitrile LC-MS CHROMASOLV®(FLUKA)

Destilovana voda pristrojom MILLI-Q-POD ® (MERCK MILLIPORE)
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6.1.2 PouZzita pristrojova technika

SusSenie hib

e Jemny Stetec

e Laboratorne klieste

e Laboratérne vahy KERN 440-49N (predvazka)

e Analytické vahy HR-120 (HELAGO)

e Termostat MEMMERT model 400 (MEMMERT)

e Horlcovzdusny sterilizator HS 31A

Analyza obsahovych latok

e Konické extrakéné skimavky
e Analytické vahy BC100 ( BOECO Germany)
e Odparka Digital dry bath, Model: NDK 200-2 (LABICOM s.r.0.)
e Centrifiiga Hettich® Universal 320/320R
e Pipety Thermo Scientific™ Finnpipette™ F1
objemy: 10-100 pl
0,5-5 ml
100-1000 pl
e (Otacava trepacka Heto MasterMix, Type MMV 14
e Ultracentrifuga Hemrle, program 03
e LC
o Koloéna Hypersil GOLD , katalogové ¢islo 25005 — 152130 (Thermo
Scientific)
o Pumpa: Rheos 2200 (FLUX Instrument)
o Autosampler: HTS PAL (CTC ANALYTICS AG)
o Termostat sampleru CTC ANALYTICS AG (Schwitzerland)
e MS: LTQ XL (Thermo Fisher Corporation)



6.2 Rastlinny material

Analyzovany material tvorili vzorky Psilocybe serbica var. bohemica a Psilocybe

semilanceata zozbierané z roznych lokalit (Vid’ Obrazok 12).

6.2.1 Identifikacia hub

Identifikécia a diferenciacia druhov Psilocybe prebichala za pomoci ¢lena
mykologickej spolo¢nosti Mgr. Jana Wiplera, pracujuceho na Oddeleni klinickej

mikrobiologie Fakultnej nemocnice v Hradci Kralové.

6.2.2 Zbery Psilocybe

Zbery prebiehali v jesennych mesiacoch roku 2014 a 2015 na uzemi Slovenskej
republiky a Moravskoslezského kraja. Celkovo bolo nazbieranych a identifikovanych
22 vzoriek z 10 rdéznych lokalit. (Vid Obrazok 10 al1l) V jednej lokalite bolo
odobranych viacero vzoriek z roznych nalezisk, pricom minimdlna vzdialenost’ nalezisk

v ramci 1 lokality bola 15-20 m. (Vid’ Tabulka 5)

Mnozstvo a kvalitu odobranych vzoriek ovplyvnilo rdéznorodé pocasie pri zbere.

(Vid’ 6.3.1 Priprava vzoriek)

Obrazok 10 Zber Psilocybe semilanceata, Certovica (foto:autor)
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Obrazok 11 Zber Psilocybe bohemica, Ostrava (foto: autor)

Priebeh zberu

Kazdé nalezisko bolo zaznamenané prostrednictvom GPS stradnic, spolu so
zapisom pocasia a nadmorskej vySky danej lokality. (Vid Tabulka 5 a 7) Thned’ po
zbere boli vzorky zvazené na prenosnych vahach KERN 440-49N. Nasledne boli
jednotlivé vzorky ulozené do termosky a transportované. V pripade, Ze nebolo mozné
vzorky do 3 hodin (v zéavislosti na vzdialenosti naleziska) transportovat’ na Katedru
farmaceutickej botaniky a ekologie UK v Hradci Kralové na d’alSie spracovanie, boli

vzorky uchovavané v termoske pri chladni¢kovej teplote (2-8°C).
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Tabul’ka 5 Naleziska rodu Psilocybe

Datum Miesto Druh
1 23.11.2014 Moravskoslezské beskydy, Ostrava PB
2 23.11.2014 Moravskoslezské beskydy, Ostrava PB
3 23.11.2014 Moravskoslezské beskydy, Ostrava PB
4 5.12.2014 Moravskoslezské beskydy, Ostrava PB
5 5.12.2014 Moravskoslezské beskydy, Ostrava PB
6 26.9.2015 Mala Fatra, Martinské hole PS
7 26.9.2015 Mala Fatra, Martinské hole PS
8 3.10.2015 Nizke Tatry, Jasna PS
9 3.10.2015 Nizke Tatry, Jasna PS
10 4.10.2015 Verlka Fatra, Smrekovica PS
11 4.10.2015 Verlka Fatra, Smrekovica PS
12 2.10.2015 Oravska Magura, Hrustin PS
13 17.10.2015 Javorniky, Dlha n. Kysucou PS
14 17.10.2015 Javorniky, Dlha n. Kysucou PS
15 17.10.2015 Javorniky, Dlha n. Kysucou PS
16 17.10.2015 Javorniky, Podvysoka PS
17 17.10.2015 Javorniky, Podvysoka PS
18 31.10.2015 Nizke Tatry, Certovica PS
19 31.10.2015 Nizke Tatry, Certovica PS
20 31.10.2015 Nizke Tatry, NiZznd Boca PS
21 17.11.2015 Mal¢ Karpaty, Cel"veny Kamen, PB
Casta
2 17.11.2015 Mal¢ Karpaty, Cel"veny Kamen, PB
Casta

Legenda :

PB Psilocybe bohemica

PS Psilocybe semilanceata
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6.3 Postup stanovovania

Zozbierany a spravne uchovany material presiel procesom pripravy vzoriek:
analyzou obsahu H,O vo vzorkdch, suSenim arozotrenim v trecej miske.

Naésledne prebehla extrakcia a stanovenie u¢innych latok pomocou LC-MS/MS (LIT).

6.3.1 Priprava vzoriek

SuSenie

Po transporte vzoriek na katedru bola kazdd vzorka ocistend jemnym Stetcom od

drobnych necistot a rozdelena na 2 Casti:

1. Cast uréend na analyzu obsahovych latok: vzorky susené v termostate
nastavenom na max. teplotu 35°C do uplného vysuSenia. Ndasledne boli vzorky
rozotrené v trecej miske na prasok, zvazené a premiestnené¢ do flasti¢iek z tmavého
skla. Chitinova kostra hub ndm vSak nie vzdy dovolila vytvorit homogénny prasok.
V kone¢nom vysledku vzorky obsahovali aj celistvé Casti hub o rozmeroch priblizne
0,1-0,3 cm. Takto pripravené vzorky boli transportované do laboratéria FN na analyzu

PSC a PSB metédou LC-MS/MS (LIT).

2. Cast’ uréena na stanovenie mnozstva H,O: Podla zasad uréenych Ceskym
lieckopisom z roku 2009 sme zist'ovali stratu vody v kazdej vzorke. Pri teplote 105°C
sme su$ili vzorky vsuSiarni HS 31A vo vopred odvaZenych vazenkach do
nemenitel'ného ubytku hmotnosti (<0,0009g). [37]
Zéakladom bol cas suSenia 2hod/105°C, prevazenie a nasledne 1hod/105°C. Porovnanie
hmotnosti po 2 a 3 hodinach. V pripade potreby doplnenie o d’alSiu 1hod/105°C (Vid’
Tabul'ka 6).

Tabul’ka 6 Casova schéma stanovovania mnozstva H,O vo vzorkach:

Cas TO T2 T2+1 T2+1+1
Hmotnost’ ¢erstvého | Hmotnost' vaZenky | Hmotnost' vazenky | Hmotnost’ vaZzenky
materialu + hm. + vzorky po + vzorky po + vzorky po
vazenky 2hod/105°C 3hod/105°C 4hod/105°C
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Medzi jednotlivymi usekmi suSenia boli vzorky prevazené na analytickych
vahach HR-120. Vézenky boli zo suSiarne vyberané vopred opalenymi laboratornymi
klieStami (zabranenie prenosu vlhkosti zklieStov na vazenku atym zvySeniu
hmotnosti). V ¢ase mimo suSiarne boli vazenky uchovéavané a prenasané v exikatore nad
silikagélom, taktiez kvoli zabraneniu priberania vlhkosti z prostredia. Po ochladeni
vazeniek na laboratornu teplotu boli zvazené. Ak bol rozdiel hmotnosti v ¢asoch T2
aT2+1 > 0,001 g, bola doplnena d’alSia hodina suSenia a nésledného prevazenia

vzoriek.

35



Tabul’ka 7 Specifikacia nalezisk a stanoveny obsah vody

Nadmorska
- Pocasie Obsah
i vyska
Miesto pri zbere | vody (%)
(m.n.m)
1 Moravskoslezské beskydy, 91,15
Ostrava
2 Moravskoslezské beskydy, 91,36
Ostrava Oblat
3 Moravskoslezské beskydy, 230 acno, 92,87
Ostrava bez dazd’a
4 Moravskoslezské beskydy, 89,44
Ostrava
5 Moravskoslezské beskydy, 87,34
Ostrava
6 g inské 94,53
Mala Fatra, Martinské hole 1290 Dazd
7 Mala Fatra, Martinské hole 91,02
8 Nizke Tatry, Jasna 1150 Sucho, 92,51
9 Nizke Tatry, Jasna slnecno 91,44
10 Velka Fatra, Smrekovica 1428 Sucho, 81,79
11 Velka Fatra, Smrekovica SInecno 89,06
Sucho,
12 Oravska Magura, Hrustin 697 3 63,14
slne¢no
13 Javorniky, Dlha n. Kysucou 94,85
14 Javorniky, Dlha n. Kysucou 537 Dazd’ 94,04
15 Javorniky, Dlha n. Kysucou 93,56
16 . , 94,05
Javorniky, Podvysoka 460 Po dazdi
17 Javorniky, Podvysoka 93,69
18 Nizke Tatry, Certovica 1378 Mraz, 61,23
19 Nizke Tatry, Certovica Sucho 70,15
Mraz,
20 Nizke Tatry, Nizna Boca 851 80,22
sucho
21 | Malé Karpaty, Cel:veny Kamen, 86,91
Casta 339 Po dazdi
22 | Mal¢ Karpaty, Cerveny Kamen, 91,11
Casta
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6.3.2 Extrakcia PSC a PSB

Z pripravenych vzoriek Psilocybe boli extrahované tuc¢inné latky psilocin
a psilocybin extrakénymi postupmi vytvorenymi PharmDr. Viktorom Vofiskom.
Extrakcia prebichala v laboratoriu na Useku klinickej a forénznej toxikologie UKBD

FN v Hradci Kralové.

Extrakcia psilocinu:

1. Navazka 30-50 mg suSen¢ho materidlu do skiimaviek TOXI-TUBE aich
uzatvorenie vrchnakom s bielym tesnenim.

2. Priprava extrakénej zmesi pridanim Iml 0,5M NaOH a4ml EtOac/CH,Cl,
k navéazke.

3. Extrakcia po dobu 20 mintt na ot4¢avej trepacke.

4. Centrifugacia 3500 otacok / 5 mintt.

5. Prenesenie 1,5 ml supernatantu do konickej extrakénej skimavky a nasledné
odparenie organickej Casti jemnym pradom dusika (dusik a termostat nastaveny
podla navodu). Organickd fdza odobrand s ohladom na prichytené castice
materidlu na stendch skimavky — ¢o najmenSi kontakt pipety so stenami
skiimavky TOXI-TUBE.

6. Rekonstitucia odparku 0,4 ml MeOH/H,O (50/50) + 0,1 ml IS (DIPT,
2000 ng/ml).

7. Podrobenie rekonstituovaného vzorku ultracentrifugacii pri 30 000 ot/min po
dobu 10 mintt. Odstredena vzorka nasledne prenesend do vzorkovej skimavky
priamou dekantéciou.

8. LC-MS/MS analyza.

Extrakcia psilocybinu:

1. Navazka 30-50 mg suSené¢ho materidlu do skumaviek TOXI-TUBE aich
uzatvorenie vrchndkom s bielym tesnenim.

2. Priprava extrakénej zmesi pridanim 1 ml fosfatového pufru pH 6, premieSanie
a nasledné pridanie 5 ml MeOH + EtOac (4+1) so 4% NH4,OH

3. Extrakcia po dobu 20 minut na otacavej trepacke.
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4. Centrifugacia 3500 otacok / 5 minut.

5. Prenesenie 1,5 ml supernatantu do konickej extrakénej skimavky a nasledné
odparenie organickej ¢asti jemnym pradom dusika (dusik a termostat nastaveny
podla navodu). Organicka faza odobrand s ohladom na prichytené Ccastice
materidlu na stendch skimavky — o najmensi kontakt pipety so stenami
skamavky TOXI-TUBE.

6. Rekonstitucia odparku 0,7 ml MeOH/H,O (50/50) + 0,1 ml IS (DIPT,
2000 ng/ml).

7. Podrobenie rekonstituovaného vzorku ultracentrifugécii pri 30 000 ot/min po
dobu 10 minut. Odstredend vzorka nasledne prenesena do vzorkovej skumavky
priamou dekantaciou.

8. LC-MS/MS analyza.

Vytaznost’ extrakcie

7 dovodu nedostupnosti znaceného i1 neznaceného Standardného materidlu nebola
stanovend vytaznost (recovery) extrakcie.

Extrakéné metody sme overovali z hl'adiska extrakéného Casu. Prebehla extrakcia PSC
aPSB podla navodu vypracovaného PharmDr. Viktorom VofiSkom na otacavej
trepacke v dizke 15, 20, 60 a90 mint. Vrchol extrakcie obsahovych latok bol
stanoveny na 20 minut, priom s predizenim extrakéného &asu nebol zaznamenany

Statisticky vyznamny vzostup extrahovanych latok.

6.3.3 Podmienky LC-MS/MS

Kvantifikacia a detekcia psilocinu a psilocybinu vo vysSie uvedenych vzorkach
bola prevedena s vyuzitim HPLC-MS/MS (LIT).
Bola pouzitd separacnd kolona Hypersil GOLD, 25005 — 152130 (Thermo Scientific)
srozmermi 150 x 2,1 mm a zrnitostou 5 um. Vzorky boli na koléonu davkované
autosamplerom HTS PAL (CTC ANALYTICS AG) stermostatom od firmy CTC
ANALYTICS AG. Systém bol doplneny HPLC pumpou Rheos 2200 (FLUX
Instrument). Mobilna faza bola zlozena z kyseliny mravcej (MFA) a acetonitrilu (MFB).
Separécia prebehla gradientovou eluciou s prietokom 300 pl/min. (Vid’ Tabulka 8 Profil

gradientu MF v priebehu separacie). Celkovy cas separdcie bol 20 min.
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Po separacii vzorick HPLC syst¢tmom boli detekované hmotnostnym
spektrometrom LTQ XL (Thermo Fisher Corporation) s ionizaciou elektrosprejom.
Zdrojom suSiaceho plynu bol kvapalny dusik. Detektor (idnovd pasca) skenuje
simultanne analyt a IS. Konkrétne skenuje m/z [M+H]"
205,2 (PSC); 303,1 (IS); 284,9 (PSB) arange skenu bol nastaveny na 55-240 (PSC),
80-320 (IS), 75-300 (PSB). Normalizovand kolizna energia mala hodnoty
PSC 28%, IS 30% a PSB 30%. Skenovaci ¢as bol 20 mS.

Ladenie (tuning) metody zahfiialo nastavenie napitia na tryske ESI (5kV), el. prudu
kapilary (0,3-0,4 pA), susiaceho plynu (45 jednotiek), pomocného plynu (15 jednotiek),
napétia na kapilare (49 V) a teploty na kapilare (295°C).

VysSie popisovand pouzitd analytickd metéda je validovand pre stanovenie
psilocinu v sére a odtial' aplikovand na hubovy material. Je kontrolovana externou
kontrolou kvality podla GTFCH (Gesellschaft fiir Toxikologische und Forensische
Chemie, ref. Anhang B, seite 1 von 24).

Tabul’ka 8 Profil gradientu MF v priebehu separacie

Cas (min.) MFA (%) MFB (%)
0.00 95.0 5.0
0.02 95.0 5.0
0.10 95.0 5.0
3.00 55.0 45.0
5.00 30.0 70.0
7.00 5.0 95.0
10.00 5.0 95.0
15.00 95.0 5.0
20.00 95.0 5.0
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IV. VYSLEDKY A DISKUSIA

7. Vysledky

7.1 Obsah PSC a PSB podPa lokalit

Vzorky boli zozbierané¢ z 10 lokalit. V jednej lokalite boli zbierané¢ huby vzdy
1 druhu. Tabulka uvadza jednotlivé lokality s poctom ndlezisk. Obsah vody je uvedeny
ako priemerna hodnota z jednotlivych nalezisk. Stanoveny obsah PSC a PSB je uvedeny
ako rozsah hodndt stanoveny z jednotlivych nélezisk v ramci jednej lokality. Je uvedeny

v percentach na susinu. Kazda vzorka bola zmerana trikrat. (Vid’ Tabulka 9)

Tabulka 9 Obsah PSC a PSB podPa lokalit

Y ) Pocet Obsah Obsah PSC Obsah PSB

C. Lokalita Druh nilezisk  vody (%) (%) (%)

1 Moravskoslezské PB 5 90,43 0,001 - 0,01 0,015 -0,075

beskydy, Ostrava

Mala Fatra,

2 Martinské hole PS 2 92,76 0,002 -0,011 0,140 - 0,292

3 Nizke Tatry, PS D) 91,96 0,0006 - 0,004 0,106 - 0,326

Jasna

4 Velka Fatra, PS 2 85,43 0,0005 - 0,003 0,101 -0,175
Smrekovica

g Oravskd Magura, 1o 1 63,14 0,002 - 0,007 0,163 - 0,213

Hrustin

¢ Javomiky,Dlhd .o 3 94,15 0,001 - 0,004 0,156 - 0,509
n. Kysucou

- Javorniky, PS 2 93,87 0,001 - 0,005 0,205 - 0,763
Podvysoka

g  NizkeTatry, oo 2 65,69  0,0008-0,005 0,107 - 0,208

Certovica

9 Nl‘kae, Tatry, PS 1 80,22 0,005 -0,007 0,125-0,186

Nizna Boca
Mal¢ Karpaty,
10 Cerveny Kameti, PB 2 89 0,004 - 0,006 0,077 - 0,092
Casta
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7.2 Obsah PSC a PSB podl’a druhov

Préaca pojednava o druhoch Psilocybe seminlanceata a Psilocybe serbica var. bohemica.

V tabulke vidime vysledny obsah alkaloidov psilocinu a psilocybinu podla druhu

v percentach na susinu. (Vid’ Tabulka 10)

Tabul’ka 10 Obsah PSC a PSB podl’a druhov

Druh Pocet Obsah PSC (%) Obsah PSB
nalezisk (%)
Psilocybe bohemica 7 0,001 - 0,011 0,01 - 0,07
Psilocybe semilanceata 15 0,0005 -0,011 0,074 - 0,763
Graf obsahovych latok podl’a druhov
Obsah PSC a PSB podla druhov
0,18
0.1643
0,16 I
0,14 ]
0,12 I
0,1 —]
m PSC
0,08 ] PSB
0,06 I
0,04 0,0375
0,02 I
0,0027 0,0038
0 I

Psilocybe bohemica

Psilocybe semilanceata
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8. Diskusia

Diplomové praca pojednava o druhoch Psilocybe serbica var. bohemica a Psilocybe
semilanceata.

V prvej Casti vyskumu prebehli samotné zbery Psilocybe na izemi Slovenskej
republiky a Moravskoslezského kraja. Spravne druhové wurCenie zastreSil clen
mykologickej spolocnosti Mgr. Jan Wipler. Naleziskd hub zodpovedali miestam
vyskytu popisovanym v literattre. [8,12,13]

Psilocybe serbica var. bohemica bola zozbierana v opadanych listnatych az zmieSanych
lesoch (Ostrava, Casta) po prvych prizemnych mrazoch.
Naproti tomu Psilocybe semilanceata sme nachadzali najméd na lukach a pastvinach,
Casto bol jej vyskyt spajany srastom metlice trsnatej - Deschampsia cespitosa
(Martinské hole, Certovica, Jasna Nizke Tatry,...).

Celkovo boli vzorky zozbierané z 10 lokalit, pricom CastejSim nalezom bola Psilocybe
semilanceata. Psilocybe serbica var. bohemica sme zaznamenali na 2 lokalitach.
Nadmorska vyska nalezisk sa pohybovala v rozmedzi 230 m.n.m. (Ostrava) — 1378
m.n.m.(Certovica).

Dalou ¢astou stanovovania bolo zistenie mnozstva vody vo vzorkach. Nami
stanoveny priemerny obsah vody je 87,07 % =+ 10,91 %. Tento nélez odpoveda
hodnotam uvedenym v literatire. [14] Obsah vody sa liSil v zavislosti na pocasi. V
mrazivé a suché dni bol zaznamenany obsah vody 61 — 80 %, pri€om za dazdivych ¢i
slnecnych dni s dostatkom vlhkosti bol obsah vody vo vicsine pripadov nad 90 %.

Do dneSného diia bolo publikovanych mnoZstvo $tadii opisujucich metddy
stanovovania obsahovych latok psilocinu a psilocybinu. Délezitym faktorom pri
publikacii vysledkov je ich Statistickd vyznamnost, ktora je v mnohych pripadoch pre
maly pocet vzoriek nedostacujuca. [14,31,32] NaSa praca pracuje s 22 vzorkami z 10
lokalit, ¢o je na hranici prijatel'nosti.

Metoda stanovovania a extrakéné postupy boli navrhnuté PharmDr. Viktorom
Votiskom podla $tandardnych operaénych postupov UKBD FN v Hradci Kralové.
Rovnako ako majorita uverejnenych vyskumov sme vychadzali z metanolovej extrakcie
PSC a PSB. [31,32] Extrak¢né postupy zahfnali aditiva Specifické pre PSC a PSB.

U psilocinu to bola kombinacia etylacetatu a dichlormetanu s pridavkom hydroxidu
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sodného. Psilocybin bol extrahovany metanolom a etylacetatom s pridavkom hydroxidu
amoénneho a fosfatového pufru.

Ako interny Standard bol pouzity DIPT (diisopropyltryptamin) z dovodu nedostupnosti
znacené¢ho 1neznaCené¢ho Standardu psilocinu a psilocybinu. Z rovnakého doévodu
nebola stanovena vyt'aznost’ extrakcie a zvolené extrakéné postupy sme porovnavali len
z ¢asového hladiska. V tomto pripade sa ukazala ako najvyhodnejSia extrakcia na
otacavej trepacke v Case 20 minut, pricom so zvySujucim sa ¢asom extrakcie sme
nezaznamenali Statisticky vyznamny vzostup PSC a PSB.

Pre d’al$ie pokra¢ovanie vyskumu navrhujem zabezpecit’ prislusné certifikované
Standardy a uskuto¢nit’ vnutorni kalibraciu metddy a celkovi vytaznost extrakcie.
Analytickou metédou vol'by bola LC-MS/MS (LIT) z ddvodu vysokej Specificity
a presnosti vysledkov. Metoda je schopna bezpecne odlisit’ psilocin a psilocybin.
V d’alSom vyskume je nevyhnutné zabezpecit’ Standardy psilocinu a psilocybinu, ¢im by
sme zabezpecili zvySenie presnosti vysledkov a tiez sa venovat’ skrateniu doby analyzy.
Pre nedostupnost’ opisovanych materidlov méZeme nami pouziti metddu oznacit’ len za
semikvantitativnu. Metdda nebola v ramci vyskumu validovana na hubovy material.
Validécia sa preto stava nutnostou pri d’alSom vyskume.

Obsah PSC aPSB bol porovnavany z hladiska druhov a lokalit vyskytu.
Kvalitativne boli obsahové latky identifikované vo vSetkych  vzorkéch.
Kvantitativne bol obsah PSC a PSB v kazdej vzorke stanoveny trikrat. V pripade jedne;j
vzorky prebehli 2 merania z dovodu nedostatku materialu. Vysledky su, rovnako ako v
publikovanych Stadiach, uvedené v rozmedzi hodndt stanovenom z jednotlivych
nalezisk v rdmci jednej lokality a sl porovnatelné s vysSie uvedenymi Stadiami. [31,32]
Obsah  akaloidov  stanovenych v P.bohemica bol: PSC 0,001-0,011 %
a PSB 0,01 — 0,07%. P.semilanceata obsahovala 0,0005 — 0,011 % PSC a 0,074 — 0,763
% PSB. Zuvedenych hodné6t vidime urcity rozptyl vysledkov. Ten je s najvicSou
pravdepodobnostou spésobeny roznymi naleziskami vybranych druhov rodu Psilocybe
(rozne fytogeografické podmienky ovplyvnili koneéné mnozstvo obsahovych latok), no
taktiez moéze byt ovplyvneny nehomogenitou materidlu pri spracovani vzoriek
anerovnomernym rozlozenim psilocybinovych alkaloidov v hube. V dalSich

vyskumoch je pre lepSie spracovanie materialu nutné pouzitie homogenizatoru. [17]
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ZAVER

Cielom diplomovej prace bolo zmapovanie vyskytu vybranych druhov rodu
Psilocybe, d’alej zistenie obsahu vody vo vzorkach Psilocybe a zistenie mnozstva

obsahovych latok psilocinu a psilocybinu.

Préaca pojednava o 22 vzorkach zozbieranych z 10 lokalit. Psilocybe serbica var.
bohemica bola identifikovand na 2 a Psilocybe semilanceata na 8§ lokalitich v ramci
Slovenskej republiky a Moravskoslezského kraja. Nadmorska vySka nalezisk sa
pohybovala v rozmedzi 230 m.n.m. — 1378 m.n.m. Spravnost’ druhového urcenia bola
konzultovand s Mgr. Janom Wiplerom, c¢lenom mykologickej spolocnosti.
Priemerny obsah vody vo vzorkach bol 87,07 % =+ 10,91%. Z vysledkov vyplyva,

ze obsah vody je zavisly na podmienkach pocasia.
Kvalitativne boli alkaloidy zistené vo vSetkych vzorkach.

Vysledky st v jednotlivych lokalitich obdobné, znac¢ny rozdiel badame
v roznych druhoch Psilocybe. Obsah akaloidov stanovenych v P.bohemica bol:
PSC 0,001-0,011 % a PSB 0,01 — 0,07 %. P.semilanceata obsahovala 0,0005 — 0,011 %
PSC a 0,074 — 0,763 % PSB. Vysledky st uvedené v % na suSinu.

Zvolena analytickd metéda LC-MS/MS sa pri stanoveni PSC a PSB osvedcila
pre velku Specificitu a presnost vysledkov. Pre wurcité nedostatky vyzadujice
optimalizaciu metody mdzeme nami pouziti metédu vyuzit' len k semikvantitativnemu
hodnoteniu. Najmi rozptyl vysledkov spdsobeny s najvdc¢Sou pravdepodobnostou
roznymi fytogeografickymi podmienkami nélezisk vybranych druhov Psilocybe,
ktory taktiez mdze byt ovplyvneny nedokonalou homogenizaciou vzoriek vyZaduje
v dalSich Studiach vyuzitie pristrojovej homogenizacie. Pre absolutnu kvantifikéciu je
potrebné zabezpeclit' Standardy psilocinu a psilocybinu nutné pre prevedenie vnutornej

kalibracie a naslednej validacie pouZitej analytickej metddy pre hubovy material.
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