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Oblast techniky

Vyndlez se tykd nové pfipravenych derivatd syntetickych kanabinoidii, soudésti jejichz
struktury je kratky spojovaci muistek nesouci karboxylovou funkéni skupinu, a chemickych
postupii vedoucich k pfipravé takovychto slou¢enin. Tyto derivaty syntetickych kanabinoidii
Ize s vyhodou vyuZit pro konjugaci s fluorescentni znatkou, ktera by nasledné¢ umoznila
vizualizaci interakci takto znadenych ligandt s kanabinoidnimi receptory, ¢i pro pfipravu
imunogend konjugaci s nosnym proteinem. Polyklonalni kralici protilatky ziskané z
imunizovanych laboratornich zvitat Ize uplatnit pi vyvoji rychlych, uZivatelsky pfijemnych

imunochemickych testi formatu LFIA (Lateral-Flow Immunochromatographic Assay).

Dosavadni stav techniky

Na drogové scéné se v poslednich letech kromé tradiénich drog (kokain, opiaty, amfetaminy,
kanabinoidy) objevuji také nové syntetické drogy (NSD). Davodem je snaha vyrobcl a
distributorii obejit stivajici legislativni normy, v nichZ jsou omamné a psychotropni latky
vymezeny obvykle taxativné. Na ilegalni trh se tak dostivaji analoga zndmych latek s
psychotropnim potencialem, ktera dosud nejsou uvedena na seznamu ilegalnich latek, nebo
jejichZ prekurzory nejsou monitorovanymi substancemi. Hlavni nebezpedi spojené s uzivanim
téchto novych syntetickych drog (NSD) tkvi v nedostatku informaci o jejich
farmakokinetickém a toxikologickém chovani, nebot’ tyto latky nepro$ly Zadnymi klinickymi
testy.

PoCetné nejbohatdi a ze strukturniho hlediska znaén& rozmanitou skupinou NSD jsou
syntetické kanabinoidy. Tyto latky se vaZi na kanabinoidni receptory, coZ jsou s G-proteinem
spfaZené transmembranové receptory. Podtyp receptoru CB1 se nachazi ptedeviim v centralni
nervové soustavé, podtyp CB2 je exprimovan zejména v butikich imunitniho systému.
Endokanabinoidni systém dodnes nebyl zcela pochopen. Je viak znimo, Ze endogenni
kanabinoidy, jejichZ nejzndm&j$im zéstupcem je anandamid, ovliviiuji citéni bolesti, naladu,
pamét, ale i chut’ k jidlu. Ke kanabinoidnim receptoriim se vaZe té7 celd fada exogennich
slougenin, k nejvyznamng&j$im patii aktivni slozky konopi A9-tetrahydrokanabinol (THC) a
kanabidiol (CBD), které jsou parcialnimi agonisty obou zminénych podtypi receptort.

Syntetické kanabinoidy jsou plni agonist¢ kanabinoidnich receptori s mnohem



dramati¢téjSimi psychickymi 0¢inky. Zaznamendna byla cela fada intoxikaci, které mély v
nekterych pfipadech i fatélni disledky. Popsany jsou i ptipady indukované psychézy. (Banister
SD, Wilkinson SM, Longworth M, Stuart J, Apetz N, English K, Brooker L, Goebel C, Hibbs DE, Glass M, Connor M,

McGregor IS, Kassiou M. The Synthesis and Pharmacological Evaluation of Adamantane-Derived Indoles: Cannabimimetic
Drugs of Abuse. Chem. Neurosci. 2013;4:1081-92.)

Tradi¢ni drogy lze detekovat pomoci komerénich imunochemickych testi zaloZenych na
selektivni reakci protilatky a antigenu, kterym je v tomto pfipadé hledand omamna &
psychotropni latka. K detekci NSD v3ak tyto testy pouZit nelze. (Palenitek T, Kuchat M. Je mozné
detekee a identifikace novych syntetickych drog (NSD) pomoci orientatnich testa? Adiktologie 2011;11:208-14.) Odhalit
intoxikaci osob riovymi syntetickymi drogami je moZné pomoci metod klinické biochemie, a
to zejména analyzou pomoci plynové chromatografie s hmotnostnim detektorem (LC-MS),
coZ je pomémé naroéné jak na pistroje, tak na odbornost obsluhy. Sestaveni ptistrojové
nenaro¢nych, jednoduchych, uZivatelsky pijemnych imunochemickych testi na principu
LFIA (Lateral Flow Immunochromatographic Assay) by umoziiovalo daleko rychlej$i a
levn€jsi orientatni detekci latek v biologickém materialu ve zdravotnictvi nebo pfi dopravnich
kontrolach fidi¢a.

PfestoZe existuje mnoho evaluovanych imunochemickych testi pro stanoveni
tradiCnich kanabinoidl, moZnosti imunoanalyzy syntetickych kanabinoidi jsou omezené. V
literatufe jsou popsany piiklady metod pro ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)

stanoveni JWH-018 a JWH-250 v krvi, krevnim séru a moé&i (Amtson A, Ofsa B, Lancaster D, Simon JR,
McMullin M, Logan B. Validation of a Novel Immunoassay for the Detection of Synthetic Cannabinoids and Metabolites in
Urine Specimens. J. Anal. Toxicol. 2013; 37:284-90.), JWH-200 ve slindch (Rodrigues WC, Catbagan P, Rana S,
Wang G, Moore C. Detection of Synthetic Cannabinoids in Oral Fluid Using ELISA and LC-MS-MS. J. Anal. Toxicol.
2013; 37:526-33.) a HEIA (Homogenous Enzyme ImmunoAssay) stanoveni JWH-018 N-pentanové kyseliny,
coZ je vyznamny metabolit JWH-018, v mo&i (Bames AJ, Young S, Spinelli E, Martin T™, Klette KL,

Huestis MA. Evaluation of a homogenous enzyme immunoassay for the detection of synthetic cannabinoids in urine.
Forensic Sci Int. 2014;241:27-34.).

Jako nosi€ové proteiny se pouzivaji hovézi sérovy albumin (BSA), hovézi
thyroglobumin (BTG), popf. dalsi proteiny vhodnych vlastnosti. Konjugaty se ptipravuji
reakei aktivované formy haptenu (reaktivni anhydridy & estery) s g-aminoskupinami
lysinovych zbytkt proteinu za vytvofeni amidovych vazeb. Konjugaci se dosahne statisticky

nahodného obsazeni lysyli pfitomnych v proteinu.



Podstata vyndlezu

Podstatou vyndlezu jsou nové derivaty syntetickych kanabinoidd. Tyto derivaty nesou kratky
spojovaci mistek s karboxylovou skupinou. Spojovaci miistek je vyuZitelny pro piipojeni
fluorescentni znaCky, kterd nasledné umozni vizualizaci interakci kanabinoidd s
kanabinoidnimi receptory, ¢i je karboxylovd skupina spojovactho mistku vyuZitelnd pro
pfipravu imunogenti konjugaci s nosnym proteinem. Z laboratornich zvifat imunizovanych
témito imunogeny lze ziskat polyklonalni krali¢i protilitky a uplatnit je pfi vyvoji
imunoanalytickych metod stanoveni syntetickych kanabinoidi.

Spojovaci mustek je pfipojen pres kyslik v poloze 4 benzenového jadra 1-alkyl-3-
~ benzoylindolii nebo v poloze 4 naftalenu u 1-alkyl-3-naftoylindolt ¢i p¥imo na dusiku 1-
- alkyl-7H-indol-3-karboxamidu.

Slougeniny obecného vzorce V a VI se pfipravi tak, Ze se spojovaci miistek zavede pfimo na

vychozi primdrni amin jeho N-alkylaci ethyl-esterem w-bromalkanové kyseliny. Ziskany

sekundarni amin je acylovan chloridem alkyl-/H-indol-3-karboxylové kyseliny. Finalni

produkty jsou ziskany hydrolyzou pt¥islu$nych esterti.

Pfipravené derivaty syntetickych kanabinoidd lze s vyhodou vyuZit pro konjugaci s
fluorescentni znatkou, kterd by nésledné umoZnila vizualizaci interakci takto znagenych
ligandi s kanabinoidnimi receptory, ¢ pro ptipravu imunogeni konjugaci s nosnym
proteinem. Polyklondlni krali¢i protilatky ziskané z imunizovanych laboratornich zvifat 1ze
uplatnit pfi vyvoji rychlych, uZivatelsky pi{jemnych imunochemickych testd forméatu LFIA
(Lateral-Flow Immunochromatographic Assay).
Pro ziskani protilatek proti témto syntetickym kanabinoidim, tedy nizkomolekularnim 14tkam
(hapteniim), bylo nutné pfipojit je k nosnému proteinu. Pro tyto Gi¢ely byl jako vhodny nosny
protein vybran hovézi sérovy albumin (BSA). Pii tvorbé konjugatii byla vyuZita metoda
aktivovaného esteru, pfi niZ je hapten reakei s N,N’-dicyklohexylkarbodiimidem (DCC) a N-
- hydroxysukcinimidem (NHS) nejprve pfeveden na nestabilni derivat O-acylisomo&oviny, a
poté na aktivovany ester. Vlastni konjugaéni reakce, pfi niZ dochazi k tvorbé amidové vazby
mezi karboxylovou skupinou haptenu a primérni aminoskupinou aminokyseliny lysinu v

BSA, pak probihala v reverznim micelarnim prostfedi anionaktivniho tenzidu.
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Zptisob piipravy derivatl syntetickych kanabinoidi

Zatimco 4-benzyloxybenzoova kyselina byla pfipravena standardnim, v literatufe popsanym
zpisobem, pro pfipravu 4-benzyloxynaftalen-1*karboxylové kyseliny je predstavena
inovativni syntetickd cesta. V molekule 1-benzyloxy4-bromnaftalenu je brom nejprve
nahrazen nitrilovou funkéni skupinou pfi Rosenmundové — von Braunové reakci. Redukce
ziskaného nitrilu diisobutylaluminium hydridem a zpétnd oxidace aldehydu oxidem
stfibrym, pfipravovanym in situ z dusi¢nanu stéibrného a hydroxidu sodného, umozZni zavést
do molekuly karboxylovou funkéni skupinu s vy$§im vytéZkem, nez publikovany postup
zaloZeny na lithiaci a nasledné reakci organokovového species s oxidem uhli¢itym, pfestoze je
reaké¢ni sekvence delsi.

Slouc¢eniny obecného vzorce V a VI se pfipravi tak, Ze se spojovaci mistek zavede pfimo na
vychozi primarmi amin jeho N-alkylaci ethyl-esterem w®-bromalkanové kyseliny. Ziskany
sekundarni amin je acylovan chloridem alkyl-/H-indol-3-karboxylové Kyseliny. Findlni
produkty jsou ziskdny hydrolyzou pfislusnych esteri. Vzhledem k dostupnosti vychozich
surovin a nizkému poctu reakénich kroki je tato synteticka cesta vyhodna, pfestoZe vytézky
acylatni reakce, pravdépodobné z diivodu sterické naro¢nosti substituent na dusiku, nejsou

vysoké.

Metodou enzymové imunoanalyzy byly testovany interakce polyklonalnich kraliGich
protilatek pfipravenych proti pfislusnym syntetickym kanabinoidim. S protilatkami
vykazujicimi nejlep$i charakteristiky byly pro imunochemické stanoveni optimalizovany
a charakterizovany varianty ELISA v nepfimém kompetitivnim uspofadani. Byl uréen
vyznamny analyticky parametr tzv. 50% intercept, (Iso, viz tabulka). Isy pfedstavuje
koncentraci analytu, potfebnou k vyvazani 50 % protilatek pfitomnych v reakénim roztoku,

kterd je nezbytna pro kvalitativni stanoveni syntetického kanabinoidu v neznimém vzorku.

Pfi imunoanalyze v nepfimém kompetitivnim uspofddani soutéZi antigen zakotveny na
pevném nosi€i (imobilizaéni konjugdt) se stanovovanym antigenem ve vzorku o omezeny
polet vazebnych mist na molekulach protilatky. Cim vice antigenu obsahuje analyzovany
vzorek, tim méné protilatky se navaZe na zakotveny antigen. Nenavazané sloZKy se odstrani a
piidd se enzymem znaCena sekundarni protilatka proti navazané protilatce. Detekce je
uskuteénéna enzymovou reakci, kdy vznikd barevny produkt, jehoZ intenzita zbarveni je

meéfena spektrofotometricky.



Piehled obrazkl na vvkresech

Obr.1: Schéma syntézy haptenu V

Obr.2: Schéma syntézy haptenu VI

Obr.3: Schéma provedené konjugace hapten s BSA

Obr.4: MALDI spektrum prokazujici strukturu pfipraveného konjugatu haptenu V s BSA,

detekujici, Ze 49 molekul haptenu V se primémé navazalo na nosny protein — BSA

Obr.5: MALDI spektrum prokazujici strukturu pfipraveného konjugitu haptenu VI s BSA,
detekujici, Ze 43 molekul haptenu VI se primérné navazalo na nosny protein — BSA

Obr.6: Schématicky prib&h nep¥imé kompetitivni ELISA; A imobilizace konjugatu na stény
jamek mikrotitraéni desti¢ky; B aplikace kompetujicich slozek; C aplikace sekundérni
protilatky znaCené enzymem (peroxidasou); D aplikace substratu pro peroxidasu;

E enzymova reakce peroxidasy se substratem; F zastaveni enzymové reakce kyselinou

sirovou; e

imobiliza¢ni konjugat;® cilovy analyt ve vzorku; Y primarni protilatka;
K sekundarni protilatka znagena enzymem,; c’substrait pro peroxidasu.

Obr.7: Piehled pouZitych konjugati a protilatek pfi vyvoji metod ELISA; BSA: hovézi sérovy
albumin z ang. bovine serum albumin; specificka protilatka: protildtka proti imunogenu
ptislusného kanabinoidu s BSA

Obr.8: Chemicka struktura haptenu V

Obr.9: Chemicka struktura haptenu VI



Priklady provedeni vynalezu

Pfiklad 1

Syntéza haptenu V

1-pentyl-/H-indol-3-karboxylova kyselina (1273 mg, 5,50 mmol) byla rozpusténa v suchém
dichlormethanu (40 mL), k roztoku bylo pfidano né&kolik kapek N,N-dimethylformamidu a
stfikatkou byl postupné pfikapavan oxalylchlorid (944 pL, 11,00 mmol). Po pfidani
veSkerého oxalylchloridu byla reakéni smés jesté 1 hodinu michéna pii laboratorni teplot&.
Byl pfidan toluen (10 mL), pfebyte¢ny oxalylchlorid a rozpoustédla byly odpafeny. Surovy
produkt
1-pentyl-1 H-indol-3-karbonylchlorid byl bez dal3iho &isténi pouzit v nasledné reakci.
Ethyl-4-(naftalen-1-ylamino)butanoat (348 mg, 1,35 mmol) byl rozpustén v suchém
dichlormethanu (25 mL), k roztoku byl pfidan triethylamin (394 pL, 2,82 mmol). Po 60
minutach byl stiikackou ptikapan roztok 1-pentyl-/H-indol-3-karbonylchloridu (283 mg, 1,13
mmol) v suchém dichlormethanu (5 mL), reakéni sm&s byla 20 hodin michéna pfi laboratorni
teploté. Rozpoustédlo bylo odpafeno a odparek extrahovan mezi ethyl-acetdt a vodu.
Organicka faze byla postupné promyta tfemi podily 1 mol/l kyseliny chlorovodikové, tfemi
podily nasyceného roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného a nasycenym roztokem chloridu
sodného, poté byla vysuSena pomoci siranu hofe¢natého. Ethyl-acetat byl odpafen a produkt
pfecistén sloupcovou chromatografii (hexan-ethyl-acetat, gradient 20/1—5/1). Byl izolovan
produkt ethyl-4-[N-(naftalen-1-yl)-1-(1-pentyl-1 H-indol-3-yl)formamido]butanoat (324 mg,
0,69 mmol) ve vytézku 61 %.
Ethyl-4-[N-(naftalen-1-yl)-1-(1-pentyl-/ H-indol-3-yl)formamido]butanoat (142 mg, 0,30
mmol) byl rozpustén v ethanolu (20 mL), k roztoku byl stikackou piikapan 1 M roztok
hydroxidu sodného (18 mg, 0,45 mmol) ve vodé. Reakce probihala 90 minut pfi teploté 60
°C. Ethanol byl odpaten, vodna faze byla zfedéna 1 mol/l roztokem kyseliny chlorovodikové
a protiepana se dvéma podily dichlormethanu. Organické extrakty byly spojeny a vysuSeny
pomoci siranu hofe¢natého. Dichlormethan byl odpafen a produkt pregidtén sloupcovou
chromatografii (dichlormethan-methanol, gradient 99/1—10/1). Byl izolovan produkt 4-[N-
—(naftalen-1-yl)-1-(1-pentyl-/ H-indol-3-yl)formamido]butanova kyselina (107 mg, 0,24 mmol)
ve vytézku 80 %.
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1H NMR (300 MHz, CDCl3) & ppm: 0.61 - 0.75 (m, 5 H), 1.03 (q, J=7.20 Hz, 2 H), 1.30 (¢,
J=7,50 Hz, 2 H), 1.96 - 2,14 (m, 2 H), 2.55 (t, J=6.60 Hz, 2 H), 3.58 (t, J=6.60 Hz, 3 H), 4.58
(quint, J=6.60 Hz, 1 H), 5.61 (s, 1 H), 7.11 - 7.23 (m, 4 H, ArH), 7.38 (d, J=6.90 Hz, 1 H,
ArH), 7.46 - 7.53 (m, 3 H, ArH), 7.91 - 7.95 (m, 3 H, ArH), 7.47 (d, J=7.50 Hz, 1 H, ArH).
13C NMR (75 MHz, CDCI3) & ppm: 13.86, 22.06, 23.90, 28.37, 28.78, 32.21, 46.32, 49.26,
108.17, 109.32, 121.62, 122.63, 122.88, 122.91, 125.90, 126.97, 127.43, 127.80, 128.69,
128.84, 128.89, 130.78, 131.65, 134.92, 135.22, 139.76, 167.09, 178.47. IC (CHCls): 3130,
3067, 3050, 2955, 2927, 2872, 2855, 2700, 2628, 1704. 1626. 1589. 1572. 1523, 1509, 1484,
1466, 1449, 1415, 1395, 1377, 1359, 1311, 1292, 1281, 1249, 1226, 1199, 1164, 1125, 1115,
1073, 1015, 953, 927, 896, 857, 803, 789, 777, 744, 680, 658, 569, 421. HRMS-ESI:
monoisotopickd hmota: 442.22564 Da, nalezeno (m/z) 443.23304 (vypoéteno 443.23292)
odpovida iontu [M+H]+ pfipravené latky.

Ptiklad 2
Syntéza haptenu VI

Ethyl-4-(adamantan-1-ylamino)butanoat hydrochlorid (275 mg, 0,91 mmol) byl rozpustén v
suchém dichlormethanu (25 mL), k roztoku byl pfidan triethylamin (407 pL, 2,92 mmol). Po
2 hodinach byl stiikackou pfikapan roztok 1-pentyl-/H-indol-3-karbonylchloridu (250 mg,
1,00 mmol) v suchém dichlormethanu (5 mL), reakéni smés byla 20 hodin michana pti
laboratorni teploté. Rozpoustédlo bylo odpafeno a odparek extrahovan mezi ethyl-acetat a
vodu. Organicka faze byla postupné promyta tfemi podily 1 mol/l kyseliny chlorovodikové,
tfemi podily nasyceného roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného a nasycenym roztokem chloridu
sodného, poté byla vysuSena pomoci siranu hote¢natého. Ethyl-acetat byl odpafen a produkt
pfecistén sloupcovou chromatografii (hexan-aceton, gradient 99/1—4/5). Byl izolovan
produkt ethyl-4-[N-(adamantan-1-yl)-1-(1-pentyl- H-indol-3-yl)formamido]butanoat (201
mg, 0,42 mmol) ve vytézku 46 %.

Ethyl-4-[N-(adamantan-1-yl)-1-(1-pentyl-/ H-indol-3-yl)formamido]butanoat (180 mg, 0,38
mmol) byl rozpu$tén v ethanolu (20 mL), k roztoku byl stfikatkou p¥ikapan 13:1\/1 roztok
hydroxidu sodného (34 mg, 0.85 mmol) ve vodé. Reakce probihala 90 minut pfi teploté 60
°C. Ethanol byl odpaten, vodna faze byla zfedéna 1 mol/l roztokem kyseliny chlorovodikové
a protfepana se dvéma podily dichlormethanu. Organické extrakty byly spojeny a vysuSeny
pomoci siranu hofe¢natého. Dichlormethan byl odpafen a produkt pfelistén sloupcovou

chromatografii (dichlormethan-methanol, gradient 99/1—10/1). Byl izolovan produkt 4-[N-
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— (adamantan-1-yl)-1-(1-pentyl-/ H-indol-3-yl)formamido]butanova kyselina (45 mg, 0,10
mmol) ve vytéZzku 27 %.
1H NMR (300 MHz, CDCl;) & ppm: 0.80 (t, J=6.90 Hz, 3 H, CH3), 1.19 - 1,27 (m, 4 H,
2xCHyp), 1.61 - 1.78 (m, 10 H, 3xCH,), 2.01 (t, J=7.50 Hz, 2 H, CH,COOH), 2.08 (s, 3 H, CH-

- CH,-CH), 2.28 (s, 6 H, CH,-CH-CH,), 3.54 (t, J=7.35 Hz, 2 H, NCH,), 4.00 (t, J=7.20 Hz, 2
H, NCH,), 7.06 - 7.25 (m, 3 H, ArH), 7.37 (s, 1 H, ArH), 7.48 (d, J=7,50 Hz, 1 H, ArH). 13C
NMR (75 MHz, CDCl3) 8 ppm: 14.02, 22.38, 27.98, 29.17, 29.81, 30.39, 31.16, 36.73, 40.91,
46.06, 49.72, 58.42, 110.04, 114.48, 120.24, 120.71, 122.18, 125.54, 130.55, 135.75, 169.62,
177.69. IC (CHCls): 3118, 3055, 2956, 2927, 2901, 2850, 2701, 2589, 2499, 1724, 1709,
1613, 1561, 1539, 1466, 1452, 1415, 1392, 1356, 1341, 1322, 1307, 1273, 1213, 1183, 1142,
1119, 1074, 1053, 1014, 979, 893, 854, 780, 741, 702, 573, 524, 436. HRMS-ESI:
monoisotopicka hmota: 450.28824 Da, nalezeno (m/z) 451.29553 (vypoéteno 451.29552)
odpovida iontu [M+H]+ a 473.27723 (vypo¢teno 473.473,27746) odpovida iontu [M+Na]+

pfipravené latky.

Ptiklad 3

Provedeni nepiimé nekompetitivni ELISY

Imobilizace konjugatu na stény jamek mikrotitra¢ni desti¢ky

Zasobni roztok imobiliza¢niho konjugitu (I-BSA — VI-BSA) byl vhodn¢ nafedén v 0,05 mol/l
karbonat-bikarbonatovém pufru, pH 9,6 a pipetovan do jamek mikrotitraéni destiCky v
mnoZstvi 100 pl na jamku. Imobilizace probihala ptes noc pii laboratorni teploté. Nenavazany
imobilizaéni konjugat byl nasledujici den odstranén pomoci automatické promyvacky 41\x 300

ul 0,01 mol/1 PBS-Tw (0,01 mol/l PBS, pH 7,4 obohaceny 0,05% Tweenem).

Aplikace kompetujicich slozek

Po promyti nenavazaného konjugatu byly do jamek mikrotitraéni desticky pipetovany
kompetujici slozky v potadi 50 pl roztoku antigenu (kalibra¢niho standardu nebo vzorku)
fedéného v PBS a 50 pl roztoku polyklonalni krali¢i protilatky fedéné v ptislusném pufru
(rizné pufry pro rizné systémy). Inkubace probihala za mirného tfepéani pfi laboratorni
teploté, po dobu 1 hodiny. Nezreagované imunoreaktanty byly odstranény opakovanym
promytim jamek 0,01 mol/l PBS-Tw (4}x 300 pul, promyvacka).



Aplikace sekundarni protilatky

Ke kvantifikaci navazanych krali¢ich protilatek na imobiliza¢ni konjugét bylo vyuZito tzv.
sekundarni protilatky GAR-Po (z angl. Goat Anti-Rabbit - kozi protilétky proti krali¢im
protilatkam znatené peroxidasou). Sekundéarni protilatka byla fedéna 1:10 000 v piislusném
pufru (v zavislosti na systému) a pipetovana v mnoZstvi 100 ul na jamku. Inkubace probihala
za mirného tfepani pii laboratorni teplot&, po dobu 1 hodiny. Nenavézana protilatka byla poté

A
odstranéna opakovanym promytim jamek 0,01 mol/l PBS-Tw (4’x 300 pl, promyvacka).
(V4

Aplikace substratu pro peroxidasu
Do kazdé jamky bylo nasledné& pfidano 100 pl &erstvé pfipraveného roztoku substratu pro

peroxidasu Enzymova reakce probihala za mirného tfepéani pfi laboratorni teplot& deset minut.

K zastaveni enzymové reakce byl pouzit ptidavek 2 mol/l kyseliny sirové v mnoZstvi 50 pl na
jamku. Absorbance reakéni smési byla méfena v jamkéach mikrotitraéni desti¢ky pfi vlnové
délce 450 nm.

Prumyslova vyuzitelnost

Aplikace v imunoanalytickych metodéch stanoveni syntetickych kanabinoidii ve formatech
neptimé ELISA, LFIA, FIA a dalsich, které vyuZivaji kompetice mezi haptenem — nékterym z
pfipravenych derivatG syntetickych kanabinoidd, a analytem — psychoaktivni latkou

pfitomnou ve vzorku, o vazebna mista protilatky.
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1. Derivat syntetického kanabinoidu o nazvu 4-[N-(Rj-1-yl)-1-(1-pentyl-1/H-
— indol-3-yl)formamido]butanova kyselina, pfi¢emZ R, je naftalen nebo

adamantan.

2. Derivét syntetického kanabinoidu podle naroku 5 o nazvu 4-[N-(naftalen-1-

-~ yl)-1-(1-pentyl-/ H-indol-3-yl)formamido]butanova kyselina a struktuie:

O
o 5
Qe

4

3. Derivét syntetického kanabinoidu podle naroku, 8 o nazvu 4-[N-(adamantan-1-

. yD-1-(1-pentyl-/ H-indol-3-yl)formamido]butanova kyselina a struktufe:

4. Zpisob piipravy derivatu syntetického kanabinoidu podle naroku 1 az 3

vyznacujici se tim, Ze vychozi adamantyl/naftylamin se podrobi N-

—alkylaci, kdy se piidd ethyl-ester wbromalkanové kyseliny, ke vzniklému

sekundérnimu aminu se pfida chlorid 1-alkylindol-3-karboxylové kyseliny a

provede se acylace, vznikly ester neseny na spojovacim mustku se v zasaditém
prostiedi hydrolyzuje na karboxylovou skupinu.

Yo vy’r;ia&
5. Pouziti derivétu syntetického kanabinoidu podle naroku 1 aZ 4{jake| prostfedku

pro vizualizaci interakci s kanabinoidnimi receptory.
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6. Pouziti derivatu syntetického kanabinoidu podle naroku 1 az 4jakeiprostiedku
pro piipravu imunogenti konjugaci s nosnym proteinem, pro ziskéni protilatky

pro analyzu drog interagujicich s kanabinoidnimi receptory.
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4-{N-(adamantan-1-yl)-1-(1-pentyl-1H-indol-3-ylformamido]butanova kyselina
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Obr. 5
koncentrace imunoreagencii (pg.mi?) Iso
-1
konjugat kanabinoidu imobitizacni specificks protilatka (ng.mi™)
s BSA (oznaceni) konjugat P P
I-BSA 0,3125 20 12,5
II-BSA 0,0125 1,25 0,4
IV-BSA 0,025 2,5 1,3
Obr. 7
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