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karboxylovou funk¢ni skupinu, a chemickych postupii
vedoucich k priprave takovychto sloucenin. Tyto derivaty
tryptaminu lze s vyhodou vyuzit pro pfipravu imunogenti
konjugaci s nosnym proteinem. Polyklonalni kralic¢i
protilatky ziskané z imunizovanych laboratornich zvifat
lze uplatnit pii vyvoji rychlych, uzivatelsky piijemnych
imunochemickych testii formatu LFIA (Lateral-Flow
Immunochromatographic Assay).
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Pouziti derivatu tryptaminu

Oblast techniky

Vynalez se tyka derivatl tryptaminu, soucasti jejichz struktury je kratky spojovaci mistek
nesouci karboxylovou funkéni skupinu, a chemickych postupti vedoucich k piipravé takovychto
sloucenin. Tyto derivaty tryptaminu lze s vyhodou vyuzit pro ptipravu imunogenti konjugaci s
nosnym proteinem. Polyklonalni krali¢i protilatky ziskané z imunizovanych laboratornich zvirat
Ize uplatnit pii vyvoji rychlych, uzivatelsky piijemnych imunochemickych testli formatu LFIA
(Lateral-Flow Immunochromatographic Assay).

Dosavadni stav techniky

Na drogové scéné se v poslednich letech kromé tradi¢nich drog (kokain, opiaty, amfetaminy,
kanabinoidy) objevuji také nové syntetické drogy (NSD). Diavodem je snaha vyrobcl a
distributorti obejit stavajici legislativni normy, v nichz jsou omamné a psychotropni latky
vymezeny obvykle taxativné. Na ilegalni trh se tak dostavaji analoga znamych latek s
psychotropnim potencialem, ktera dosud nejsou uvedena na seznamu ilegalnich latek, nebo
jejichz prekurzory nejsou monitorovanymi substancemi. Hlavni nebezpeci spojené s uzivanim
téchto novych syntetickych drog (NSD) tkvi v nedostatku informaci o jejich farmakokinetickém a
toxikologickém chovani, nebot’ tyto latky neprosly zadnymi klinickymi testy.

Mezi nové syntetické drogy se fadi i skupina latek zvana tryptaminy. Jedna se o halucinogenni
latky a krom¢ syntetickych derivati existuje i n¢kolik pfirodnich tryptaminti, které patii mezi
tradicni psychedelika. Tryptaminy jsou obecné agonisté serotoninovych 5-HT receptorl, za
halucinogenni efekt je zodpovédny agonismus predevsim 5-HT.x a 5-HTia subtypd téchto
receptord. Mezi nejznaméjsi piirodni tryptaminy patii psilocin a psilocybin, ucinné latky
obsazené v halucinogennich houbach, zejména v lysohlavkach (Psilocybe). Tradi¢ni roli
v jihoamerickych kulturach ma dimethyltryptamin (DMT), kde je uzivan zejména ve formé
ritualniho napoje ayahuasca. Napoj je piipravovan z né€kolika druhd psychotropnich rostlin
vyskytujicich se v Amazonii, zejména Psychotria viridis a Diplopterys cabrerana, obsahujici
jako aktivni latku pravé DMT. V dneSni dobé neni DMT zaleZitosti pouze Jizni Ameriky, ¢asto je
ptipravovan i synteticky a v €isté form¢ ho lze uzivat i koufenim ¢i intravenézné. Obecné plati,
ze k dosazeni halucinogenniho ucinku pfirodnich tryptamint pfi peroralnim uziti je nutné
zaroven uzit i inhibitor monoaminoxidasy (MAO), jinak dojde k rychlé metabolizaci tryptamint.
Na zaklad¢ strukturnich variaci bylo syntetizovano nékolik desitek syntetickych tryptamind,
jejichz vlastnosti jsou zavislé na strukturnich modifikacich a daji se shrnout do n¢kolika
zakladnich skupin. Jednoduché syntetické tryptaminy, odvozené od DMT pouze variaci
alkylovych substituenti na aminoskuping, ptisobi na organismus podobn¢ jako DMT, pouze s tim
rozdilem, Ze nejsou po uziti rozkladany MAO a jsou u¢inné i peroralné. Derivaty substituované v
a-poloze jsou diky této substituci UCinnymi inhibitory MAO a zaroven maji kromé
halucinogennich i vyraznéjsi stimulacni G¢inky. Derivaty modifikované v poloze 5, nejcastéji
methoxy skupinou, vykazuji podobné ucCinky jako latky nesubstituované, jsou vSak vyrazné
ucinnéjsi. Mezi nejrozsifenéjsi syntetické tryptaminy se fadi S-methoxydimethyltryptamin (5-
MeO-DMT), diisopropyltryptamin (DiPT), 5-methoxydiisopropyltryptamin (5-MeO-DiPT), alfa-
methyltryptamin (a-MT) a S-methoxydiallyltryptamin (5-MeO-DALT). S vyjimkou 5-MeO-
DMT lze vSechny tyto derivaty uzit peroralné¢ bez nutnosti uziti inhibitoru MAO. 5-MeO-DiPT je
velmi potentni psychedelikum s dlouhou dobou tcinku, jeho t¢inna davka se pohybuje okolo 10
mg.

Tradiéni drogy lze detekovat pomoci komercnich imunochemickych testi zaloZenych na
selektivni reakci protilatky a antigenu, kterym je v tomto piipadé¢ hledand omamna ci
psychotropni latka. K detekci NSD vSak tyto testy pouzit nelze. (Palenicek T, Kuchai M. Je
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mozna detekce a identifikace novych syntetickych drog (NSD) pomoci orientacnich testd?
Adiktologie 2011;11:208-14.) Odhalit intoxikaci osob novymi syntetickymi drogami je mozné
pomoci metod klinické biochemie, a to zejména analyzou pomoci plynové ¢i kapalinové
chromatografie s hmotnostnim detektorem (GC-MS ¢i LC-MS), coz je pomérn¢ naro¢né jak na
ptistroje, tak na odbornost obsluhy. Sestaveni pfistrojové nenaroCnych, jednoduchych,
uzivatelsky pfijemnych imunochemickych testi na principu LFIA (Lateral Flow
Immunochromatographic Assay) by umoziiovalo daleko rychlejsi a levnéjsi orientacni detekci
latek v biologickém materialu ve zdravotnictvi nebo pii dopravnich kontrolach fidica a také pii
screeningu rostlinného materialu.

Moznosti analyzy a detekce tryptamind v biologickych vzorcich jsou omezené prakticky na
pouziti metod LC-MS ¢i GC-MS. V literatufe je popsana metoda pro stanoveni n¢kolika desitek
tryptaminovych derivatd v moci nebo krevni plazmé s limity detekce mezi 10 az 100 ng/ml
v moci a 1 az 100 ng/ml v plazm¢. (Meyer, M. R.; Caspar, A.; Brandt, S. D.; Maurer, H. H., A
qualitative/quantitative approach for the detection of 37 tryptamine-derived designer drugs,

5 beta-carbolines, ibogaine, and yohimbine in human urine and plasma using standard urine
screening and multi-analyte approaches. Analytical and bioanalytical chemistry 2014;
406(1):225-237.) Tyto metody jsou nedilnou soucasti klinickych testd, jejich nevyhodou je ale
Casova narocnost a nemoznost vyuziti mimo laboratof. Pro kvalitativni detekci tryptamini
v zachycenych vzorcich lze pouzit detekéni kity zaloZzené na barevné diikazové reakci, nicméné
vzhledem k nizké specifité a velkému mnozstvi moznych zkiizenych reakci je jejich vyuziti
zna¢n¢ omezené. Z imunochemickych metod pro detekci tryptamind je v literatufe znam pouze
radioimunochromatograficky test pro 5-MeO-DMT. (Strahilevitz. M. Immunological methods for
treating mammals, US 4834973 (A), 30. kvéten 1989.)

Jako nosicové proteiny se pouZzivaji hoveézi sérovy albumin (BSA), hovézi thyroglobumin (BTG),
popf. dalsi proteiny vhodnych vlastnosti. Konjugaty se piipravuji reakci aktivované formy
haptenu (reaktivni anhydridy ¢i estery) s e-aminoskupinami lysinovych zbytkd proteinu za
vytvofeni amidovych vazeb. Konjugaci se dosahne statisticky nahodného obsazeni lysyll
ptitomnych v proteinu.

Podstata vynalezu

Vynalez se tyka derivatl tryptaminu, soucasti jejichz struktury je kratky spojovaci mistek
nesouci karboxylovou funkéni skupinu, a chemickych postupti vedoucich k pfipravé takovychto
sloucenin. Tyto derivaty tryptaminu lze s vyhodou vyuzit pro ptipravu imunogenti konjugaci s
nosnym proteinem. Polyklonalni krali¢i protilatky ziskané z imunizovanych laboratornich zvirat
lze uplatnit pfi vyvoji rychlych, uzivatelsky pfijemnych imunochemickych testli formatu LFIA
(Lateral-Flow Immunochromatographic Assay).

Spojovaci mistek je pripojen pres dusik aminoskupiny tryptaminu nebo v poloze 5 indolového
jadra ¢i pres kyslik v poloze 5 indolového jadra.

Slouceniny se pfipravi pfevedenim indolu reakci s oxalylchloridem a methylaminem na ptislusné
1H-indol-3-ylglyoxylylamidy. Z nich jsou redukci tetrahydridohlinitanem lithnym ziskany
ptislusné N-methyltryptaminy, jejichz N-alkylaci ethyl-esterem -bromalkanové kyseliny a
naslednou bazickou hydrolyzou je do molekuly zaveden spojovaci mistek nesouci karboxylovou
funk¢ni skupinu.

Nebo se slouceniny prfipravi pomoci Fischerovy syntézy indolu 1,1-dimethoxy-4-
(dialkylamino)butanalu a pfislusnych arylhydraziniovych soli. Spojovaci mistek je soucasti
struktury vychozi arylhydraziniové soli a podminky reakce se lisi podle toho, zda mtstek uz nese
ptimo karboxylovou skupinu, ¢i esterovou funk¢ni skupinu. V druhém piipad¢ je pro piipravu
sloucenin nutna jesté hydrolyza.
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Piipravené derivaty tryptamind lze s vyhodou vyuzit pro pfipravu imunogent konjugaci s
nosnym proteinem. Polyklonalni krali¢i protilatky ziskané z imunizovanych laboratornich zvirat
lze uplatnit pii vyvoji rychlych, uzivatelsky piijemnych imunochemickych testli formatu LFIA
(Lateral-Flow Immunochromatographic Assay).

Pro ziskani protilatek proti t¢mto tryptaminim bylo nutné piipojit je k nosnému proteinu a
k tomuto ucelu byly vytvofeny hapteny, nesouci specifické spojovaci mistky. Pro tyto ucely byl
jako vhodny nosny protein vybran hovézi sérovy albumin (BSA). Pii tvorbé konjugati byla
vyuzita metoda aktivovaného esteru, pfi niZ je hapten reakci s N,N’-dicyklohexylkarbodiimidem
(DCC) a N-hydroxysukcinimidem (NHS) nejprve pifeveden na nestabilni derivat O-
acylisomocoviny, a poté na aktivovany ester. Vlastni konjugacni reakce, pii niz dochazi k tvorbé
amidové vazby mezi karboxylovou skupinou haptenu a primarni aminoskupinou aminokyseliny
lysinu v BSA, pak probihala v reverznim micelarnim prostfedi anionaktivniho tenzidu.

Zpusob pripravy derivati tryptaminu

Syntéza haptenti I a II je zaloZzena na metodé Speetera a Anthonyho pro vystavbu tryptaminovych
derivatd. (Speeter, M. E.; Anthony, W. C., The Action of Oxalyl Chloride on Indoles - a New
Approach to Tryptamines. J Am Chem Soc 1954, 76(23):6208-6210.) Indol, piipadné¢ 5-
methoxyindol, je nejprve pieveden reakci s oxalylchloridem na pfislusny glyoxylylchlorid. Jeho
reakci s methylaminem a naslednou redukci vzniklého amidu se pfipravi N-methyltryptamin,
ptipadné 5-methoxy-N-methyltryptamin. Alkylaci dusiku aminoskupiny ethyl-4-brombutanoatem
a naslednou bazickou hydrolyzou je do molekuly zaveden spojovaci mistek nesouci
karboxylovou funkéni skupinu. Takto pfipravené hapteny, je proto mozné konjugovat s €-
aminoskupinami lysinovych zbytki proteinu za vytvofeni amidovych vazeb.

K ptipravé haptenti III az VII byl vyuzit piistup zalozeny na Fischerové syntéze indolovych
derivati  vychazejici  z pfislusnych  arylhydraziniovych soli a  acetalu  4-(N,N-
dialkylamino)butanalu. (Chen, C. Y.; Senanayake, C. H.; Bill, T. J.; Larsen, R. D.; Verhoeven, T.
R.; Reider, P. J., Improved Fischer Indole Reaction for the Preparation of N,N-
Dimethyltryptamines - Synthesis of [.-695,894, a Potent 5-Htld Receptor Agonist. J Org Chem
1994, 59(13):3738-3741.) Hydraziniové soli lze piipravit ve vysokém vytézku z piislusnych
anilin diazotaci a naslednou redukci diazoniové soli pomoci SnCl..2H,O. Pii pouziti
hydraziniové soli nesouci na aromatickém jadie ptimo spojku zakoncenou karboxylovou funkci
se ukazalo, ze za podminek Fischerovy reakce nelze piipravit hapteny IV a VI s 4-uhlikatou
spojkou. Upravou podminek Fischerovy reakce a pouzitim hydraziniovych soli nesoucich na
aromatickém jadie spojku s esterovou funkcni skupinou se podatilo ptipravit piislusné indolové
derivaty a jejich hydrolyzou byly ziskany hapteny Il az VI. Zatimco 4-(N,N-dimethylamino)-1,1-
dimethoxybutan, pouzity pro ptipravu haptend III az VI, byl pfipraven podle postupii popsanych
v literatufe (Koch, S. S. C.; Chamberlin, A. R., Enantioselective Preparation of Beta-Alkyl-
Gamma-Butyrolactones from Functionalized Ketene Dithioacetals. J Org Chem 1993,
58(10):2725-2737.; Chen, C. Y.; Senanayake, C. H.; Bill, T. J.; Larsen, R. D.; Verhoeven, T. R.;
Reider, P. J., Improved Fischer Indole Reaction for the Preparation of N,N-Dimethyltryptamines -
Synthesis of L-695,894, a Potent 5-Htld Receptor Agonist. J Org Chem 1994, 59(13):3738—
3741.) Pro ptipravu 4-(N,N-diisopropylamino)-1,1-dimethoxybutanu byla pouzita inovativni
synteticka cesta. Pro jeho syntézu je vychdzeno ze sukcinanhydridu, ktery reakci
s diisopropylaminem poskytne monodiisopropylamid butandiové kyseliny. Redukci tohoto amidu
LiAlHs je ziskan 4-(N,N-diisopropylamino)butanol. Swernovou oxidaci tohoto alkoholu a
naslednou acetalizaci vzniklého aldehydu methanolem je ziskan 4-(N,N-diisopropylamino)-1,1-
dimethoxybutan, ktery byl pouzit ve Fischerové reakci pro syntézu haptenu VII.

Antiséra proti jednotlivym drogam byla ziskana imunizaci laboratornich kralikdi. Metodou
enzymové imunoanalyzy byly testovany interakce kralicich antisér pfipravenych proti pfislusnym
derivatim tryptaminu. S antiséry vykazujicimi nejlepsi charakteristiky byly pro imunochemické
stanoveni optimalizovany a charakterizovany varianty ELISA v nepiimém kompetitivnim
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uspotadani. Byl ur€en vyznamny analyticky parametr tzv. 50% intercept (Iso, viz tabulka). Iso
predstavuje koncentraci analytu, potiebnou k vyvazani 50 % protilatek pfitomnych v reakénim
roztoku, kterd je nezbytna pro kvalitativni stanoveni derivatu tryptaminu v neznamém vzorku. Pii
imunoanalyze v nepfimém kompetitivnim uspofadani soutézi antigen zakotveny na pevném
nosi¢i (imobiliza¢ni konjugat) se stanovovanym antigenem ve vzorku o omezeny pocet
vazebnych mist na molekulach protilatky. Cim vice antigenu obsahuje analyzovany vzorek, tim
méné protilatky se navaze na zakotveny antigen. Nenavazané slozky se odstrani a piida se
enzymem znaCena sekundarni protilatka proti navazané protilatce. Detekce je uskutecnéna
enzymovou reakci, kdy vznika barevny produkt, jehoZ intenzita zbarveni je méfena
spektrofotometricky.

Byla ziskana celkem Ctyii antiséra proti tfem drogam a to DMT, 5MeO-DMT a DiPT. Byla
ziskana dvé rGizna antiséra proti DMT, kdy byl k imunizaci pouzit konjugat BSA-I a konjugat
BSA-IL.

Dale bylo ziskano antisérum proti SMeO-DMT, kdy byl k imunizaci pouzit konjugat BSA-IV.
A také antisérum proti DiPT, kdy byl k imunizaci pouzit konjugat BSA-VII.

Ziskana antiséra byla testovana na kiizové reaktivity a bylo zjisténo, Ze velmi zalezi na umisténi

spojovaciho mustku, ktery ma vliv na vazbu protilatka — antigen, tedy konformaci pro moznou
vazbu.

Objasnéni vvkresu

Obr. 1: Schéma syntézy haptenti I az II.

Obr. 2: Schéma syntézy haptenu III a IV vyuZivajici arylhydraziniové soli nesouci spojku s
karboxylovou funkéni skupinou.

Obr. 3: Schéma syntézy haptenti 11l az VI vyuzivajici arylhydraziniové soli nesouci spojku s
esterovou funk¢ni skupinou.

Obr. 4: Schéma syntézy 4-(N, N-dimethylamino)-1,1-dimethoxybutanu.
Obr. 5: Schéma syntézy haptenu VII.
Obr. 6: Schéma syntézy 4-(N, N-diisopropylamino)-1,1-dimethoxybutanu.

Obr. 7: MALDI spektrum prokazujici strukturu pfipraveného konjugatu haptenu I s BSA,
detekujici, Ze 13 molekul haptenu I se primémé navazalo na nosny protein — BSA. Vétsi pik
odpovida jednou nabitému konjugatu, mensi pik odpovida 2x nabitému konjugatu.

Obr. 8: MALDI spektrum prokazujici strukturu pfipraveného konjugatu haptenu II s BSA,
detekujici, ze 3 molekuly haptenu II se primémné navazaly na nosny protein — BSA. Vétsi pik
odpovida jednou nabitému konjugatu, mensi pik odpovida 2x nabitému konjugatu.

Obr. 9: MALDI spektrum prokazujici strukturu pfipraven¢ho konjugatu haptenu III s BSA,
detekujici, ze 31 molekul haptenu III se primérné navazalo na nosny protein — BSA. Vétsi pik
odpovida jednou nabitému konjugatu, mensi pik odpovida 2x nabitému konjugatu.

Obr. 10:  MALDI spektrum prokazujici strukturu pfipraveného konjugatu haptenu IV s BSA,
detekujici, ze 28 molekul haptenu IV se primémné navazalo na nosny protein — BSA. Vétsi pik
odpovida jednou nabitému konjugatu, mensi pik odpovida 2x nabitému konjugatu.
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Obr. 11: MALDI spektrum prokazujici strukturu piipraveného konjugatu haptenu V s BSA,
detekujici, Ze 37 molekul haptenu VII se primémé navazalo na nosny protein — BSA. Vétsi pik
odpovida jednou nabitému konjugatu, mensi pik odpovida 2x nabitému konjugatu.

Obr. 12: Schéma piipravy konjugatii haptenti s nosnym proteinem — BSA.

Obr. 13: Schématicky pribéh nepiimé kompetitivni ELISA; A imobilizace konjugatu na stény
jamek mikrotitracni desticky; B aplikace kompetujicich slozek; C aplikace protilatky znacené
enzymem peroxidazou (Gar-Po); D aplikace substratu pro peroxidazu; E enzymova reakce
peroxidazy se substratem; F zastaveni enzymové reakce kyselinou sirovou; @ imobilizacni

S

R

konjugat; € analyt; *krali¢i antisérum; protilatka zna¢ena enzymem (Gar-Po); & substrat

pro peroxidazu.

Obr. 14: Chemicka struktura haptenu [ - hydrochlorid 4-{N-[2-({H-indol-3-yl)ethyl]-N-
methyl} aminobutanové kyseliny

Obr. 15: Chemicka struktura haptenu II. - hydrochlorid 4-[N-[2-(5-methoxy-{H-indol-3-
yDethyl]-N-methyllaminobutanové kyseliny

Obr. 16: Chemicka struktura haptenu III. - hydrochlorid 2-{3-[2-(N,N-dimethylamino)ethyl]-
1H-indol-5-yl}octové kyseliny

Obr. 17: Chemicka struktura haptenu IV. - hydrochlorid 2-{3-[2-(N,N-dimethylamino)ethyl]-
1H-indol-5-yloxy}octové kyseliny

Obr. 18: Chemicka struktura haptenu V. - hydrochlorid 4-{3-[2-(N,N-dimethylamino)ethyl]-
1H-indol-5-yl}butanové kyseliny

Obr. 19: Chemicka struktura haptenu VI. - hydrochlorid 4-{3-[2-(N,N-dimethylamino)ethyl]-
1H-indol-5-yloxy}butanové kyseliny

Obr. 20: Chemicka struktura haptenu VII. - hydrochlorid {3-[2-(N,N-diisopropylamino)ethyl]-
1H-indol-5-yl}octové kyseliny

Obr. 21: Analyticka optimalizace ELISY

Obr. 22: Graf znazoriyjici titracni kiivky imobilizacniho konjugatu (konjugat haptenu VII
s BSA) a antiséra Anti-DiPT.

Obr. 23: Schéma mikrotitracni desticky s koncentracemi

Obr. 24 Graf znazornujici kalibracni kiivky pro riizné kombinace imunoreagencii
Obr. 25. Schéma mikrotitracni desticky s hodnotami naméfenych absorbanci

Obr. 26: Tabulka popisujici prehled kiizovych reaktivit

Obr. 27: Hodnoty kiiZzovych reaktivit zbylych konjugati byly ziskany obdobné dle
ptikladu 10, 10a a 11 s ptislusSnym konjugatem
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Piiklady uskuteénéni vynalezu

Piiklad 1
Syntéza haptenu I

Vychozi indol (2,00 g, 17,1 mmol) byl rozpustén v diethyletheru (50 ml) a ke vzniklému roztoku
byl po chlazeni ledovou lazni pfidan po kapkach oxalylchlorid (1,7 ml, 19,6 mmol). Smés byla
michana 1 hodinu pii 0 °C a poté 2 hodiny pfi teploté mistnosti. Vznikly barevny precipitat byl
oddélen filtraci, promyt diethyletherem a usuSen, ¢imz byl ziskan 2-(/H-indol-3-yl)-2-
oxoacetylchlorid jako zluta krystalicka latka (3,31 g, 93 %).

2-(1H-indol-3-yl)-2-oxoacetylchlorid (3,31 g, 16,0 mmol) byl po ¢astech pfidan k vodnému
roztoku methylaminu (40 % w/w, 22 ml) ochlazenému ledovou lazni. Vznikla suspenze byla
2 hodiny michana pii 0°C a poté byl precipitat zfiltrovan. Rekrystalizaci z
tetrahydrofuranu/diethyletheru  (THF/Et,O) byl  ziskan  2-({ H-indol-3-yl)-N-methyl-2-
oxoacetamid jako lehce nazloutla krystalicka latka (2,61 g, 81 %).

Roztok 2-(1H-indol-3-yl)-N-methyl-2-oxoacetamidu (2,00 g, 9,9 mmol) v THF (200 ml) byl
ptikapan k suspenzi LiAlH4 (3,79 g, 100,0 mmol) v THF (100 ml) ochlazené ledovou lazni. Smés
byla nasledné refluxovana 7 hodin, poté ochlazena ledovou lazni a opatrné rozlozena ptidavkem
vody (40 ml), 20% roztoku NaOH (40 ml) a poté znovu vody (40 ml). Vznikly precipitat byl
odfiltrovan a promyt THF. Filtrat byl odpafen, zbytek znovu rozpustén v dichlormethanu
(200 ml), vznikly roztok byl promyt vodou (3x 200 ml) a solankou (150 ml) a organicka faze
vysuSena MgS0O.. Kolonovou chromatografii (CH>Cl.:MeOH, 5:1 + 1 % NH3 (aq)) byl ziskan N-
methyltryptamin jako bezbarvy sirup (683 mg, 40 %), ktery stanim asi za jednu hodinu postupné
vykrystalizoval.

Ke smési N-methyltryptaminu (523 mg, 3,0 mmol) a Nal (450mg, 3,0 mmol) v
isopropylalkoholu (30 ml) byl pfidan diisopropylethylamin (0,84 ml, 4,8 mmol) a ethyl-4-
brombutanoat (878 mg, 4,5 mmol) a vznikly roztok byl zahtivan pies noc na 60 °C. Poté byla
smés odpatena, zbytek rozpustén v dichlormethanu (75 ml) a roztok byl promyt 10% roztokem
Na,COs (75 ml), vodou (75 ml) a solankou (75 ml). Kolonovou chromatografii (CH.Cl,:MeOH,
10:1 + 1 % NHs (aq)) byl ziskan ethyl-4-{ N-[2-({ H-indol-3-yl)ethyl]-N-methyl} aminobutanoat
jako svétle hnédy sirup (570 mg, 65 %).

Ke smési ethyl-4-{ N-[2-(1H-indol-3-yl)ethyl]-N-methyl} aminobutanoatu (433 mg, 1,5 mmol) a
40% vodného ethanolu (22 ml) byl pfidan NaOH (66 mg, 1,7 mmol) a smés byla michana pies
noc pii teplot¢ mistnosti. Poté byl roztok okyselen 1 mol/l HCI na pH = 1 a odpafen. Flash
chromatografii na reverzni fazi (MeOH:H.O, gradient 5 az 100 % MeOH) byl ziskan
hydrochlorid 4-{N-[2-({H-indol-3-yl)ethyl]-N-methyl}aminobutanové kyseliny (hapten I) jako
bezbarva sklovita péna (274 mg, 62 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds) &: 1,90 (qui, 2H, J = 7,3 Hz, CH,CH,CH>), 2,35 (t, 2H, J = 7,3
Hz, NCH,CH,CH,), 2,80 (s, 3H, NCH3), 3,06 - 3,15 (m, 4H, NCH,CH,CH,, ArCH,CH,), 3,21 -
3,31 (m, 2H, ArCH,CH), 6,97 - 7,04 (m, 1H, ArH), 7,06 - 7,13 (m, 1H, ArH), 7,24 (d, 1H, J =
2,3 Hz, ArH), 7,34 - 7,39 (m, 1H, ArH), 7,62 (d, 1H, J = 7,6 Hz, ArH), 10,97 (s br, 1H, NH)

BC NMR (75 MHz, DMSO-ds) 8: 20,09; 20,71; 31,51; 40,12; 55,06; 56,07; 110,12; 111,48;
118,22; 118,37; 121,11; 123,05; 126,86; 136,21; 174,08

HRMS (ESI): m/z [M + H]* vypocteno pro CisH2oN205: 261,15975, nalezeno 261,15979
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Piiklad la
Syntéza Haptenu 11

Hydrochlorid ~ 4-[N-[2-(5-methoxy-/H-indol-3-yl)ethyl]-N-methyl]aminobutanové  kyseliny
(hapten II) byl piipraven z 5-methoxy-/H-indolu podle postupu popsaného v piikladu 1 jako
bezbarva sklovita péna.

'H NMR (300 MHz, CD;0D) : 1,86 (qui, 2H, J = 6,2 Hz, CH,CH,CH>), 2,38 (t, 2H, J = 6,2 Hz,
NCH,CH:CH>), 2,77 (s, 3H, NCH3), 3,03 - 3,14 (m, 4H, NCH,CH,CH,, ArCH,CH.), 3,20 - 3,29
(m, 2H, ArCH,CH>), 3,80 (s, 3H, OCHs), 6,78 (dd, 1H, J, = 8,8 Hz, J, = 2,3 Hz, ArH), 7,06 (d,
1H, J =2,3 Hz, ArH), 7,10 (s, 1H, ArH), 7,25 (d, 1H, J = 8,8 Hz, ArH)

1BC NMR (75 MHz, D,0) &: 19,77; 20,11; 33,89; 39,73; 55,38; 55,78; 56,00; 100,43; 108,32;
111,71; 112,90; 124,80; 126,77; 131,71; 153,00; 180,37

HRMS (ESI): m/z [M + H]* vypocteno pro CisH2oN-0s: 291,17032, nalezeno 291,17050

Piiklad 2
Syntéza haptenu 111

Suspenze vychozi (4-aminofenyl)octové kyseliny (2,27 g, 15,0 mmol) v koncentrované HCI
(30 ml) byla ochlazena na -5 °C. Poté byl po kapkach ptidan roztok NaNO- (1,09 g, 15,8 mmol)
ve vodé (8 ml). Smés byla michana 1 hodinu pii -5 °C a poté piikapana k roztoku SnCl,.2H,O
(10,15 g, 45,0 mmol) v koncentrované HCI (20 ml) vychlazenému na -20 °C a pfi této teploté
byla smés michana dal$i 2,5 hodiny. Vznikly precipitat byl odd¢len filtraci, promyt studenym
ethanolem a usuSen, ¢imz byl ziskan 4-(karboxymethyl)fenylhydrazinium-chlorid jako lehce
nazloutla krystalicka latka (2,86 g, 94 %).

Roztok ethyl-4-chlorbutanoatu (12,30 g, 81,7 mmol) v suchém dichlormethanu (125 ml) byl
ochlazen na -78 °C a po kapkach byl pfidan diisobutylaluminium hydrid (DIBAL-H) (94 ml,
1 mol/l roztok v hexanu). Smés byla michana ptl hodiny pfi -78 °C, pak byla nalita k 10% HCI
(160 ml) vychlazené ledovou lazni a cela smés byla 1 hodinu michana pii 0 °C. Poté byla
organicka faze odd¢lena, vodna extrahovana dichlormethanem (2x 100 ml) a spojené organické
podily promyty solankou (300 ml) a usuSeny pomoci MgSQO4. Roztok byl zkoncentrovan na
vakuové rotacni odparce a ke zbytku pfidan methanol (35 ml) okyseleny koncentrovanou H,SO4
(n€kolik kapek). Vznikla smés byla michana ptfes noc, nafedéna dichlormethanem (125 ml),
promyta 10% roztokem NaHCOs (100 ml), vodou (100 ml) a solankou (100 ml) a organicka faze
ususena pomoci MgSQ,. Vakuovou destilaci byl ziskan 4-chlor-1,1-dimethoxybutan jako
bezbarva kapalina (9,76 g, 78 %).

4-chlor-1,1-dimethoxybutan (4,86 g, 31,8 mmol) byl pfidan k roztoku dimethylaminu ve vod¢
(30 ml, 40% w/w) a smé&s byla michana 15 minut pfi teploté mistnosti. Poté byla reakéni smés
zahiivana na 65 °C po dobu 3,5 hodiny. Po ochlazeni na teplotu mistnosti byla smés extrahovana
dichlormethanem (2x 50 ml), spojené organické podily byly promyty 10% roztokem NaHCOs
(100 ml) a solankou (100 ml) a ususeny pomoci MgSQO.. Vakuovou destilaci byl ziskan 4-(N,N-
dimethylamino)-1,1-dimethoxybutan jako bezbarva kapalina (4,32 g, 84 %).

Ke 4% H>SO4 (25 ml), ktera byla nejprve probublavana argonem pii 50 °C pro odstranéni
rozpusténého kysliku, byl pfidan 4-(karboxymethyl)fenylhydrazinium-chlorid (608 mg,
3,0 mmol) a poté po kapkach 4-(N,N-dimethylamino)-1,1-dimethoxybutan (581 mg, 3,6 mmol).
Reakéni smés byla zahiivana 3,5 hodiny na 80 °C, poté ochlazena na teplotu mistnosti a reakcni
sm¢s neutralizovana pomoci 25% vodného amoniaku. Po odstranéni rozpoustédla byl odparek



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 307719 B6

zbaven vétSiny anorganickych soli promytim EtOH (30 ml) a vznikly roztok byl odpafen. Poté
byl odparek rozpustén v 1 mol/l HCI (30 ml), roztok odpaten a flash chromatografii na reverzni
fazi (MeOH:H,O, gradient 5 az 100 % MeOH) byl ziskan hydrochlorid 2-{3-[2-(N,N-
dimethylamino)ethyl]-/H-indol-5-yl} octové kyseliny (hapten III) (414 mg, 56 %) jako bila pevna
latka.

'H NMR (300 MHz, CD;0D) &: 2,87 (s, 6H, N(CH;),), 3,11 - 3,21 (m, 2H, CH.CH:N), 3,30 -
3,39 (m, 2H, CH,CH,N), 3,66 (s, 2H, CH,COOH), 7,07 (dd, 1H, J, = 8,5 Hz,
Jo=1,5 Hz, ArH), 7,15 (s, 1H, ArH), 7,30 (d, 1H, J = 8,5 Hz, ArH), 7,51 (s, 1H, ArH)

BC NMR (75 MHz, D>0) 8: 20,03; 41,42; 42,63; 57,50; 108,28; 112,21; 118,67; 123,56, 124,58;
125,63; 126,69; 135,47; 178,25

HRMS (ESI): m/z [M + H]* vypocteno pro Ci1sH1sN>O»: 247,14410, nalezeno 247,14413

Priklad 3
Syntéza haptenu IV

K roztoku vychoziho 4-aminofenolu (10,09 g, 100,0 mmol) v methanolu (250 ml) byl pifidan
triethylamin (30 ml, 210,0 mmol) a di-terc-butyl-dikarbonat (24 g, 110,0 mmol) a smés byla
michana pfes noc pii teplot¢ mistnosti. Poté byl methanol odpaten, zbytek rozdélen mezi
ethylacetat (250 ml) a 0,25 mol/l HCI (100 ml) a organicka vrstva promyta nasycenym roztokem
NH4Cl (3x 70 ml). Kolonovou chromatografii (hexan:EtOAc, 1:1) byl ziskan N-(terc-
butoxykarbonyl)-4-aminofenol (19,31 g, 92 %) jako bila krystalicka latka.

K roztoku N-(terc-butoxykarbonyl)-4-aminofenolu (8,40 g, 40,0 mmol) v acetonu (160 ml) byl
ptidan ethyl-bromacetat (13,36 g, 80,0 mmol) a pevny K.CO; (16,58 g, 120,0 mmol) a vznikla
smés byla refluxovana po dobu 4 hodin. Poté byla smés ochlazena na teplotu mistnosti, pevny
podil odfiltrovan a filtrat odpafen. Kolonovou chromatografii (hexan:ethylacetat (EtOAc), 4:1)
byl ziskan ethyl-2-{4-[(terc-butoxykarbonyl)amino]fenoxy}acetat (11,29 g, 96 %) jako bezbarvy
sirup, ktery stanim zkrystalizoval.

Suspenze ethyl-2-{4-[(terc-butoxykarbonyl)amino]fenoxy}acetatu XX (11,14 g, 37,7 mmol) v 1
mol/l HC1 (100 ml) byla michana pii 60 °C po dobu 8 hodin. Poté byl vznikly roztok ochlazen na
teplotu mistnosti a extrahovan dichlormethanem (80 ml). Pomoci pevného Na>CO; bylo pH
vodné faze upraveno na hodnotu 4 az 5 (podle pH papirku). Filtraci a suSenim vzniklého
precipitatu byla ziskana 2-(4-aminofenoxy)octova kyselina (5,71 g, 91 %) jako lehce nazloutla
krystalicka latka.

Suspenze 2-(4-aminofenoxy)octové kyseliny (836 mg, 5,0 mmol) v koncentrované HCI (10 ml)
byla ochlazena na -5 °C. Poté byl po kapkach ptidan roztok NaNO> (363 mg, 5,3 mmol) ve vod¢
(3 ml). Smés byla michana 1 hodinu pfi -5 °C a poté piikapana k roztoku SnCl».2H,O (3,39 g,
15,0 mmol) v koncentrované HCI (7 ml) vychlazenému na -20 °C a pfi této teploté byla smeés
michana dalsi 2,5 hodiny. Vznikly precipitat byl oddélen filtraci, promyt studenym ethanolem a
ususen, ¢imz byl ziskan 4-(karboxymethoxy)fenylhydrazinium-chlorid (937 mg, 86 %) jako bila
krystalicka latka.

Ke 4% H>SO4 (15 ml), ktera byla nejprve probublavana argonem pii 50 °C pro odstranéni
rozpusténého kysliku, byl piidan 4-(karboxymethoxy)fenylhydrazinium-chlorid (328 mg, 1,5
mmol) a poté po kapkach 4-(N,N-dimethylamino)-1,1-dimethoxybutan (290 mg, 1,8 mmol).
Reakéni smés byla zahfivana 3,5 hodiny na 80 °C, poté ochlazena na teplotu mistnosti a
neutralizovana pomoci koncentrovaného vodného amoniaku. Po odstranéni rozpoustédla byl
odparek zbaven vétSiny anorganickych soli promytim EtOH (15 ml) a vznikly roztok byl
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odpatfen. Poté byl odparek rozpustén v 1 mol/l HCl (15 ml), roztok odpafen a flash
chromatografii na reverzni fazi (MeOH:H»O, gradient 5 az 100% MeOH) byl ziskan
hydrochlorid 2-{3-[2-(N,N-dimethylamino)ethyl]-/ H-indol-5-yloxy} octové kyseliny (hapten IV)
(209 mg, 53 %) jako bila pevna latka.

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d¢ + D-0) 8: 2,72 (s, 6H, N(CH3),), 2,90 - 3,00 (m, 2H, CH,CH:N),
3,08 - 3,18 (m, 2H, CH,CH>N), 4,26 (s, 2H, CH»0), 6,73 (dd, 1H, J, = 8,8 Hz, J, = 2,1 Hz, ArH),
6,99 (d, 1H, J =2,1 Hz, ArH), 7,10 (s, 1H, ArH), 7,21 (d, 1H, J = 8,8 Hz, ArH)

3C NMR (75 MHz, D-0) &: 20,11; 42,65; 57,43; 67,69; 100,87; 108,22; 112,26; 112,93; 124,81;
126,63; 131,74; 151,95; 177,21

HRMS (ESI): m/z [M + H]* vypocteno pro Ci4H;sN-Os: 263,13902, nalezeno 263,13912

Piiklad 4
Syntéza haptenu VI

K roztoku N-(terc-butoxykarbonyl)-4-aminofenolu (8,40 g, 40,0 mmol) (viz priklad 3) v acetonu
(160 ml) byl pfidan ethyl-4-brombutanoat (15,60 g, 80,0 mmol) a pevny K>CO; (16,58 g,
120,0 mmol) a vznikla smés byla refluxovana po dobu 6,5 hodiny. Poté byla smés ochlazena na
teplotu mistnosti, pevny podil odfiltrovan a filtrat odpafen. Kolonovou chromatografii
(hexan:EtOAc, 4:1) byl ziskan ethyl-4-{4-[(terc-butoxykarbonyl)amino]fenoxy}butanoat
(12,35 g, 97 %) jako bila krystalicka latka.

Trifluoroctova  kyselina (12,5 ml) byla  ptfidana  kroztoku ethyl-4-{4-[(terc-
butoxykarbonyl)amino]fenoxy}butanoatu (4,05 g, 12,5 mmol) v dichlormethanu (100 ml).
Roztok byl michan 3 hodiny, poté byl nafedén dal§imi 100 ml dichlormethanu a neutralizovan
10% roztokem NaHCO; (200 ml). Vodna faze byla extrahovana dichlormethanem (2x 50 ml),
organické podily byly spojeny a promyty solankou (150 ml). Flash chromatografii
(hexan:EtOAc, gradient 30 az 50 % EtOAc) byl ziskan ethyl-4-(4-aminofenoxy)butanoat (2,63 g,
94 %) jako svétle hnédy sirup.

Roztok ethyl-4-(4-aminofenoxy)butanoatu (2,63 g, 11,8 mmol) v koncentrované HCI (12 ml) byl
ochlazen na -10 °C a poté byl pfidan po kapkach roztok NaNO, (853 mg, 12,4 mmol) ve vod¢
(5 ml) tak, aby teplota smési neptesahla 0 °C. Po piidavku byla reakéni smés michana jesté 10
minut a poté byla pfidana po kapkach kroztoku SnClL.2H.O (9,97 g, 44,2 mmol)
v koncentrované HCI (7 ml) ochlazenému na -15 °C tak, aby teplota smési nepiesahla -5 °C. Po
kompletnim pfidavku byla vznikla suspenze ponechana ohtat na teplotu mistnosti, zfiltrovana a
pevny podil byl promyt ledovou vodou a diethyletherem. UsuSenim byl ziskan 4-[3-
(ethoxykarbonyl)propyloxy]fenylhydrazinium-chlorid (1,93 g, 60 %) jako bila krystalicka latka.

Ke 4% roztoku H,SO4 ve smési ethanol:voda, 5:1 (15 ml), ktera byla nejprve probublavana
argonem pro odstranéni rozpusténého kysliku, byl ptidan 4-[3-
(ethoxykarbonyl)propyloxy]fenylhydrazinium-chlorid (412 mg, 1,5 mmol) a poté po kapkach 4-
(N,N-dimethylamino)-1,1-dimethoxybutan (290 mg, 1,8 mmol). Reak¢ni smés byla zahtivana 4
hodiny na 85 °C, poté byla ochlazena ledovou lazni a nafedéna dichlormethanem (20 ml). Vodna
faze byla alkalizovana 1 mol/l roztokem NaOH, faze byly oddéleny a vodna ihned extrahovana
dichlormethanem (2x 20 ml). Organické podily byly spojeny, suseny MgSO4 a kolonovou
chromatografii (dichlormethan:methanol, 9:1 + 1 % NH; (aq)) byl ziskan ethyl-4-{3-[2-(N,N-
dimethylamino)ethyl]-/H-indol-5-yloxy}butanoat (98 mg, 21 %) jako svétle hnédy viskdzni
sirup.
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Ke smési ethyl-4-{3-[2-(N,N-dimethylamino)ethyl]-/H-indol-5-yloxy}butanoatu (95 mg,
0,3 mmol) a 20% ethanolu (15 ml) byl pfidan 1 mol/l roztok NaOH (0,36 mmol, 0,36 ml) a
reakéni smés byla michana pies noc pfi teploté¢ mistnosti. Poté byla smés nafedéna vodou (5 ml)
a extrahovana diethyletherem (2x 10 ml). Vodna faze byla okyselena pomoci 1 mol/l HCI na pH
= 1 a odpatena. Flash chromatografii na reverzni fazi (MeOH:H,O, gradient 5 az 100 % MeOH)
byl ziskan  hydrochlorid  4-{3-[2-(N,N-dimethylamino)ethyl]-/H-indol-5-yloxy}butanové
kyseliny (hapten VI) (42 mg, 49 %) jako bila pevna latka.

'H NMR (300 MHz, CD;OD) &: 2,08 (qui, 2H, CH,CH.CHa, J = 6,7 Hz), 2,39 (t, 2H,
CH,COOH, J = 7,2 Hz), 2,74 (s, 6H, N(CHs),), 2,98 - 3,09 (m, 2H, CH,CH,N), 3,10 - 3,22 (m,
2H, CH,CHN), 4,04 (1, 2H, CH,0, J = 6,5 Hz), 6,76 (dd, 1H, J, = 8,8 Hz, J, = 2,2 Hz, ArH),
7,07 (s, 1H, ArH), 7,12 (d, 1H, J = 2,2 Hz, ArH), 7,22 (d, 1H, J = 8,8 Hz, ArH)

3C NMR (75 MHz, CDsOD) &: 22,08; 27,34; 35,02; 43,28; 59,00; 69,54; 102,28; 110,04;
113,18; 113,57; 124,71; 128,53; 133,33; 154,45; 181,83

Piiklad 4a
Syntéza Haptenu V

Hydrochlorid 4-{3-[2-(N,N-dimethylamino)ethyl]-/H-indol-5-yl}butanové kyseliny (hapten V)
byl pfipraven z ethyl-4-(4-aminofenyl)butanoatu podle postupu popsaného v piikladu 4 jako bila
pevna latka.

'H NMR (300 MHz, CDsOD) &: 1,95 (qui, 2H, CH.CH,CH,, J = 7,3 Hz), 2,23 (t, 2H,
CH.COOH, J = 7,3 Hz), 2,68 — 2,80 (m, 8H, N(CH3), + CHzAr), 3,04 - 3,15 (m, 2H, CH.CH:N),
3,16 - 3,27 (m, 2H, CH2CH2N), 6,98 (dd, 1H, J, = 8,5 Hz, J» = 1,3 Hz, ArH), 7,09 (s, 1H, ArH),
7,25 (d, 1H, J = 8,5 Hz, ArH), 7,39 (s, 1H, ArH)

BC NMR (75 MHz, CDsOD) &: 22,04; 30,19; 36,96; 38,08; 43,36; 59,14; 109,85; 112,34,
118,38; 123,95; 124,17; 128,29; 134,02; 136,80; 171,57

Piiklad 5
Syntéza 4-(N,N-diisopropylamino)-1,1-dimethoxybutanu

K roztoku sukcinanhydridu (10,07 g, 100 mmol) v dichlormethanu (300 ml) byl pfidan
diisopropylamin (21,8 ml, 300 mmol) a vznikly roztok byl michan 20 hodin pii teploté mistnosti.
Poté byla reakéni smés zkoncentrovana, byla piidana 1 mol/l HCI (250 ml) a vodna faze byla
extrahovana dichlormethanem (3x 150 ml). Po suSeni MgSO4 a odpafeni rozpoustédel byla
ziskana 4-(N,N-diisopropylamino)-4-oxobutanova kyselina (16,50 g, 82 %) jako svétle hnédy
viskozni olej, ktery v lednici za dva dny zkrystalizoval.

Suspenze LiAlH, (6,83 g, 180 mmol) v THF (300 ml) byla ochlazena ledovou lazni a poté k ni
byl ptikapan po kapkach roztok 4-(N,N-diisopropylamino)-4-oxobutanové kyseliny (8,05 g,
40 mmol) v THF (150 ml). Po kompletnim piidavku byla reakéni smés refluxovana 5 hodin. Poté
byla smés ochlazena ledovou lazni a rozloZena opatrnym ptidavkem vody (40 ml), 20% roztoku
NaOH (40 ml) a opét vody (40 ml). Vznikla suspenze byla zfiltrovana a pevny podil promyt
diethyletherem. Filtrat byl odpafen a znovu rozpustén v dichlormethanu (250 ml), vznikly roztok
byl promyt vodou (3x 200 ml) a solankou (150 ml) a suSen MgSQO,4. Vakuovou destilaci byl
ziskan 4-(N, N-diisopropylamino)butanol (4,91 g, 71 %) jako bezbarva kapalina.

-10 -
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Dimethylsulfoxid (DMSO) (2,56 ml, 36 mmol) byl pfidan po kapkach k roztoku oxalylchloridu
(2,57 ml, 30 mmol) v suchém dichlormethanu (60 ml) ochlazenému na -55 °C a smés byla
michana jeSt¢ dal§ich 10 minut. Dale byl ptidan po kapkach roztok 4-(N,N-
diisopropylamino)butanolu (2,60 g, 15 mmol) v dichlormethanu (10 ml) a vznikla smés byla po
ptridavku jesté¢ 15 minut michana pii -55 °C. Pak byl ke smési piikapan triethylamin (8,9 ml,
60 mmol) a reakcéni smes byla postupné ohrata na teplotu mistnosti (cca 1 h). Poté byla smés
nalita do vody (130 ml), faze byly oddéleny a vodna byla extrahovana dichlormethanem (2x
100 ml). Organické podily byly spojeny, suseny MgSQO4 a odpafeny. Ziskany surovy intermediat
byl rozpustén v methanolu (50 ml), k roztoku byla pfidana koncentrovana H.SOs (2,5 ml) a
reakéni smés byla michana pfes noc pii teplot¢ mistnosti. Poté byl roztok natfedén
dichlormethanem (150 ml) a za chlazeni ledovou lazni byl ptidan 20% NaOH (100 ml) az do
bazického pH (pH = 10). Faze byly oddéleny, vodna byla nafedéna vodou (50 ml) a extrahovana
dichlormethanem (2x 75 ml). Organické faze byly spojeny, promyty solankou (200 ml) a suSeny
MgSOs4. Vakuovou destilaci byl ziskan 4-(N,N-diisopropylamino)-1,1-dimethoxybutan jako
bezbarva kapalina (1,74 g, 54 %).

t.v. =51 az 55 °C (32 Pa).

"H NMR (300 MHz, CDCls) 3: 0,98 (d, 12H, 2x CH(CHs)>, J = 6,5 Hz), 1,36 — 1,51 (m, 2H,
CH>CH>N), 1,53 — 1,63 (m, 2H, CHCH>CH>), 2,39 (t, 2H, CH:N, J = 7,3 Hz), 2,99 (sept, 2H, 2x
CH(CHs)2, J = 6,5 Hz), 3,31 (s, 6H, 2x OCH3), 4,37 (t, 1H, CH(OCH3),, J = 5,8 Hz)

BC NMR (75 MHz, CDCl5) &: 20,69; 26,11; 30,28; 44,73; 48,16; 52,59; 104,66

Piiklad 6
Piiprava haptenu VII

K roztoku vychozi (4-aminofenyl)octové kyseliny (7,56 g, 50 mmol) v ethanolu (80 ml) byla
pridana koncentrovana kyselina sirova (3,7 ml) a sm¢s byla refluxovana po dobu 6 hodin. Poté
byla smés ochlazena na teplotu mistnosti a ponechéana stat pies noc v lednici. Vznikla suspenze
byla zfiltrovana a surovy pevny produkt ususen. Piecisténim kolonovou chromatografii
(hexan:EtOAc, 2:1), byl ziskan ethyl-(4-aminofenyl)acetat (6,54 g, 73 %) jako nazloutla
krystalicka latka.

Roztok ethyl-(4-aminofenyl)acetatu (3,00 g, 16,7 mmol) v koncentrované HCI (17 ml) byl
ochlazen na -10 °C a poté byl piidan po kapkach roztok NaNO- (1,20 g, 17,4 mmol) ve vod¢
(6 ml) tak, aby teplota smési neptesahla 0 °C. Po piidavku byla reakéni smés michana jesté 10
minut a poté byla pfidana po kapkach kroztoku SnCL.2H.O (14,17 g, 62,8 mmol)
v koncentrované HCI (10 ml) ochlazenému na -15 °C tak, aby teplota smési nepiesahla -5 °C. Po
kompletnim ptidavku byla vznikla suspenze ohiata na teplotu mistnosti, zfiltrovana a pevny podil
byl jednou promyt ledovou vodou a diethyletherem. UsuSenim byl ziskan 4-
[(ethoxykarbonyl)methyl]fenylhydrazinium-chlorid (2,80 g, 73 %) jako bila krystalicka latka.

Ke 4% roztoku H,SO4 ve smési ethanol:voda, 5:1 (25 ml), ktera byla nejprve probublavana
argonem pro odstranéni rozpusténého kysliku, byl ptidan 4-
[(ethoxykarbonyl)methyl]fenylhydrazinium-chlorid (461 mg, 2,0 mmol) a poté po kapkach 4-
(N, N-diisopropylamino)-1,1-dimethoxybutan (522 mg, 2,4 mmol). Reakéni smés byla zahfivana
4 hodiny na 90 °C, poté byla ochlazena ledovou lazni a nafedéna dichlormethanem (50 ml).
Vodna faze byla alkalizovana 1 mol/l roztokem NaOH, faze byly odd€leny a vodna byla
nafedéna vodou (50 ml) a ihned extrahovana dichlormethanem (3x 75 ml). Organické podily byly
spojeny, suSeny MgSQO, a kolonovou chromatografii (dichlormethan:methanol, 9:1 + 1 % NH3
(aq)) byl ziskan ethyl-{3-[2-(N,N-diisopropylamino)ethyl]-1H-indol-5-yl}acetat (337 mg, 51 %)
jako nahnédly viskozni sirup.
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Ke smési ethyl-{3-[2-(N,N-diisopropylamino)ethyl]-/ H-indol-5-yl}acetatu (290 mg, 0,9 mmol) a
20% ethanolu (25 ml) byl pfidan 1 mol/l roztok NaOH (1,0 mmol, 1,0 ml) a reak¢éni smés byla
michana pfes noc pfi teploté¢ mistnosti. Poté byla smés natedéna vodou (10 ml) a extrahovana
diethyletherem. Vodna faze byla okyselena pomoci 1 mol/l HCl na pH = 1 a odpafena. Flash
chromatografii na reverzni fazi (MeOH:H-O, gradient 5 az 100 % MeOH) byl ziskan
hydrochlorid {3-[2-(N,N-diisopropylamino)ethyl]-/H-indol-5-yl} octové kyseliny (hapten VII)
(201 mg, 67 %) jako bila pevna latka.

'"H NMR (300 MHz, CD;0D) &: 1,26 (d, 12H, 2x CH(CH;),, J = 6,5 Hz), 2,83 - 3,04 (m, 4H,
CH-CH:N), 3,48 (sept, 2H, 2x CH(CHs),, J = 6,5 Hz), 3,57 (s, 2H, CH,COOH), 6,93 (s, 1H,
ArH), 7,11 (dd, 1H, J, = 8,5 Hz, J. = 1,5 Hz, ArH), 7,24 (d, 1H, J = 8,5 Hz, ArH), 7,38 (s, 1H,
ArH)

BC NMR (75 MHz, CD;0D) &: 18,12; 24,86; 46,58; 49,17, 55,86; 110,22; 112,32; 119,07,
124,39; 124,53; 128,12; 129,77; 136,74; 180,91

Piiklad 7
Konjugace haptenu I s BSA

Hydrochlorid 4-{N-[2-(!H-indol-3-yl)ethyl]-N-methyl}aminobutanové kyseliny (hapten I) (19,2
mg, 64,7 umol) byl rozpustén v dimethylsulfoxidu (200 ul), k roztoku byl ptidan roztok N,N’-
dicyklohexylkarbodiimidu (17,3 mg, 84,1 pmol) v dimethylsulfoxidu (170 ul) a roztok N-
hydroxysukcinimidu (9,7 mg, 84,1 umol) v dimethylsulfoxidu (100 ul). Reak¢éni smés byla
ponechana stat pres noc v mikrozkumavce pii teploté mistnosti po dobu 2 dnti, béhem kterych
byly vylouceny krystaly dicyklohexylmocCoviny a pribéh reakce byl monitorovan pomoci TLC.

Reakeni roztok byl nasat pipetou a pfidan k albuminu. Tento roztok, bez vzniklych krystalt, byl
ptimo pfidan k roztoku hovéziho sérového albuminu (51,8 mg, 0,8 pmol) v bikarbonatovém
pufru (4 ml). Dale byl pfidan roztok dioktylsulfosukcinatu sodného v oktanu (27 ml) a reak¢éni
smés byla michana 18 hodin pii teplot¢ mistnosti. Poté byl modifikovany protein vysrazen
ledovym acetonem (40 ml) a vznikla suspenze byla centrifugovana 30 minut pii 4 °C (pfetiZeni
1500 x g). Po odliti acetonu byl cely proces znovu opakovan za stejnych podminek. Nasledné byl
aceton znovu odlit a konjugat byl usuSen na vzduchu. Poté byl konjugat rozpustén ve vod¢
(1,5 ml) a lyofilizovan. Analyzou MALDI hmotnostni spektroskopii bylo ureno, Ze na jednu
molekulu BSA je navazano primémé 13 molekul haptenu I. Mnozstvi navazanych molekul bylo
vypocteno odectenim molarni hmotnosti BSA od naméfené molarni hmotnosti konjugatu
(hodnota v maximu piku) a tento rozdil byl vydélen molarni hmotnosti haptenu po odecteni
molarni hmotnosti vody.

Priklad 8

Provedeni nepiimé nekompetitivni ELISY

Imobilizace konjugatu na stény jamek mikrotitracni desticky

Zasobni roztok imobiliza¢niho konjugatu (hapten VII-BSA) byl nafedén na koncentraci
6,25 mol/l v 0,05 mol/l karbonat-bikarbonatovém pufru, pH 9,6 a pipetovan do jamek
mikrotitracni desticky v mnozstvi 100 pl na jamku. Imobilizace probihala po dobu osmi hodin pii
teplot¢ mistnosti. Nenavazany imobilizacni konjugat byl nasledujici den odstranén pomoci

automatické promyvacky 4x 300 ul 0,01 mol/l fosfatového pufru (PBS)-Tw (0,01mol/l PBS, pH
7,4 obohaceny 0,05% Tweenem).
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Aplikace kompetujicich slozek

Po promyti nenavazané¢ho konjugatu byly do jamek mikrotitracni desticky pipetovany
kompetujici  slozky v  porfadi 50 pl  roztoku antigenu (kalibracniho standardu
diisopropyltryptaminu (koncentracni rozsah 5000 az 0 ng/ml) nebo vzorku slin)) fedéného v PBS
a 50 pl roztoku krali¢iho antiséra fedéného v piislusném pufru (rizné pufry pro rtizné systémy)
na koncentraci 1,25 pg/ml. Inkubace probihala za mirného tiepani pfi teploté mistnosti, po dobu
1 hodiny. Nezreagované imunoreaktanty byly odstranény opakovanym promytim jamek
0,01 mol/l PBS -Tw (4x 300 pl, promyvacka).

Aplikace sekundarni protilatky

Ke kvantifikaci navazanych kralicich antisér na imobiliza¢ni konjugat byla vyuzita protilatka
GAR-Po (z angl. Goat Anti-Rabbit - kozi protilatky proti krali¢i protilatce znacené peroxidazou).
Protilatka Gar-Po byla fedéna 1:10 000 v 0,01 mol/l PBS -Tw a pipetovana v mnozstvi 100 ul na
jamku. Inkubace probihala za mirného tfepani pii teploté mistnosti, po dobu 1 hodiny.
Nenavazané antisérum bylo poté odstranéno opakovanym promytim jamek 0,01 mol/l PBS -Tw
(4x 300 pl, promyvacka).

Aplikace substratu pro peroxidazu

Do kazdé jamky bylo nasledné piidano 100 pl cerstvé pripraveného roztoku substratu pro
peroxidazu (1 mg 3,3',5,5-tetramethylbenzidinu (TMB) + 1 ml dimethylsulfoxidu + 9 ml
0,05mol/1 citrat-fosfatového pufru; pH 5,0 + 2 ul 30% H>0,). Enzymova reakce probihala za
mirného tfepani pii teploté¢ mistnosti deset minut.

V disledku enzymové reakce zmeénila reakéni smés barvu. K zastaveni enzymové reakce byl
pouzit pridavek 2 mol/l kyseliny sirové v mnozstvi 50 ul na jamku. Absorbance reakéni smési
byla méfena v jamkach mikrotitra¢ni desti¢ky pii vlnové délce 450 nm. Cim vétsi byla hodnota
absorbance, tim méné analytu bylo navazano.

Piiklad 9

Imunizace laboratornich kralik® pro ziskani Antiséra proti diisopropyltryptaminu (Anti-DiPT)

K imunizaci byl pouzit konjugat BSA-VII haptenu VII s hovézim sérovym albuminem (BSA).
Konjugat BSA-VII byl rozpustén ve sterilnim fyziologickém roztoku a emulgoval se se stejnym
objemem kompletniho Freudova adjuvans, byl aplikovan subkutanné do tii az ¢tyf mist na zadech
a nohou u kraliki. Imunizace byla opakovana Ctyfikrat ve 4-tydennim obdobi, pficemz jedna
davka obsahovala 0,3 mg imunogenu v 0,3 ml emulze. Finalni sérum bylo ziskano po 10 dnech
od posledni imunizace srde¢ni punkci za uplné anestezie. Sebrané antisérum se lyofilizuje a
uchovava pti -28 °C.

Zasobni roztok antiséra o koncentraci 1 mg/ml byl ziskan rozpusténim lyofilizovaného kraliciho
antiséra v 0,01 mol/l PBS a byl uchovan pii teploté -28 °C. Pfed pouzitim byl temperovan pii

teploté mistnosti po dobu minimalné patnacti minut.

Obdobn¢ byla ziskana dv¢ rtizna antiséra proti DMT, kdy byl k imunizaci pouzit konjugat BSA-I
a konjugat BSA-IL

Dale bylo ziskano antisérum proti SMeO-DMT, kdy byl k imunizaci pouzit konjugat BSA-IV.
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Piiklad 10
Metoda enzymové imunoanalyzy

Byla zjistovana schopnost antisér reagovat s analyty strukturné ¢i funkéné podobnymi cilovému
analytu. Byly ureny optimalni podminky pro kazdy par antiséra a konjugatu. S antiséry
vykazujicimi nejlepSi charakteristiky byly pro imunochemické stanoveni optimalizovany
a charakterizovany varianty ELISA v nepfimém kompetitivnim uspofadani.

Imobiliza¢ni konjugat (hapten VII s BSA) o riznych koncentracich 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125;
0 ng/ml byl nanasen na stény jamek mikrotitracni desticky. Zasobni koncentrace imobiliza¢niho
konjugatu (100 pg/ml) byla fedéna v 0,05 mol/l karbonat-bikarbonatovém pufru, pH 9,6.
Imobilizace probihala 8 hodin pfi teploté mistnosti.

Dale nasledovalo promyti desticek (4x 300 pl/jamka, 0,01 mol/l PBS -Tw (0,01 mol/l PBS, pH
7,4 obohaceny 0,05% Tween 20)). Do jamek byl aplikovan pufr 0,01 mol/l PBS (50 ul/jamka) a
nasledn¢ krali¢i antisérum Anti-DiPT (50 pljamka) o riznych koncentracich (10; 5; 2,5; 1,25 a
0 ug/ml) fedéné v PBS-0,1% BSA (0,01 mol/l PBS obohaceny 0,1% BSA). Inkubace pufru
s krali¢im antisérem probihala po dobu jedné hodiny. Po ukonceni doby inkubace byly desticky
znovu promyty (4x 300 pl/jamka) PBS-0,05% Tw.

Do jednotlivych jamek byla davkovana protilatka GAR-Po (100 pl/jamka) fedéna 10 000 x v
PBS-0,05% Tw. Znovu probihala hodinova inkubace za mirného tfepani v tiepacce. Poté
nasledovalo promyti desticek 4x 300 pljamka PBS-0,05%Tw. Do kazdé jamky bylo nasledné
ptidano 100 pl  Cerstvé pfipraveného roztoku substratu TMB (1 mg 3,3,5,5'-
tetramethylbenzidinu+ 1 ml DMSO + 9 ml 0,05 mol/l citrat-fosfatového pufru; pH 5,0 + 2 ul
30% H0,) (100 pl/jamka). Enzymova reakce probihala za mirného tfepani pti teploté mistnosti
deset minut.

V disledku enzymové reakce zménila reakéni smés barvu. K zastaveni enzymové reakce byl
pouzit pridavek 2 mol/l kyseliny sirové v mnozstvi 50 ul na jamku. Absorbance reakéni smési
byla méfena v jamkach mikrotitra¢ni desti¢ky pii vinové délce 450 nm. Cim vétsi byla hodnota
absorbance, tim mén¢ analytu bylo navazano.

7 naméfenych hodnot absorbanci byly vybrany tii kombinace koncentraci krali¢iho antiséra a
imobilizacniho konjugatu. Jednalo se o tyto kombinace imobilizacniho konjugatu — Anti-DiPT:
6,25 ng/ml — 1,25 pg/ml; 3,125 ng/ml — 1,25 pg/ml; 3,125 ng/ml — 2,5 pg/ml. S témito
kombinacemi koncentraci byly sestrojeny kalibracni kiivky.

Priklad 10a
Sestrojeni kalibracnich kiivek

Délaji se sedmibodové kalibracni kiivky s pouzitim vybranych kombinaci koncentraci
imunoreagencii (vétSinou 4 kalibra¢ni kiivky na destiCku; standard drogy napt. od koncentrace
5000 ng/ml do 0 ng/ml v PBS).

Imobiliza¢ni konjugat (konjugat haptenu VII s BSA) o koncentracich 6,25 a 3,125 ng/ml byl
nanesen na sténu jamek mikrotitracni desticky. Zasobni koncentrace imobilizacniho konjugatu
(100 pg/ml) byla fedéna v 0,05 mol/l karbonat-bikarbonatovém pufru, pH 9,6. Imobilizace
probihala 8 hodin pfi teploté¢ mistnosti.

Dale nasledovalo promyti desticek (4x 300 pl/jamka, 0,01 mol/l PBS-Tw (0,01 mol/l PBS, pH
7,4 obohaceny 0,05% Tween 20)). Do jamek byl aplikovan diisopropyltryptamin (DiPT; zasobni
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roztok 1 mg/ml v 96% ethanolu); koncentracni fada 5 000; 500; 50; 5; 0,5; 0,05 a 0 ng/ml v PBS
(50 nl/jamka) a nasledn¢ krali¢i antisérum Anti-DiPT (50 pl/jamka) o koncentraci 1,25 nebo
2,5 ng/ml, (zavislé na koncentra¢nim paru) fedéné v PBS-0,1% BSA (0,01 mol/l PBS obohaceny
0,1% BSA). Inkubace diisopropyltryptaminu s krali¢i protilatkou probihala po dobu jedné
hodiny. Po ukonc¢eni doby inkubace byly desticky znovu promyty (4x 300 pl/jamka) PBS-
0,05%Tw.

Do jednotlivych jamek byla davkovana protilatka GAR-Po (100 pl/jamka) fedéna 10 000 x v
PBS-0,05% Tw. Znovu probihala hodinova inkubace za mimého tfepani v tiepacce. Poté
nasledovalo promyti desticek 4x 300 pl/jamka PBS-0,05% Tw. Do kazdé jamky bylo nasledné
pfidano 100 pl  Cerstvé pfipraveného roztoku substratu TMB (1 mg 3,3,5,5-
tetramethylbenzidinu+ 1 ml DMSO + 9 ml 0,05mol/1 citrat-fosfatového pufru; pH 5,0 + 2 ul 30%
H>05) (100 pl/jamka). Enzymova reakce probihala za mirné¢ho trepani pfi teploté mistnosti deset
minut.

V disledku enzymové reakce zménila reakéni smés barvu. K zastaveni enzymové reakce byl
pouzit pridavek 2 mol/l kyseliny sirové v mnozstvi 50 ul na jamku. Absorbance reak¢éni smési
byla méfena v jamkach mikrotitraéni desti¢ky pii vlnové délce 450 nm. Cim vétsi byla hodnota
absorbance, tim méné analytu bylo navazano.

Byl vybran koncentracni par: imobiliza¢ni konjugat 6,25 ng/ml a Anti-DiPT 1,25 pg/ml.
Sledovanymi parametry kalibracnich kiivek byly hodnoty Iso, maximalni hodnota absorbance,
minimalni hodnota absorbance (vypovidd o nespecifickych interakcich, idealni hodnota
absorbance do 0,2) a délka linearni kfivky. VySe uvedené parametry byly sledovany v celé praci
u v§ech hodnoceni tykajicich se kalibra¢nich kiivek.

Piiklad 11

KiiZové reaktivity

KiiZzové interakce se vyuZzivaji k vyjadieni specifity sestavené imunoanalyzy. Prostfednictvim
kiizovych reakci byla testovana schopnost antiséra Anti-DiPT reagovat s analyty strukturné ¢i

funkéné podobnymi diisopropyltryptaminu. S testovanymi analyty byly sestaveny kalibracni
kiivky. Hodnoty Iso ziskané z kalibracnich kiivek byly pouzZity k vypoctu hodnot kiiZovych

reaktivit (CR) dle vztahu: CR(%) = o) 100 = I50(4) -100
Csws (B) 150(8)
cso% (A) = Iso (A).....koncentrace diisopropyltryptaminu pii Asos
cson (B) = Iso (B)......koncentrace kiizov¢ interagujiciho analytu pii Asos

Byly sestaveny kalibra¢ni kiivky, které byly ziskany nafedénim diisopropyltryptaminu a
testovanych drog na koncentrace: 5000; 500; 50; 5; 0,5; 0,05 a O ng/ml v PBS. ELISA byla
provedena dle standardniho postupu (viz piiklad 8). Ziskané hodnoty Iso z kazdé kiivky byly
pouzity k vypoctu kiiZzové reaktivity dle vztahu uvedeného vyse.

Imobiliza¢ni konjugat (konjugat haptenu VII s BSA) o koncentracich 6,25 ng/ml byl nanasen na
sténu jamek mikrotitracni desticky. Zasobni koncentrace imobilizacniho konjugatu (100 pg/ml)
byla fedéna v 0,05 mol/l karbonat-bikarbonatovém pufru, pH 9,6. Imobilizace probihala 8 hodin
pfi teploté mistnosti.

Dale nasledovalo promyti desticek (4x 300 pl/jamka, 0,01 mol/l PBS-Tw (0,01 mol/l1 PBS, pH
7,4 obohaceny 0,05% Tween 20)). Do jamek byl aplikovan diisopropyltryptamin a testované
analyty (zasobni roztoky 1 mg/ml v 96% ethanolu); koncentracni fada 5000; 500; 50; 5; 0,5; 0,05
a 0 ng/ml v PBS (50 pl/jamka) a nasledné krali¢i antisérum Anti-DiPT (50 pl/jamka) o
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koncentraci 1,25 pg/ml (zavislé na koncentracnim paru) fedéné v PBS-0,1% BSA (0,01 mol/l
PBS obohaceny 0,1% BSA). Inkubace diisopropyltryptaminu s krali¢i protilatkou probihala po
dobu jedné hodiny. Po ukonceni doby inkubace byly desticky znovu promyty (4x 300 pl/jamka)
PBS-0,05% Tw.

Do jednotlivych jamek byla davkovana sekundarni protilatka GAR-Po (100 pl/jamka) fedéna
10 000 x v PBS-0,05% Tw. Znovu probihala hodinova inkubace za mirného tfepani v tfepacce.
Poté nasledovalo promyti desticek 4x 300 pl/jamka PBS-0,05% Tw. Do kazdé jamky bylo
nasledn¢ piidano 100 pl cCerstvé pfipraveného roztoku substratu TMB (1 mg 3,3',5,5'-
tetramethylbenzidinut 1 ml DMSO + 9 ml 0,05mol/1 citrat-fosfatového pufru; pH 5,0 + 2 ul 30%
H>05) (100 pl/jamka). Enzymova reakce probihala za mirného trepani pii teploté mistnosti deset
minut,

V disledku enzymové reakce zménila reakéni smés barvu. K zastaveni enzymové reakce byl
pouzit pridavek 2 mol/l kyseliny sirové v mnozstvi 50 ul na jamku. Absorbance reakéni smési
byla méfena v jamkach mikrotitra¢ni desti¢ky pii vinové délce 450 nm. Cim vétsi byla hodnota
absorbance, tim mén¢ analytu bylo navazano.

Piiklad 12
Analyza uméle kontaminovaného vzorku

Analytické vlastnosti sestavené imunoanalyzy byly testovany pomoci uméle kontaminovanych
vzorkd syntetickych slin s cilovym analytem.

Vzorek slin byl uméle kontaminovan diisopropyltryptaminem na koncentraci 20; 10 a 5 ng/ml.
Pro vlastni test byla pfipravena kalibracni kiivka dimethyltryptaminu (koncentracni fada 5 000;
500; 50; 5; 0,5; 0,05 a 0 ng/ml). Dale byly do mikrotitracni desticky aplikovany uméle
kontaminované vzorky slin, které byly pfedem fedény 10x k odstranéni vlivu matrice. ELISA
byla provedena dle standardniho postupu (viz ptiklad 8). Z kalibra¢ni kiivky byly pro jednotlivé
naméfené hodnoty absorbanci odeCteny odpovidajici koncentrace v tfedénych vzorcich a v
zavislosti na fedéni prepocteny na koncentraci v uméle kontaminovaném vzorku slin.

K vyhodnoceni analyzy vzorkt byla pouzita veliina vytéznost, ktera byla vypocitana ze vztahu:
Cc

(%)=-*-100
Cc

Cp prumérna hodnota koncentrace z jednotlivych méteni vzorku vyvinutou ELISA

c hodnota koncentrace v kontaminovaném vzorku

Pro vSechny uméle kontaminované vzorky byla vytéznost metody vypoctena v rozsahu 89 az

112 %. Reprodukovatelnost metody, vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka, byla
vypoctena v rozsahu 6 az 18 %.

Pramyslova vyuzitelnost

Aplikace v imunoanalytickych metodach stanoveni derivatd tryptaminu ve formatech nepfimé
ELISA, LFIA, FIA a dalSich, které vyuzivaji kompetice mezi haptenem — nékterym z
ptipravenych derivatil tryptaminu, a analytem — psychoaktivni latkou pfitomnou ve vzorku, o
vazebna mista protilatky.

PATENTOVE NAROKY
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CZ 307719 B6

Pouziti derivatu tryptaminu o nazvu hydrochlorid 2-{3-[2-(N,N-dimethylamino)ethyl]-1H-indol-
5-yl}octové kyseliny a struktuie

N/
.HCI
HO

N

0o N
H

pro detekci tryptaminovych drog vybranych ze skupiny S-methoxydimethyltryptamin,
dimethyltryptamin, psilocin nebo O-acetylpsilocin, 4-hydroxy-N-methyl-N-ethyl tryptamin nebo
10 jejich smési.

1. Pouziti derivatu tryptaminu o nazvu hydrochlorid 2-{3-[2-(N, N-dimethylamino)ethyl]-1H-
indol-5-yloxy}octové kyseliny a strukture

\
N/
o \@CC HCI
Mo
HO N\
N
H

pro detekci tryptaminovych drog psilocinu nebo smési 5-methoxydimethyltryptaminu,
dimethyltryptaminu a psilocinu.

11 vykrest
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Obr. 19

Obr. 20
ELISA fs0® + SDP Linedrni oblast LOD £ 5D
{ng.mi*} {ng.mi™) {ng.mi)
Hapten | 8,52 £0,17 0,11-4.24 8,017 £ 0,005
Hagpten i 27,27 £5,20 4,08~ 241,86 0,254 + 8,059
Hapten {V 0,29 £ 0,07 0,03 -4,93 0,006 + 0,002
Hapten Vil 3,36 £ 0,28 0,27 -45,13 0,034 + 0,005

? sg, 50% intercept
b 50, smérodatnd odchytka

£ 10D, imi detekee
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- konjugat VII-BSA 3,125 ng/ml, Anti-DiPT 2,5 pg/ml; Iso = 4,80 ng/ml

----- konjugat VII-BSA 6,25 ng/ml, Anti-DiPT 1,25 pg/ml; Iso = 3,96 ng/ml
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1 2 3 4 3 6 7 3 8 10 11 12

A 0 1,311 1.334 0586 0998 1.028 1,25 1233 1325

B| 0.028 0031 0,023 0.021 0.022 9,021 0.037 0,044 0,038

C| 0,085 0092 01 0.066 0066 9067 0121 0.159 90119

D| 0228 0273 Q.28 0,193 0,192 0.189 0338 0.335 0309

E| 0534 0675 0.691 0.467 0498 0506 9.711 0,783 (742

F| o025 1117 1,092 0.82 0.803 0821 1.192 117 1144

G 1223 1381 1376 1.011 1.068 1047 1451 1399 1407

H 1174 1234 1419 1,028 1091 145 1476 14355
konjligat—
Anti-
DiPT(ug.
mi?)

Anti-DifT

Obr. 25

Krizova reaktivita (%)

Testovand dandardy

DIPT
SMeRDiPT
SMeQ-DALT
psilocin

DMT
4HO-MET
SMeO-DMT
aMT
Chacetylpsiocin
psilocybin

serotonin

100,00
88.43
0.19
0,10
0,09
0.05
0,04
< 0,001
< 0,001
< 0,001
< 0,001

DIPT: N A-diisopropyliryptamin: SM=0-DiPT: t-methyl-S-methoxy- . V-diisopropylirypianin: SMeG-DALT:
N V-diallyl-S-methexytryptamin, DMT: dimethylivyptaming 4HO-MET: 4-hydroxy-N-methyl-N-cthyt tryptamin:

SMeO-DMT: Semethoxy-N N-dimethyhryptaming aMT: g-methyltryptamin

Obr. 26
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