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1 UVOD A CiL PRACE

Prvni zminky o setkani ¢lov€ka a psychoaktivnich hub nds zavedou do dob Aztékl
a oblasti Mexika. Pravé v Mexiku roste druh lysohlavky Psilocybe cubensis, podle
dosavadnich vyzkumti je to jeden 2z druhti, ktery obsahuje nejveétSi mnozstvi
psychoaktivnich alkaloidd. AztéCti Samani tyto houby nazyvali Teonanacatl
(ve volném ptekladu ,,maso boht) a vyuzivali jejich ucinkd pfi svych posvatnych
ritudlech. Stav zménéného védomi po konzumaci psychoaktivnich hub jim poméhal
V jejich Ssamanskych dovednostech — vé&Stba, 1éEba aj. V poloviné 20. stoleti Gordon
Wasson uvedl magické houby do povédomi Sir§i vefejnosti. Tim odstartoval velky
zajem lidi o tuto drogu, ¢erny trh a fadu védeckych projektu.[1] Alkaloidy obsazené
v houbach rodu Psilocybe je doposud slozité kvantitativné stanovit, bylo publikovano
mnoho praci, mnoho metod, z nichz vétSina dosahovala velmi variabilnich vysledkl
s velkou odchylkou. V nasi praci pouzivame metodu methanolové extrakce ve spojeni
s LC-MS" (LIT — linearni iontova past) jejiz vyhodou je spolehlivé rozliseni psilocinu a

psilocybinu.

Cile této prace:
e stanoveni obsahu vody ve vzorcich hub
e zmapovani jejich vyskytu
e uréeni druhu houby mykologem (Mgr. Jan Wipler)
e popis a porovnani jednotlivych lokalit sbéru
e kvalitativni a kvantitativni posouzeni obsahovych latek ve tiech druzich
r. Psilocybe nasbiranych v Cechach

e 7jisténi faktord, které ovliviiuji metodu, pro budouci optimalizaci



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Charakteristika hub

211 HOUBY OBECNE

Houby jsou nejpocetnéjsi skupina eukaryotickych organismt. Jsou to primarné
heterotrofni stélkaté organismy. Jejich buiky se odliSuji od bun¢k zelenych rostlin
pfedev§im nepfitomnosti chloroplastii (tudiz nejsou schopné asimilace) a slozenim
bunééné stény, ktera je tvofena piedevsim chitinem. Naopak stejné jako rostliny nejsou
schopné aktivniho pohybu. Pfitomnosti lyzozomii a metabolickou produkci glykogenu

se podobaji zivocichtim.[1]

Heterotrofni organismy jsou odkazadny na autotrofni organismy, ziskavaji ziviny
z organickych latek. Nejsou tak piisn¢ heterotrofni jako zivocichové, nebot jsou
schopny v uréitém mnozstvi asimilovat oxid uhli¢ity, také amonné soli a dusi¢nany
dokazi vyuzit k zisku dusiku. Ziviny ziskavaji nékolika zptsoby, dle toho se houby déli

na saprotrofni a symbiotické.[2, 3]

Vétsina hub jsou saprotrofni (hnilozijné) organismy, coZ znamend, Ze se Zivi
odumielym dievem a zbytky rostlin. Jako destruenti dostavaji do kolob&hu zivin
odumfelou hmotu, méni za pomoci svych enzymii lignin a celul6zu na latky vyuzitelné

houbou i jinymi organismy.[2, 4]

Symbiotické houby maji vztah s Zivym organismem, ktery je minimalné pro jednoho
prospéSny a pro druhého neskodny, nebo i oboustranné prospésny. NejcastejSim
pfipadem symbidzy je mykorhiza, kdy houba vyristd exogenné ¢i endogenné
na postrannich kotincich cévnatych rostlin. Houba umoznuje rostlin€ lepsi piijem vody,
minerall, dusiku, biologicky aktivnich a dalSich latek. Rostlina poskytuje houbé cukry
jako zdroj energie. Piikladem souziti s niz§imi rostlinami je lichenismus (houba a fasa

nebo sinice).[2, 4]

Mezi symbiotické houby fadime i1 houby parazitické (piizivné), které ziskavaji
organické latky z zivych organismut a v riizné miie poskozuji hostitelsky organismus.
Houby jsou Casto specializované na svého hostitele (ptfikladem jsou rozvétvené hyty
— haustoria). Radi se sem také patogenni houby, které zpiisobuji mnoha onemocnéni

zivo¢ichd véetné ¢lovéka.[5]



Casto dochazi k pfechodiim mezi zptisoby vyzivy. Naptiklad parazité, ktefi nadéle Ziji

I na mrtvém organismu, se tim stavaji saprofyty.[2]

Houby se tradi¢n¢ dé€li do dvou skupin. Vieckovytrusné houby (Ascomycetes), které
tvofi vytrusy endogenné uvniti valcovitych utvard — viecek. Vieckovytrusné houby
tvoti 70% vSech hub. Stopkovytrusné houby (Basidiomycetes) tvoii vytrusy exogenné
na specialnich bunkdch nazyvanych bazidia. Ob¢ skupiny se vSak z evolu¢niho
hlediska fadi do stejné vyvojové vétve — Dikarya. Dalsi déleni je na mikromycety, tzn.
houby, které mizeme okem pozorovat jako povlaky ¢i skvrny, ale rozliSime je az
pomoci mikroskopu. Mikromycety tvoii vétSinu hub u vieckovytrusnych hub a ¢ast jich
najdeme i u stopkovytrusnych hub. Diplomova prace je orientovana na rod patfici mezi
makromycety, tzn. houby, které jsou viditelné a maji rozpoznatelné plodnice pouhym

okem.[2, 3, 6]

2.1.2 STAVBA TELA HUB

Nasledujici popis se tyka vétSiny makromycetickych hub, tedy 1 vétSiny
stopkovytrusnych hub. Za vhodnych podminek se tvoii plodnice, tento proces se nazyva
fruktifikace. Plodnice nese rozmnoZzovaci organ houby, z makroskopického hlediska
se deli na klobouk, tfen a podhoubi ukryté v substratu nebo v hostiteli. Klobouk ma
na spodni strané rousko (hymenium), coz je struktura, ktera nese hymenofory ve formé
lupentl, rourek nebo ostnti. Na hymenoforech se tvofi vytrusy. Mladé plodnice zahaluje
obal (velum), ze kterého u dospélé houby zistava pochva na spodu tfené, bradavice

na povrchu klobouku a prsten v horni ¢asti tiené.[2, 3, 7]

Z mikroskopického hlediska se télo (vegetativni stélka) u prevazné vétSiny zastupct
makromycetickych hub nazyva mycelidlni. Mycelidlni stélka se sklada z vlaknitych hyf
usporadanych do houbového nepravého pletiva, které se nazyva plektenchym. Hyfy
jsou v pletivu razné podélné propleteny. Hyfy rostou apikalnim ristem, v jejich vrcholu
probihaji intenzivni metabolick¢ dé&je. Hyfy jsou u odvozenéjSich typl hub
prehradkované a uprostied kazdé je maly otvor (por), ktery je prachodny pro urcité

organely.[6]

Vétsina zastupcli mé vicevrstevnou bunéénou sténu, dominantni slozkou bunééné stény

veétsiny hub je chitin, chitosan, beta-polyglukany a mannan.



70 — 95 % hmoty Cerstvé houby tvoii voda. Hlavnimi zasobnimi latkami jsou glykogen,
cukry ve formé& alkoholi (mannitol, arabitol) ¢i disacharidu trehal6zy. Dale bilkoviny

a tuky.[3]

2.1.3 ROZMNOZOVANI HUB

Houby se Siii pomoci svych pohlavnich vytrusi (askospor a bazidiospor)
¢i nepohlavnich vytrustt (konidii), které¢ aktivné nebo pasivné uvolnuji plodnice
¢i samotné podhoubi. Vytrusy se §ifi do okoli vzduchem, vodou ¢i pomoci Zivocichii.
Dal$im zptsobem nepohlavniho rozmnozovani je ptenos ulomka hyf a ¢asti podhoubi
do okoli. Za vhodnych podminek (optimalni teploty, vlhkosti, pfitomnosti zivin apod.)
vytrusy zacinaji kli¢it v kli¢ni hyfu. Kli¢ni hyfy rostou a vétvi se za vzniku podhoubi

(mycelia), které tvofi t€lo houby (stélku).

U vieckovytrusné houby jsou jednotlivé Gseky hyf jednojaderné, jadra maji jednu sadu
chromozomti (jsou haploidni). Tésn¢ pfed vytvarenim plodnic probéhne pohlavni
proces a vznikaji askogenni hyfy, které v konecné fazi vyvoje maji dvoujaderné
(dikaryotické) buiiky a konéi tzv. vieckem. Viecko (askus) je kyjovity utvar na konci
hyf. Ve viecku se tvoii vytrusy (askospory) procesem zahrnujicim karyogamii, meiozu,

mitozu a obaleni bunéénou sténou.[6]

Stopkovytrusné houby maji kolem prostiedniho poéru zesilenou membranu
(tzv. dolipor), kterou lze otvor z(zit. VéEtSinu Zivota houby maji builky mycelia dvé
jaddra. Dvoujaderné bunky vznikaji splynutim dvou priméarnich geneticky
kompatibilnich (kazdé jiného pohlavi) mycelii. Za ptihodnych podminek dojde
ke splynuti jader a meidze v bunikach mycelii a vznikaji tim bazidie, dal$im reduk¢énim

délenim se vytvaii bazidiospory neboli pohlavni vytrusy.[3, 6]

Stopkovytrusné houby se mohou rozmnozovat i pucenim ¢ili tvorbou sekundarnich spor

(konidii).[6]



2.1.4 SCHEMA
Moderni systém hub odrazi evoluci (vyvoj) hub, tzn. je fylogeneticky.

Tabulka 1: zaiazeni rodu Psilocybe do systému hub

fisSe:  Fungi

vyvojova vétev:  Dikarya

oddéleni:  Basidiomycota

pododdéleni: ~ Agaricomycotina

tiida:  Agaricomycetes
rad:  Agaricales
celed: Strophariaceae

rod:  Psilocybe

[3]

2.1.5 ROD: Psilocybe (Fr.) P. Kumm. — lysohlavka

Zastupci jsou rozsiteni celosvétové. Jsou to piedevs§im druhy rostouci na dievénych
zbytcich a spadlych shnilych kmenech, hlavné v listnatych a smiSenych lesich, mén¢
gasto v jehliénatych. Casto rostou podél cest &i silnic, v roklich u potokd, v podrostu
kopftiv nebo ostruziniki, také v parcich, zahradach, nékteré druhy hojné na pastvinach.

Vsechny druhy rodu Psilocybe obsahuji psychoaktivni latky.[8]

Druhy tohoto rodu jsou klasifikovany, mimo molekularni biologie, mikroskopickymi
znaky. Mezi nejdilezitéjSi charakteristické mikroskopické znaky patii tvar
pleurocystidia a jeho vyskyt na povrchu lupent, tvar cheilocystidii, velikost a tvar

spor.[9]

Houby jsou malé, povétSinou hnédé s kuzelovitym tvarem se Stihlou valcovitou tfeni.
Maji ptilehlé lupeny, nékteré druhy maji prstenec. Spory maji nejCastéji liliovou
az fialovohnédou barvu, jsou hladké s poérem blizko vrcholu. Mnoho druhii obsahujicich
psychotropni latky modra ¢i modrozelena na tfeni i1 klobouku, po dotyku

¢i se starim.[10]
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V Evropé se vyskytuje pfiblizné 15 druhti. V CR jsou nejfrekventovangjsi, a na obsah

alkaloidi nejbohatsi, tfi nasledujici druhy. Lysohlavka tajemnd, se svymi varietami

Ceska a obecna, a lysohlavka kopinata.[9]

2.1.6

DRUHY RODU PSILOCYBE A JEJICH VYSKYT

2.1.6.1 Vybrané druhy a jejich popis

Psilocybe semilanceata (Fr.) P. Kumm. — lysohlavka kopinata

Plodnice tohoto druhu se vyskytuji ve skupinkach, stafim a otla¢enim modraji.

klobouk: 5 — 35 mm S$iroky, 6 — 22 mm vysoky, Stihle kuzelovity az zvonovity
suzkym hrbolem uprostied, hladky, hygrofanni, za vlhka lepkavy, olivové
hnédy, za sucha okrové zluty ¢i Spinavé Zluty

lupeny: v mladi svétle hnédé, v dospélosti tmaveé purpurové Sedohnédé, s bilym
ostfim

treni: rozméry 45 — 120 x 1 — 3,5 mm, pruzny vélcovity, dole n€kdy mirné
rozsifeny, nahotfe bélavy, smérem doli svétle hnédy, chutnd a voni
po tedkvickach

vytrusy: velikost 10,5 — 15 x 6,5 — 8,5 um, elipsoidni az vejcovité, tlustosténné

se Sirokym kli¢nim poérem, cervenohnédé az purpuroveé hnédé

Typickym mistem vyskytu jsou boredlni klimatické oblasti. Tato lysohlavka roste

roztrousSeng, v travé, v trsech metlice trsnaté, na loukéch, okrajich cest a lesii. Dale

na mistech, kde se pasou ovce nebo kravy, od nizin az po vysoké horské polohy.[6, 11]
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Obrazek 1: P. semilanceata (foto: Mgr. Jan Wipler)

Psilocybe serbica M. M. Moser et E. Horak — lysohlavka tajemna

Plodnice rostou ve skupinkach, otlatenim a zasychanim zelenomodraji na klobouku
i tteni. V CR se vyskytuji nejhojn&ji dvé variety: Psilocybe serbica var. arcana
(Borovicka and Hlavacek) Borovicka, Obornik and Noordel — lysohldvka tajemna
obecna; Psilocybe serbica var. bohemica (Sebek ex Sebek) Borovicka, Obornik

and Noordel — lysohlavka tajemna ¢eska.

e klobouk: 15 — 60 mm S&iroky, je polokulaty az kuzelovity, S rlistem zvonovity
az vyklenuty s tupym hrbolem na vrcholu, mirn¢ slizky, hygrofanni, prosvitavé
carkovany
PA: za vlhka oranzové az ¢okoladoveé hnédy klobouk s Sedoolivovym odstinem,
za sucha Spinavé Zlutavy
PB: za vlhka karamelové hnédy a za sucha v barvé bilé kavy

e lupeny: vmladi Sedobézové az hnédavé, v dospélosti Cokoladové hnédé
S purpurovym nadechem

PA: Siroké ¢i zaoblené pfipojené

12



PB: mirng sbihavé
o tieni: rozméry 40 — 120 x 2,5 mm, hrbolaté¢ zprohybany, nahofe bélavy, nize
nazloutly az nahnédly a nékdy pozvolna zizeny, bile vldknity

e vytrusy: velikost 10 — 15 x 6 — 7,5 um, elipsoidniho tvaru

Tyto dvé variety P. serbica jsou rozsifeny v mirném klimatu po celé Evropé, Americe
a Asii, zdznamy o vyskytu jsou i zjizni polokoule. Rostou roztrousené, v opadu

listnatych a smiSenych lest, s oblibou na vlh¢ich mistech, od nizin az do podhuii.[6, 11]

Obrazek 2: P. serbica var bohemica (foto: Mgr. Jan Wipler)
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2.1.7 PREHLED DALSICH DRUHU RODU PSILOCYBE

2.1.7.1 P. liniformans Guzman & Bas
Obdobi rustu: zati — listopad
Charakteristika a misto vyskytu: komsky trus na pastvinach ve vnitrozemi, porosty
Salix repens pii pobtezi

Lokalita: Nizozemi, Belgie a Italie

2.1.7.2 P. hispanica Guzman
Obdobi rlstu: letni mésice
Charakteristika a misto vyskytu: oblasti v nadmoiské vySce nad 2300 metra
na horskych pastvinach (ptimo v koniském hnoji)

Lokalita: pohoti Pyreneje

2.1.7.3 P. cubensis (Earle) Singer
Obdobi rlstu: letni mésice
Charakteristika a misto vyskytu: kompostova ptida, pastviny subtropickych a tropickych
oblasti

Lokalita: Amerika

2.1.7.4 P.fimetaria (P.D. Orton) Watl.
Obdobi rustu: zati — listopad
Charakteristika a misto vyskytu: samostatné ¢i v malych skupinkéch, konské ¢i kravské
pastviny
Lokalita: celosvétové rozsiteni, v Evropé a Severni Americe neni bézné tento druh

rozsifen

2.1.7.5 P. puberula Bas & Noordeloos
Obdobi rlstu: zafi — fijen
Charakteristika a misto vyskytu: pisCité a suché pudy

Lokalita: Nizozemi, Belgie

2.1.7.6 P. strictipes Singer & A. H. Smith
Obdobi rlstu: srpen — zafi
Charakteristika a misto vyskytu: v malych skupinkach, podél bazin, velmi vzécné

Lokalita: Evropa a Severni Amerika

14



2.1.7.7 P. serbica Mos. & E. Horak
Mimo var. arcana (Borovicka & Hlavacek) Borovicka, Obornik & Noordel
avar. bohemica (Sebek ex Sebek) Borovitka, Obornik & Noordel sbiranych
pro analyzu Vv ramci této diplomové prace ma druh P. serbica nékolik dalSich variet

uvedenych nize.

P. serbica var. serbica

Obdobi rastu: zafi — fijen
Charakteristika a misto vyskytu: tlejici dievo, pfedevsim v podhorskych oblastech

Lokalita: méné znama houba, nalezi§té v Srbsku, Chorvatsku, CR A Rakousku

P. serbica var. moravica (Borovi¢ka) Borovi¢ka, Obornik & Noordel

Obdobi rustu: zafi — listopad
Charakteristika a misto vyskytu: ve velkych skupindch, casto v pidach bohatych
na dusik

Lokalita: Morava, Rakousko, Italie, Slovensko

P. serbica var. sternberkiana (Borovi¢ka) Borovi¢ka, Obornik & Noordel

Podobna var. moravica. Znama pouze z CR a Némecka.

2.1.7.8 P. stunzii Guzman & J. Ott
Obdobi ristu: 1éto
Charakteristika a misto vyskytu: na dfevénych hoblinadch

Lokalita: zapad USA, Kanada

2.1.7.9 P. cyanescens Wakef.
Obdobi rustu: kvéten — listopad
Charakteristika a misto vyskytu: ve velkych skupinach

Lokalita: borealni, mirny a subtropicky pas v Evropé a Severni Americe

2.1.7.10 P. azurescens Stamets & Gartz
Obdobi ristu: srpen — fijen
Charakteristika a misto vyskytu: saprotrofickou c¢innosti zplisobuji bilou hnilobu,
samostatné ¢i ve velkych skupinach, v dfevénych hoblindch listnatych stromi
¢i na pisecnych ptidach

Lokalita: zapad USA, v Evropé jen v disledku rekrea¢niho péstovani
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2.1.7.11 Psilocybe gallaeciae Guzman & M. L. Castro
Obdobi rustu: fijen — listopad
Charakteristika a misto vyskytu: ve skupinach na pastvinach a v zahradach

Lokalita: Spanélsko

2.1.7.12 P. medullosa (Bres.) Borovicka
Obdobi rustu: ¢ervenec — listopad
Charakteristika a misto vyskytu: na hnijicim dreve, nejcastéji smrkovém

Lokalita: vzacng, v severni a stfedni Evropé

2.1.7.13 P. atrobrunnea (Lasch) Gillet
Obdobi rustu: ¢erven — listopad
Charakteristika a misto vyskytu: v malych skupinach, v ptitomnosti mechi (Sphagnum
a Polytrichum) ¢i v raSelinistich

Lokalita: vzacné téméft v celé Evropé, specialné v borealnim podnebi[11]

2.2 Obsahové latky

Hlavni aktivni obsahovou latkou v halucinogennich houbédch je fosfatovy ester
psilocybin, po poziti je defosforylovdn na farmakologicky aktivni latku psilocin.
Psilocin je v houbach také pfitomny, avSak v fadové niz$im mnozstvi. Aktivni latky
v psilocybinovych houbach se fadi do skupiny indolovych sloucenin, které maji v pozici

4—-hydroxy nebo fosfatovou skupinu a jsou odvozené od tryptaminu.

Ob¢ latky jsou strukturné podobné bufoteninu, harminu, LSD a neurotransmiteru
serotoninu (5-hydroxytryptamin). Dale byly v nékterych druzich hub nalezeny dalsi

tryptaminy, méné aktivni nez piedchozi, baeocystin a norbacocystin.[12]

Obsah aktivnich latek v halucinogennich houbach zavisi na druhu, obdobi, zivotnim
prostiedi, ptidnich podminkach (hlavné na obsahu fosforu a dusiku), skladovani
a extrakéni metodé pouzité pred analyzou. Psilocybin se vyskytuje predevSim

v plodnici, ve vegetativni ¢asti se nevyskytuje.[13]
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2.3 Nejvyznamnéjsi alkaloidy

2.3.1.1 Psilocybin
Psilocybin je fosfatovy ester psilocinu, ktery V psilocin prechazi defosforylaci

Vv organismu.

Psilocybin je rozpustny ve vod¢, mirné¢ rozpustny v methanolu, ethanolu, zfedéné
kyseling sirové a hydroxidu sodném. Diky své velké ionizaci neni rozpustny ve vétsSing

organickych rozpoustédel.[10, 12]
Chemicky nazev: 4—fosforyloxy—N,N—dimethyltryptamin

Systematicky nazev: [3—(2—dimethylaminoethyl)-1H-indol-4—yl]dihydrogen phosphate
Souhrnny vzorec: C12H17N204P

Mr: 284,25 g/mol

Teplota tani: 224 °C

Log P (oktanol-voda): 1,000

_ +
o \H/

Iz

Obrazek 3: psilocybin

2.3.1.2 Psilocin
Psilocin je izomer bufoteninu, liSici se pouze pozici hydroxyskupiny. Je relativné
nestaly v roztocich. V alkalickych podminkach v pfitomnosti kysliku okamzité vytvari
modré
a Cerné produkty degradace. Je rozpustny v methanolu, ethanolu, zfedéné kyseliné
sirové, hydroxidu sodném. Neni rozpustny ve vodé a na rozdil od psilocybinu
se rozpousti v organickych rozpoustédlech (butylchlorid a dalsi halogenované

uhlovodiky).[10, 12]
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Chemicky nazev: 4-hydroxy—N,N—dimethyltryptamin
Systematicky nazev: 3—(2—dimethylaminoethyl)-1H-indol-4—ol
Souhrnny vzorec: C12H16N20

Mr: 204,27 g/mol

Teplota tani: 174,5 °C

Log P (oktanol-voda): 1,460

N—

N
OH

A\

Obrazek 4: psilocin

2.3.1.3 Baeocystin

Baeocystin je monomethylovany analog psilocybinu.

Systematicky nazev: [3-[2—(methylamino)ethyl]-1H-indol-4—yl]dihydrogen phosphate
Souhrnny vzorec: Cji1H15N204P

Mr: 270,22 g/mol

Log P (oktanol-voda): -0,26

OH
o:|=[>—o-

ol

H
H
\ /
J :
HN \CH3

Obrazek 5: baeocystin
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2.3.1.4 Norbaeocystin

Norbaeocystin je demethylovany analog baeocystinu.

Systematicky nazev: {[2—(2—aminoethyl)-1H-indol-4—yl]Joxy}phosphonic acid
Souhrnny vzorec: CioH13N20O4P
Mr: 256,2 g/mol
Log P (oktanol-voda): -0,79
OH

O——P—OH

/ NH,
HN

Obrazek 6: norbaeocystin

2.4 Biologické ucinky

Indolové alkaloidy (derivaty tryptaminu) neboli halucinogenni tryptaminy, psilocin
a psilocybin, pusobi v organismu jako psychotomimetika. Uginky jsou vysoce
nepiedvidatelné a variabilni. Stejné jako u ostatnich psychedelik (halucinogenti)
charakter psychologické odpovédi zavisi na davce, stavu, naladé, osobnosti
a pfedchozich zkuSenostech. Velky vliv méd ocekavani urcitého zazitku, ocekavani
ptijemného zazitku vétSinou vede k pfijemné odpovédi. Subjektivni ucinky se lisi
u jednotlivych osob a i u riznych intoxikaci jedné osoby. V 25 % byly zaznamenany

nepiiznivé reakce (psychoza, panické zachvaty, agrese, zmatenost).[10, 14, 15]

24.1 VZTAH DAVKY A UCINKU

Pti poZziti psilocybinu jsou klinické odpovédi velmi variabilni pfi pozfeni stejné davky
jinym subjektem. U jednoho pacienta byly zaznamenany halucinace a podrazdénost
po pozieni 10 houbicek, zatimco u jiného po pozieni 200 houbicek doslo jen k bolesti
bticha.[16]
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Klasicka davka pfi rekreacnim uziti, ktera vyvola zadouci G¢inky, je 5 — 15 mg. Prahova
davka zavisi na jednotlivei, mnozstvi 3 — 5 mg (piiblizn¢ 0,04 mg PSB/kg) bylo
detekovatelné sympatomimetickymi piiznaky, ale bez halucinaci. V déavce 12 — 20 mg
p. 0. psilocybin jiz obvykle méni stav védomi. Ve studiich dobrovolnici popisuji
po poziti davky 0,25 mg PSB/kg pocity euforie, velkoleposti, vizudlni iluze, obtizné
mysleni, pocity depersonalizace a derealizace.[14, 17, 18]

Vyssi davky se blizi az k 50 mg (3,5 — 5 g suché vahy nebo 35 — 50 g Cerstvych hub),
coz zavisi na druhu houby a obsahu psilocybinu. Obvykla davka rekrea¢nich uzivatell
je 20 — 30 Cerstvych hub, vyjimeéné 50 a ojedinéle 100.[10]

Akutni toxicita psilocybinu je pomérné nizka, stfedni letalni davka (oralni LD 50)
u krys je 280 mg/kg, tedy asi polovi¢ni nez u kofeinu. Pro ¢lovéka je v ramci gramu

na kg, udava se 1,5 - 1,7 kg susenych hub, coz znamena 15 kg Cerstvych.
Pfi intravendznim podani kralikiim je LD 50 asi 12,5 mg/kg.[10, 14]
Nebyl objeven vyskyt tolerance po opakovanych davkach.[14]

Houby jsou konzumovéany perordlné s riznou piipravou (mlécny koktejl, polévka,
dusené houby, caj, suSené houby v medu, smés s cokoladou, omeleta) nebo pitimo
syrové plodnice. Pii dikladném rozmélnéni v stech je nastup ucinku rychlejsi
a celkové je tcinek silnéjsi nez pii rychlém spolknuti. Néstup klinického efektu je pfi
po 10 minutach. Pokud je droga zkonzumovana ve formé roztoku, nastup muize byt

vyrazné urychlen.
Pfi intravendznim uZiti se objevuji jiné, zavazné&jsi piiznaky.[10]
24.2 TOXIKOKINETIKA

Ve studii, kdy tfi dobrovolnici nala¢no pozieli 0,224 mg PSB/kg své vahy (tj. okolo
10 — 20 mg), biologicka dostupnost byla 52,7 + 20 %.[19]

Psilocin je lipofilngjsi nez psilocybin a velmi dobfe prostupuje st€nou cév a koncentruje
se v mozku, nejvyssi koncentrace byly zaznamenany v mozkové kufe, hipokampu,
extrapyramidovém motorickém centru a v retikularni formaci. Po 20 — 40 minutach
pfip. o. podani je psilocybin detekovatelny v plasmé. Psilocin se objevuje v plasmé

po 30 minutach. Pfed vstupem do systétmového ob&hu je nejspiSe majoritni Cast
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psilocybinu pfevedena na psilocin, psilocybin muze hrat roli jakéhosi proléciva. Aktivni

latkou pusobici biologickou odpovéd’ je pravé psilocin.[10, 14]

Psilocybin podléha v organismu rychlé defosforylaci na psilocin a nasledné konjugaci
s glukuronidem, kdy je konjugat renalni exkreci eliminovan. Na glukuronidaci se podili
UGT1A10 vtenkém sttevé a UGT1A9 v jatrech. Alternativni metabolickou cestou
je inaktivace psilocinu monoaminooxidazou na 4-hydroxy-tryptofol a 4—hydroxyindol
octovou kyselinu. Shrnuto v Tabulka 7. Nékolik malo procent psilocinu bylo béhem
24 hodin vylou¢eno moc¢i nezménéno. Vrchol plasmatické koncentrace byl dosazen
VvV priumeéru po 105 + 37 minutach po ingesci. Biologicky polocas psilocinu po oralnim

uziti dosahoval pfiblizné 2,5 + 1 hodin.[20, 21]

Pii podéni i. v. je biologicky polocas psilocybinu dvakrat kratS$i, doba plisobeni
se zkracuje na 15 — 30 minut.[14]

0
O N +- N /
OH " NH OH OH
g ©
N
N N
NH H H
3-(2-(dimethylammonio)ethyl)-1/-indol-4-yl . P . 2-(4-hydroxy-1/-indol-3-

hydrogen phosphate 3-(2-(dimethylamino)ethyl)- 1 /-indol-4-ol yhacetaldehyde

QH / /
HOa . aOH
\N__
HO v " OH o

B R OH OH
0 OH

N N N

N
H

I=
Iz

(28,3545.5R 65)-6-((3-(2-
(dimethylamino)ethyl)-1/-
indol-4-yl)oxy)-3,4,5- 3-(2-hydroxyethyl)-1/#-indol-4-ol 2-(4-hydroxy- 1 f{-indol-3-yl)acetic acid
trihydroxytetrahydro-2 H-pyran-
2-carboxylic acid

Obrazek 7: schéma metabolismu psilocybinu
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2.4.3 KLINICKA ODPOVED

Strukturné se psilocin a psilocybin velmi podobaji tryptaminim. Oba maji velkou
afinitu  k serotoninovym receptorim, psilocin vaze primarn¢ 5-HT2A receptor
(Ki = 6nM) a mén¢ i 5-HT1A receptory (Ki = 190nM).[22]

Ingesce halucinogennich hub obsahujicich psilocybin mé podobné klinické piiznaky
jako LSD a mezkalin. Davka psilocybinu v8ak musi byt mnohokrat vyssi, aby vyvolala

podobné piiznaky.[23]

Na rozdil od jiného indolaminového derivatu (LSD), psilocin nestimuluje piimo

D2 dopaminové receptory.

V porovnani s LSD, psilocin zplsobuje méné intenzivni depersonalizaci, mirngjsi

somatické symptomy, ale mnohem intenzivngjsi prostorové iluze.
Pozadované priznaky jsou zachvaty smichu, euforie a zménéné vnimani.[24]

2.4.3.1 U¢inky neurovegetativni (sympatomimetické)
Po ur¢ité dobé latence (30 — 60 minut) nastupuji somatické symptomy zpusobené
sympatomimetickou aktivitou naruseného neurovegetativniho systému, nazyvané také
jako excitacni syndrom, a poruchy percepce. Patii sem bolest hlavy, slabost, z¢ervenani
obli¢eje, poceni, horecka, nauzea az zvraceni, rozmazané¢ vidéni, mydridza, tfes,
citlivost na svétlo, uzkost a zmatenost. Celkové zvysSeni reflexi a zvySeni
metabolického obratu. Tachykardie a hypertenze ¢i hypotenze jsou obvykle mirné.

Vétsina téchto ptiznakil se objevuje brzy po poziti a postupné vymizi.[10]

s sva

2.4.3.2 Neuropsychické ucinky
Po dalSim cCase se objevi neuropsychické ucinky, které jsou realizovany stimulaci
serotoninovych receptord. Psilocin stimuluje serotoninové receptory v oblasti
nuclei raphe, coz jsou jadra retikularni formace v mozku. Stimulace téchto jader
je spojovana s halucinogennim uc¢inkem. Inhibice neurond v nucleus raphe vede
nejspiSe k aktivaci noradrenergnich neuront z okoli locus coeruleus, coz je centrum
pro integraci smyslovych vjemt. To muze vysvétlit nékteré formy zmén vnimani jako
je napiiklad synestezie. Negativnim efektem stimulace téchto receptord je pokles
smyslové filtrace v thalamu a tim padem je vice informaci pousténo do vysSich

mozkovych center, odpovédnych za predstavy a emoce.[10, 14]
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Bézné se vyskytujici neuropsychické symptomy jsou zrakové zmény, zkresleni tvarii
abarev — popis svétla, jasnych teplych barev, hodné zelené a cCervené,
synestezie — vnimani jednoho smyslu druhym (,,vidi zvuky, sly$i barvy®), zrakové
obrazce pfi zavienych ocich (kaleidoskopicky fenomén), iluze geometrickych tvara
az spatfovani ducht. ZvySené vnimani zvuku, pocit zvyseni hlasu, odlupovani pokozky,
lehkosti (ztraty véahy), chladu, mirny ttes, nutkavé zivani a pocity zpomaleni Casu.
Casova deprese — zvySuje se objem dat vV ramci ¢asové jednotky a méni se chronologie
udalosti v ¢ase. Popisovany jsou pocity zvétSovani prostoru v okoli. Po vyssich davkach
psilocybinu ma uzivatel sklony k introspekci, mohou se dostavit pocity depersonalizace
(duchovni a mystické prozitky, pocity spojeni s celym lidstvem ¢i s celym vesmirem),
ve spojeni s halucinacemi uzivatel neciti néjakou celé télo nebo néjakou jeho cEast.
V mensich davkdch nenastavaji halucinace, ale jen smyslové zkresleni. Castym
piiznakem je parestézie, ataxie, svalova slabost, kompulzivni pohyby a otupélost.[10,

14, 25-29]

Riddeji se ale maze dostavit agresivni chovani i velmi nepifjemné az désivé pocity silné
dezorientace, neschopnost rozliS$it mezi halucinaci a realitou, panika a paranoia,

delirium oznacované slangové jako ,,Spatny trip“ (,,bad trip*).

Po dal$i dob¢ je charakteristickd malatnost, apatie, velké vycerpani, nékdy i1 hluboka

deprese spojovana se Spatnou naladou a tizkosti ped pozitim drogy.[14]

VétSina symptomt do 4 — 6 hodin sama vymizi, n¢které spankové potize mohou trvat

kolem 24 hodin. Vzacné perzistuje dysforie déle nez 12 hodin.[30]

2.4.3.3 Trvalé a fatdlni naruseni zdravi
Neptiznivé psychiatrické symptomy bé&Zné nesetrvavaji, avSak jsou znamy pfiipady,
kdy se béhem 4 mésicti objevovaly akutni panické zachvaty a flashbacky. Umrti
po intoxikaci je spiSe spojovano skombinaci sjinymi drogami nebo traumatem
v disledku pozménéného vnimédni a psychického stavu. Traumatické komplikace
zahrnuji pfedevSim zranéni v dasledku halucinaci, pady ze stiech, ztraty védomi.[10,

16, 31, 32]

Pti zkoumani plsobeni psilocybinu na zdravych jedincich a na jedincich trpicich
schizofrenii byl zjiStén hlavni rozdil ve stupni depersonalizace. Schizofrenik proziva

neobvyklé zazitky sam za sebe, zatimco intoxikovany c¢lovék ma tzv. ego-alien
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symptom, proziva zazitky jako jina osoba. Po poziti mé intoxikovany pocity podivnosti,

to se u schizofrenikl nevyskytuje.

U intravenozniho uZziti nastavaji ptiznaky odlisné nez pfi ordlnim uziti — nauzea, bfisni
bolesti, prijmy, zvraceni, tfes, bolesti hlavy, kloubli a svalii, objevuji se puchyie
na kazi. Postizeny mad abnormalni jaterni a ledvinové testy, leukocytozu s posunem

doleva, methemoglobinemii a vysoké horecky.[10]
2.5 Priikaz a lécba

25.1 KLINICKE STANOVENI OTRAVY PSILOCYBINOVYMI HOUBAMI

Klinické ptiznaky je n€kdy slozité urcit, na ulicich jsou nabizeny Casto jiné houby
namocené v LSD nebo fencyklidinovém roztoku. Pak se objevuji k typickym
halucinacim dal§i symptomy. Typickymi ptiznaky pro fencyklidin je analgezie
S pocenim a rigidita. Pro LSD je typicka panicka reakce, pro amfetaminy loupéani kize,
skiipani zuby, hypomdnie. Anticholinergni uc¢inky vyvolané¢ pfirozenymi
parasympatolytiky (muskarin), pfi poziti muskarinovych hub, jsou rozmazané vidéni,

zadrzovani mo¢i, znehybnéni ilea, delirium a dalsi.[10]

252 DIAGNOSTICKE TESTOVANI

Metody pro detekci psilocybinu a méné stabilniho metabolitu psilocinu zahrnuji
infracervenou spektroskopii, UV spektrofotometrii, TLC, kapilarni elektroforézu,
GC-MS, LC-MS a HPLC. Psilocin jako aktivni metabolit je v mo¢i mozné naleznout
jeste 24 hodin po poziti stfedni davky drogy. Ve vzorku moci se stanovuje psilocin
enzymatickou hydrolyzou glukuronidovych konjugati. Nésledné¢ je derivovan
s N-methyl-N-trimethylsilyl-trifluoroacetamidem, coz snizuje limit kvantifikace
na 10 ng/ml, pii méfeni metodou GC—MS po extrakci na pevné fazi. Test na psilocin
Vv drogovém screeningu vzorku moc¢i neni pfitomen, nicméné Casto je po poZiti
psilocybinovych hub pozitivni amfetaminovy test. Je nutné dodé¢lat test piimo
na psilocin, protoZe pozitivni amfetaminovy test miize zptsobit kromé amfetamint také

konzumace urcitych potravin ¢i endogenni zdroj fenylethylaminu.[21, 33-36]

Pfi  intoxikaci  halucinogennimi  houbami mirn€ stoupa v séru hladina

laktatdehydrogenazy a aspartataminotransferazy. Jaterni funkce jsou v poradku.[37]
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253 LECBA

Detoxikaéni postupy jsou omezeny na piipady, kdy je uzito nékolik drog v kombinaci
béhem 1 — 2 hodin. V tom ptipadé se podava aktivni uhli. Pfi halucinacich a zménéném
vnimani je pacient umistén do tmavé komory, kde ho okoli nestimuluje, ¢asto pomaha
pritomnost blizké osoby. Pii perzistujici dysforii jsou podavany benzodiazepiny

a pii velkych halucinacich antipsychotika (haloperidol).[8]

2.6 Prehled analyz

V jednotlivych tabulkdch je uveden vycet vybranych analyz, co byly doposud
publikovany, se zaméfenim predevS§im na druhy sbirané pro ucely nasi experimentélni
prace. Tabulky obsahuji nasledujici informace o analyze: rok, kdy byla prace
publikovana; zemi, ze které vzorky pochazi; pouzity typ extrakce a analyzy; informace

0 sbéru ¢i jiném zisku vzorku; obsahy psilocybinu (PSB) a psilocinu (PS) u jednotlivych

druht a sbért.

Tabulka 2[38]

Rok Oblast Extrakce Analyza
2005 Japonsko neuvedeno LC-MS"
Puavod vzorki | Druh houby Obsah PS Obsah PSB
sbér P. cubensis 0,060 % — 0,140 % | 0,018 % — 0,380 %
Tabulka 3[39]
Rok Oblast Extrakce Analyza
2003 CR methanol GC-MS
Pivod vzorki | Druh houby Obsah PS Obsah PSB
P. semilanceata 0,158 % 0,311 %
sbér P. bohemica 0,742 % 0,464 %
P. arcana 0,340 % 0,457 %
Tabulka 4[40]
Rok Oblast Extrakce Analyza
2003 Japonsko methanol HPLC-UV
Puvod vzorki | Druh houby Obsah PS Obsah PSB
Serny trh P. cubensis | 140 96— 0,420 % | 0,370 % — 1,300 %
P. copelandia
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Tabulka 5[41]

(Fr.)

Rok Oblast Extrakce Analyza
2000 Némecko methanol v HPLC-UV
ultrazvukové lazni
Puvod vzorki | Druh houby Obsah PS Obsah PSB
internetovy P. cubensis 0,094 % 0,353 %
Cerny trh P. semilanceata 0,255 % 0,394 %
Tabulka 6[42]
Rok Oblast Extrakce Analyza
1999 Salzburg chioroform v GC-MS
ultrazvukové lazni
Puavod vzorki | Druh houby Obsah PS Obsah PSB
sbér P. subcubensis 0,025 % 0,830 %
Guzman
Tabulka 7[43]
Rok Oblast Extrakce Analyza
1993 CR methanol HPLC
Puvod vzorki | Druh houby Obsah PS Obsah PSB
agar F(’EZ‘r‘ItS“Sﬁf\gz'f 0,180 % 1,070 %
sbér, Sizava | |- pohemica 0,020 % 0,850 %
Sebek
Kultivace (gérf:)bg?rf;r 0,110 % 0,630 %
kultivace P. semilanceata nedetekovano 0,980 %
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Tabulka 8[44]

Rok Oblast Extrakce Analyza
1992 CSR methanol s KNO; HPLC-UV
Puvod vzorki | Druh houby Obsah PS Obsah PSB
kultivace ze
spor )
Frenstat, 1981 | honemiea 0,020 % 0,460 %
Sazava, 1982 0,070 % 1,140 %
Sazava, 1983 0,480 % 0,640 %
sbér
Praha, 1980 0,120 % 1,050 %
Krasna Lipa, P. semilanceata 0,090 % 0,910 %
1982
Spisska Nova 0 0
Ves, 1986 0,090 % 0,760 %
Tabulka 9[45]
Rok Oblast Extrakce Analyza
1990 Cechy methanol HPLC-UV/ED
Puavod vzorki | Druh houby Obsah PS Obsah PSB
< P. bohemica 0 0
sbér Sebok 0,010 % 0,930 %
Tabulka 10[46]
Rok Oblast Extrakce Analyza
1987 Svycarsko methanol HPLC-UV
Puvod vzorki | Druh houby Obsah PS Obsah PSB
sbér ¢i ilegalni | P. semilanceata 0 0
obchod (Fr.) Quél 0,230 % 1,760 %
Tabulka 11[47]
Rok Oblast Extrakce Analyza
1985 Cechy neuvedeno HPLC-UV
Puvod vzorki | Druh houby Obsah PS Obsah PSB
sbér P.bohemica | 05813020 | 0,58+ 10,10 %
Sebek
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Tabulka 12[48]

Rok Oblast Extrakce Analyza
methanol
1983 Norsko s NHJNO5 HPLC-UV/ED/FD
Puvod vzorki | Druh houby Obsah PS Obsah PSB
sbér P. semilanceata 0,002 % 1,510 %
Tabulka 13[49]
Rok Oblast Extrakce Analyza
1981 Peru, amaZ(?nske neuvedeno HPLC
povodi
Puvod vzorki | Druh houby Obsah PS Obsah PSB
kultivace ze P. cuber13|s 0,157 % 0,631 %
spor (Earle) Singer
Tabulka 14[50]
Rok Oblast Extrakce Analyza
methanol HPLC.:
1981 Norsko s NH,NO s fotometrickou
aves detekci
Puavod vzorki | Druh houby Obsah PS Obsah PSB
. P. semilanceata ’ 0
sbér (Fr. Ex Secr.) nedetekovano 0,730 %
Tabulka 15[51]
Rok Oblast Extrakce Analyza
Pacific
1980 Northwest neuvedeno HPLC
Pivod vzorki | Druh houby Obsah PS Obsah PSB
obér P. semilanceata 0,000 % 0,614 %

(Fries) Kummer
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2.7 Kapalinova chromatografie

Chromatografické techniky jsou separacni techniky, které rozdéluji smeési latek pomoci
fyzikéalné-chemickych mechanismt. V kapalinové chromatografii se latky d€li mezi
dveé vzajemné nemisitelné faze (mobilni a stacionarni) Vv zavislosti na jejich afinité
k jednotlivym fazim. Stacionarni faze muze byt kapalina zakotvena na nosici (v pripadé
rozdélovaci chromatografie) nebo pevna latka (u adsorp¢ni, gelové, afinitni
¢1 iontoménicové chromatografie). Po nastiiku je vzorek undsen proudem mobilni faze
optimalni rychlosti pfes kolonu k detektoru. Analyty se zadrzuji rizn¢ dlouhou dobu
v kolon& na stacionarni fazi. Cas, po ktery analyt setrvava v systému, je nazyvan
retencni Cas a udava kvalitativni informaci o dané latce. Na vystupu z kolony je umistén
detektor. V instrumentaci pouzité pii této diplomové praci je kapalinova chromatografie
spojena s hmotnostnim spektrometrem a eluované analyty jsou po vystupu z kolony

vedeny do kapilary s vlozenym napétim, jez se u€astni ioniza¢niho procesu.

V kapalinové chromatografii je rozliSovana separace na normalnich (stacionarni faze
je polarngjsi nez mobilni) a reverznich (stacionarni faze je méné polarni nez mobilni)
fazich. V nasi analyze byla vyuZita reverzni faze. Systémy reverznich fazi vyuZzivaji

nejCastéji staciondrni faze tvotrené silikagelem.

Slozeni MF muze byt konstantni (izokratickd eluce) nebo se béhem separace ménit

a tim tvofit gradient (gradientova eluce).[52, 53]

2.8 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je stale vice a vice vyuZivani analytickd metoda. Tato
destruktivni metoda slouzi pro kvalitativni, kvantitativni 1 isotopovou analyzu
zkoumanych latek. Principem hmotnostni spektrometrie je pfevedeni molekul vzorku
naionty a jejich rozdeleni podle poméru hmotnosti a ndboje (m/z). Vysledkem této

analyzy je hmotnostni spektrum.

Po nastfiku vzorku dochazi k ionizaci viontovém zdroji. Podle charakteru latky
(skupenstvi, fyzikdlné-chemickych vlastnosti aj.) miizeme vyuzit rizné zplsoby
ionizaci. Ioniza¢ni techniky délime na tvrdé a mékké. Typickym zastupcem tvrdych
ionizacnich technik, kdy ziskavd molekula velky pfebytek vnitini energie a dochézi

k velké fragmentaci, je ionizace elektrony s vysokou energii (EI). Tvrdé ionizacni
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techniky zejména ve spojeni se separac¢nimi technikami v plynné fazi typu GC, jsou
vhodné pro ionizaci latek S nizkou molekulovou hmotnosti. Mezi mékké ionizaéni
techniky fadime nejvice vyuzivanou ionizaci elektrosprejem (ESI), chemickou ionizaci
za atmosférického tlaku (APCI) a ionizaci laserem za pfitomnosti matrice (MALDI).
Me¢kké ionizacni techniky vyuzivaji niz$i energie a molekula je ionizovana na mensi
mnozstvi nabitych Céstic-fragmentii ve srovndni s elektronovou ionizaci. Vysledné
hmotnostni spektrum je v zasadé chudsi, vykazuje mensi kvalitativni vycet iontt. Tento
problém feSi iontova a zejména pak linearni iontova past, kterd byla uzita v nasi

praci.[54-58]

Ionty jsou dale separovany v hmotnostnim analyzatoru. Analyzadtory vyuZzivaji
k separaci magnetické nebo elektrické pole, ¢i jejich kombinaci. lonty jsou rozdéleny
na zaklad¢ podilu m/z. Mezi nejb&znéjsi analyzatory patii métice doby priletu iontil
(TOF), iontové pasti (IT), kvadrupolové analyzatory (Q) a jejich kombinace, vyuzivané

v tandemovych hmotnostnich spektrometrech.

Rozdélené ionty dopadaji v uréitém potadi na detektor, ktery zaznamenava elektricky
proud vznikajici dopadem stanovovanych iontl. Nejcastéji se pouzivaji nasobiCové
elektrody nebo Faradayova klec. U nékterych analyzatort detektor pfitomen neni, nebot’

detekce probiha pfimo v analyzatoru (napt. Orbitrap).

Signal zdetektoru je pomoci pocitace pieveden na hmotnostni spektrum.
V hmotnostnim spektru je na ose X efektivni hmotnost iontli a na ose Y relativni

zastoupeni ve smé&si, udané poétem dopadu jednotlivych iontti na detektor.[58, 59]
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VSTUP VZORKU

IONTOVY mE HMDTN[?STNI el DETEKTOR b POCITAC
ZDROJ ANALYZATOR
VAKUUM

- \

Obrazek 8: obecné schéma hmotnostniho spektrometru

2.8.1 IONIZACE ELEKTROSPREJEM

Ionizace elektrosprejem je ionizace meékkd, ionizovand molekula ziskdvd mensi
mnozstvi energie nez u tvrdych technik a fragmentace nastava v minimalnim rozsahu.
Tato ionizace probihd za atmosférického tlaku, je Setrna a proto je vyhodna pro spojeni
s kapalinovou chromatografii, kdy je mobilni faze nesouci analyt pfimo nebulizovana
anabijena prostfednictvim trysky, na niZz je pfivadéno vysoké napéti. Vlastni
mechanismus ionizace lze stru¢né popsat takto: Vzorek v roztoku je ptiveden kovovou
kapilarou a vstiikovan do iontového zdroje. Na kapilaru je ptivadéno vysoké napéti
(3 — 6 kV). Mezi kapilarou a vstupni elektrodou analyzatoru vznika intenzivni
elektrostatické pole. V tomto poli vznikd za pomoci zmlZovaciho plynu aerosol.
Kapicky maji na povrchu velké mnoZstvi ndbojli a odpafovanim rozpoustédla
je dosazeno tzv. coulombické exploze, kdy se kapicky rozpadnou jesté na mensi
kapicky srozd€lenim plvodnich naboji. Tento proces se opakuje do doby,
nez se zacnou uvoliovat kvazimolekularni ionty, které jsou transportovany

z atmosférické oblasti do vakua a hmotnostniho analyzatoru.[55, 60-62]

2.8.2 LINEARNI IONTOVA PAST (LIT)

Linearni iontova past je Vv podstaté specificky konstruovany kvadrupol, ktery ma
schopnost ionty uchovéavat podobn¢ jako klasicka 3D-past. Principem je oscilace iontl
v elektrickém poli mezi opacné nabitymi elektrodami. Linearni iontova past

z praktického hlediska ¢i vyuziti umozituje sken mnohastupnové rozvojové fragmentace
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dcefinych iontd, ¢imz je vysledné hmotové spektrum dopliiovano v ucelengjsi
fragmenta¢ni mapu (angl. spectral tree diagram) blizici se svou kvalitativni hodnotou EI
spektru. Tuto praci sice téZ umoznuje 3D-past, avSak LIT ma oproti trojrozmérné
klasické pasti vyhodu v elipsoidné¢ tvarovaném iontovém svazku, coz v konecném
disledku znamend vys$i rozliSovaci schopnost, niz§i diskriminaci iontl a SirSi
dynamicky rozsah v piipad¢ kvantitativniho stanoveni. Vyznamné je také znacné
zvyseni citlivosti ve srovnani s 3D-pasti. Pouzity systém také piredstavuje vstupni
vhodnou ¢ast pro spojeni s Orbitrapem, jehoz hlavni pfednosti je bezkonkuren¢ni

stanoveni pfesné hmoty.[63]

2.8.3 ORBITRAP
Orbitrap je hmotnostni analyzator, ktery 1ze vyhodné pouzit zejména jako hmotnostni

spektrometr s vysokym rozliSenim, V niz$ich hmotach lep$im, nez jakym disponuje
vétSina komeréné vyrabénych analyzatorii doby letu (TOF). Hybridni systém vznikajici
spojenim Orbitrapu s LIT naseho typu ma vysokou citlivost i rychlost a je mozné
ho pouzit pro mnohonasobné fragmentace (MS"). LTQ Orbitrap se sklada ze tii
¢asti, LIT, C-trapu a Orbitrapu (viz Obrazek 9: schéma Orbitrapu). Na pracovisti bude
instalovan vyssi typ této konfigurace, Q-Exactive Plus, ktery bude vyhodné vyuzit i pro

dalsi stanoveni psilocinovych alkaloidu, viz dale.

Ionty jsou vypuzovany do C-trapu. C-trap akumuluje ionty pted vstupem do Orbitrapu.
Orbitrap je elektrostaticky hmotnostni analyzator, zde slouzi pfimo 1 jako detektor.
Ionty jsou ptivedeny mezi dvé elektrody (vnitini a vné&jsi). V zavislosti na jejich
m/z a kinetické energii jsou zachyceny a pohybuji se v drahach kolem vnitini elektrody.
Ionty osciluji v urcité frekvenci, ktera je nepifimo umérna odmocniné z m/z. lonty
indukuji proud, ktery je méfen na vnéjSich elektrodach a Fourierovou transformaci

je ziskano hmotnostni spektrum.[59]

32



LINEARNI IONTOVA
ELEKTROSPREJ PAST C-TRAP

G}

Obrazek 9: schéma Orbitrapu
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité chemikalie a pristrojové vybaveni

3.1.1 CHEMIKALIE

4—Acetoxy—N,N-diisopropyltryptamin hydrochlorid, LGC FOR 1275.28 (LGC GmbH)
Acetonitril — MS CHROMASOLYV ® (FLUKA)

Destilované voda pomoci piistroje MILLI-Q-POD ®, MILLIPAK ® (MILLIPORE)
Dihydrogenfosforec¢nan draselny, puriss p.a. EMSURE ®(MERCK)

Dichlormethan PESTANAL ® (FLUKA)

Ethyl acetat LC-MS CHROMASOLYV ® (FLUKA)

Hydroxid amonny 25 — 29% (PENTA)

Hydroxid sodny (NaOH), puriss p.a. (MERCK)

Kapalny dusik

Kyselina mravenc¢i LC—MS puriss p.a. for mass spectroscopy (FLUKA)

Methanol LC-MS CHROMASOLYV ® (FLUKA)

3.1.2 PRISTROJOVE VYBAVENI

Analytické vahy BC-100 (BOECO Germany)

Analytické vahy HR-120 (HELAGO)

Autosampler HTS PAL (CTC Analytics)

Centrifuga UNIVERSAL 320 R (Hettich ZENTRIFUGEN)

Exsikator

Hmotnostni spektrometr LTQ XL (Thermo Fisher Corporation)
Horkovzdusny sterilizator HS 31A

HPLC binarni pumpa Rheos 2200 (Flux Instruments)

Chromatografické kolona Hypersilgold (Thermo Scientific), analogové ¢islo
25005-152130, rozméry 150 x 2,1 mm, velikost ¢astic 5 pm

Jemny Stétec

Kleste

Konické extrakéni zkumavky

Laboratorni vahy KERN 440-49N

Odparka NDK 200-2 Digital Dey Bath (LABICOM, s. 1. 0.)

Pipety FINNPIPETTE F1 (Thermo SCIENTIFIC), 10 — 100 ul, 100 — 1000 pl,
0,5-5ml
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Rotacni tfepacka Master Mix MMV 14 (Heto MASTERMIX)
Skalpel

Sklenéné vaZenky

Termostat (CTC Analytics AG, Schwitzerland)

Termostat MEMMERT model 400 (MEMMERT)

Tteci miska

Ttepacka VXR Basic (IKA © VIBRAX)

Vialky

Vysokorychlostni centrifuga (HEMRLE)

Zkumavky TOXI-TUBES, vicka s bilym tésnénim

3.2 Analyzovany material

Pro analyzu obsahovych latek bylo posbirdno celkem 35 vzorkd v ramci osmndcti

lokalit.

3.2.1 SBIRANE DRUHY
Psilocybe serbica var. bohemica (Sebek ex Sebek) Borovicka, Obornik

and Noordel — lysohlavka tajemna ¢eska.

Obrazek 10: vzorky P. bohemica (foto: autor)
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Psilocybe serbica var. arcana (Borovicka and Hlavacek) Borovicka, Obornik

and Noordel — lysohlavka tajemna obecna.

Psilocybe semilanceata (Fr.) P. Kumm. — lysohlavka kopinata.

Obrazek 11: vzorky P. semilanceata (foto: autor)
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3.22 POPIS LOKALIT

Vsechny lokality se nachazeji v Cechach. Lokality byly vyhleddny po konzultaci
s mykologem nebo byly ndhodné nalezeny. V nésledujicim obrazku (Obrazek 13:
tabulka lokalit) jsou uvedeny lokality, kde byly houby pro nasi analyzu nasbirany.
Tabulka na obrazku obsahuje ¢islo lokality, pocet nalezist' v dané lokalité, soufadnice,
nadmoftskou vysku
(v m n. m.), datum sbéru, druh houby, informace o pocasi pti sbéru, fytogeograficky
popis lokality, charakteristiku mista a typ pudy. Ve sloupci ,,Lokalita® je uvedena
zkratka pro fytogeograficky obvod, Ccislo a nazev fytogeografického okresu,
fytogeograficky podokres a blizsi ur€eni mista sbéru. Ve sloupci ,,Pudni typ* je uvedena
zkratka pro typ pudy, ktery se v této lokalité vyskytuje. Nekteré z lokalit obsahuji vice
stanovi$t. StanoviSt€ jsou jednotlivd mista v lokalité¢, vzdalena jedno od druhého

minimaln¢ 20 m.[64]

Celkem bylo nasbirano 35 vzorkd hub (35 riznych nalezist’) v osmnacti lokalitach. Sbér
probihal od fijna do prosince v letech 2014 — 2015 v nadmoiské vysce od 250
do 855 mn. m. Obrazek (Obrazek 12: mapa lokalit) zobrazuje orientacné lokality na

mapé CR.
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Obrazek 12: mapa lokalit
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Krasna Lipa

Cislo Poce.t' N?f’m' Datum Druh Pocasi Lokalita Specifikace Ruch
nalezist | vyska. typ
1 1 270 |27.10.2014| PA polojasno, CM,61c:D0VI.n|Poorllc,|-Ch\{OJenska <.3kr.aj RG
sucho plosina, Dolni Jeleni silnice
CM, 48b: LuZicka kotlina - Libereckd
2 1 | 380 | 9.11.2014 | PSE | polojasno | " pzicka kot na - HDEECA | jouka | PG
kotlina, RGZodol |
CM, 56c: Podkrkonosi - Trut ké
3 9 | 540 [13.11.2014| PB | polojasno | 7 >oC: ! OCKTKONOSIT ITUENOVSKE ) o opark | RG
Podkrkonosi, Trutnov
sno €M, 63a: Ceskomoravské
4 1 354 |13.11.2014| PB Jo deéici mezihofi - Zambersko, Dolni les KAmM
P Dobrouc¢
eno €M, 63a: Ceskomoravské
5 3 457 |13.11.2014 | PB JO deéici mezihofi - Zambersko, les KAm
s Kuncice u Letohradu
eno €M, 63a: Ceskomoravské
6 1 353 |13.11.2014 | PSE JO deé'ti mezihofi - Zambersko, Dolni zahrada | KAm
P Dobrouc¢
7 1 620 |13.11.2014| pB zataze?c_), CO,95Va:OrI|cke ho’ry-Cesky les KAd
po desti hreben, Panské pole
€M, 48b: LuZicka kotlina - Libereck
8 1 398 |22.11.2014 | PB | slune¢no ’ 8. uzicka fotlina - Liberecka lesopark | KAd
Kotlina, Vratislavice n. Nisou
. €M, 63g: Ceskomoravské
polojasno, L, . .
9 3 443 |23.11.2014 | PB sucho mezihofi - Opatovské rozvodi, lesopark | PG
Moravsky La¢nov
10 2 303 2122014 | PB zataze?c.), CI\/I,56c:Podkrkovr305|-T.rutr’mvske louka KAa
po desti Podkrkonos$i, Hostinné
1 1 855 |26.10.2015 | PSE zatavzt.ano, CO,93a:Krkon’ose-!(r,konoselesm, louka p7
destivo Horni Mald Upa
6. 11. 2015; slune¢no; |, v i
12 4 368 20.11.2015 PB dettivo CM, 50: LuZické hory, Horni Cht¥ibska les PG
CM, 47: Sluk k& pahorkati
13| 1 | 498 | 7.11.2015 | PB | slune¢no 41 STUKNOVSKE PANOTKANING, oo hark | KA
Jifetin pod Jedlovou
" €M, 46a: Labské piskovce - Déginsky
14 1 579 | 9.11.2015 | PSE| destivo i v louka GL
Snéznik, Snéznik
. €M, 35a: Podbrdsko - Holoubkovské
15 1 473 | 8.11.2015 | PSE | polojasno Podbrdsko, Holoubkov louka PG
CM, 55a: Cesky raj - Maloskalsk
16 | 1 | 250 |19.11.2015| PB | jasno »ooa:esky ra) - WIaloskalsko, | esopark | AN
Turnov
CM, 53b: Podjestédi - Plou¢nické
17| 1 | 379 |19.11.2015| PB | polojasno ’ pejestact - TTOUCIEKE | |esopark | KAd
Podjestédi, Cvikov
CM, 47: Sluk ké pahorkati
18| 2 | 489 |20.11.2015| PB | dettivo Az Sluknovska panorkating, les KAa

Obrazek 13: tabulka lokalit
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3.23 PRIPRAVA K ANALYZE

Farmaceutickd fakulta v HK, Katedra farmaceutické botaniky a ekologie

Na katedfe farmaceutické botaniky a ekologie byly provedeny nésledujici ukony.

Vzorky hub byly do 3, vyjime¢né do 5 hodin od sbéru zvazeny. Vzorky byly oéistény
jemnym StéteCkem. Nekolik plodnic bylo pouzito ke stanoveni ztraty vody susenim

pro zjisténi obsahu vody v konkrétnich vzorcich.

3.2.3.1 Suseni
Zbyl¢é plodnice, klobouky i tfené, byly rozkrajeny skalpelem na tenké platky a vlozeny
do susicky. Suseni probihalo pii teploté¢ 35° C do doby, kdy byly platky pln¢ vysuSeny
do rozpadajiciho se stavu. Tato teplota nemohla byt prekrocena, nebot’ by mohlo dojit

k degradaci stanovovanych alkaloidu.

3.2.3.2 Homogenizace
Po vysusSeni byly ¢asti vzorkil rozetfeny v tfeci misce az na téméf homogenni prasek.

Tento prasek byl dale upravovan pro analyzu.

3.2.3.3 Stanoveni ztrdty vody susenim
Stanoveni ztraty vody suSenim probihalo dle lékopisu. Vzorky hub byly suSeny

pii teploté 105 °C do konstantni hmotnosti navazky.[64]

Fakultni nemocnice v Hradci Kralové, Ustav klinické biochemie a diagnostiky, Usek

klinické a forenzni toxikologie

V laboratofi na tseku klinické a forenzni toxikologie UKBD FN Hradec Kralové byla
provedena extrakce, pfiprava ke stanoveni a vlastni stanoveni obsahu alkaloidd

ve vzorcich.

3.2.3.4 Extrakce a priprava vzorku k analyze
Na analytickych vahach bylo navazeno 30 — 50 mg lyofilizditu do TOXI-TUBE
zkumavek. K navazce vzorku pro stanoveni psilocinu byl pfidan 1 ml 0,5M NaOH
a4 ml EtOAc/CH.Cl,. Knavazce vzorku pro stanoveni psilocybinu byl pfidan
1 ml fosfatového pufru o pH 6 a 5 ml MeOH/EtOAc (4:1) se 4 % NH4OH. Suspenze
byla vloZena na 20 min na otacivou tiepacku. Poté byla centrifugovana pii 3500 ot/min
po dobu 5 minut. Supernatant byl pienesen do konické extrakéni zkumavky. K odpafeni

organické faze byl vlozen pod proud plynného dusiku s termostatem nastavenym
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na 40 °C. Rekonstituci odparku pifi pfipravé vzorku na stanoveni psilocinu byla
provedena 0,4 ml roztoku methanol/voda (50:50) a 0,1 ml IS
(DIPT = 4-acetoxy—N,N-diisopropyltryptamin) o koncentraci 2000 ng/ml.
K rekonstituci odparku pii piipravé vzorku na stanoveni psilocybinu bylo pouzito
mnozstvi 0,7 ml roztoku methanol/voda (50:50) a 0,1 ml IS (DIPT) o koncentraci
2000 ng/ml. Rekonstituovany odparek (pokud bylo potiecba) byl podroben
ultracentrifugaci pii 30 000 ot/min. po dobu 10 minut. Odstfedény vzorek byl pfenesen

piimou dekantaci do vialky.

3.2.3.5 U¢innost extrakce
Vytéznost extrakce nebylo mozné stanovit z divodu aktudlni nedostupnosti
certifikované¢ho znaceného psilocinu a psilocybinu. Vytéznost extrakce byla ovéfena

pouze z ¢asového hlediska. Nejlepsi vysledky se ukazaly pti extrakei trvajici 20 minut.

3.24 ANALYZA NA HMOTNOSTNIM SPEKTROMETRU A PODMINKY MERENI
Byla pouzita metoda LC-ESI-MS (LIT).

Separace probé&hla gradientovou eluci Smobilnimi fazemi: (A) 0,05M kyselina
mraven¢i, (B) acetonitril (parametry gradientu viz Tabulka 16: parametry

gradientuJako zdroj susiciho plynu byl pouzit tekuty dusik.
Latky separované na koloné byly ionizovany pomoci elektrospreje.

Parametry iontového zdroje byly nasledujici: napéti na kapildte 5 kV,
proud 0,3 — 0,4 pA, susici plyn (dusik): 45 jednotek, pomocny plyn (dusik):
15 jednotek, napéti ptivodné kapilary 49 V, teplota na této kapilare 295 °C. Detektor byl
nastaven na simultanni sken skenujici ionty o m/z 205,1 pro PS; 284,9 pro PSB

a 303,1 pro vnitini standard.

Parametry MS analyzy: normalizovana kolizni energie 28 % pro PS, 30 % pro PSB
a 30 % pro IS, izola¢ni okno skenu 2,0 m/z, range skenu pro PS 55 — 240 m/z, pro PSB
75 —300 m/z a pro IS 80 — 320 m/z, skenovaci ¢as 30 ms.
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Tabulka 16: parametry gradientu

Cas (s) A% B% pul/min
0 95 % 5% 300
0,02 95 % 5% 300
0,1 95 % 50 % 300
3 55 % 45 % 300
5 30 % 70 % 300
7 50 % 95 % 300
10 50 % 95 % 300
15 95 % 5% 300
20 95 % 5% 300
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4 VYSLEDKY

4.1 Obsah PS a PSB ve vzorkach dle lokalit

V tabulce (Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.) jsou uvedeny jednotlivé lokality s po¢tem

alezist. Pramérny obsah vody je obsah vody v houbach, ktery byl stanoven postupem

uvedenym v kapitole 4.2.3.3. Z obsahu vody vzorki z jednotlivych nalezist’ v lokalité je

vypocten priamér. Obsah psilocinu (PS) a psilocybinu (PSB) je uveden jako rozsah

hodnot stanoveny z jednotlivych stanovist v ramci dané lokality, v procentech na

suchou hmotu. Rozsah je vypoéten z hodnot ze tfi méfeni pro kazdy vzorek. Houby

patfici

do jedné lokality jsou vzdy stejného druhu.

C. Druh
1 PA
2 PS
3 PB
4 PB
5 PB
6 PS
7 PB
8 PB
9 PB
10 PB

Lokalita (pocet nalezist’)

Dolni Poorli¢i - Chvojenska
plosina, Dolni Jeleni (1)

LuzZicka kotlina - Liberecka
kotlina, Rtzodol I (1)

PodkrkonoSi - Trutnovské
Podkrkonosi, Trutnov (9)

Ceskomoravské mezihofi -
Zambersko, Dolni Dobroug
o

Ceskomoravské mezihori -
Zambersko, Kunéice u
Letohradu (3)
Ceskomoravské mezihofi -
Zambersko, Dolni Dobrou¢
(1) v

Orlické hory - Cesky hieben,
Panské pole (1)

LuzZicka kotlina - Liberecka
Kotlina, Vratislavice n. Nisou
e

Ceskomoravské meziho¥i -

Opatovskeé rozvodi, Moravsky
Lacnov (3)

Podkrkonosi - Trutnovské
Podkrkonosi, Hostinné (2)
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Primérny
obsah
vody

69,33%
88,04%
90,00%

89,95%

90,56%

89,65%

92,65%

90,56%

90,94%

89,67%

Obsah PS
Vv %

0,003 — 0,022

0,001 - 0,004

0,000 - 0,048

0,000 - 0,010

0,000 — 0,024

0,000 — 0,005

0,012 - 0,025

0,005 - 0,023

0,002 - 0,016

0,005 - 0,020

Obsah PSB
VvV %

0,018 - 0,031

0,138 - 0,206

0,018 -0,101

0,012 - 0,035

0,018 - 0,050

0,123 - 0,337

0,051 - 0,060

0,036 - 0,063

0,017 —-0,042

0,005 - 0,031



C. Druh

11

12

13

14

15

16

17

18

PS

PB

PB

PS

PS

PB

PB

PB

Lokalita (pocet nalezist’)

KrkonoSe - Krkonose lesni,
Horni Mala Upa (1)

Luzické hory, Horni Chtibska
)

Sluknovska pahorkatina,
Jitetin pod Jedlovou (1)
Labské piskovce - Décinsky
Snéznik, Snéznik (1)
Podbrdsko - Holoubkovské
Podbrdsko, Holoubkov (1)
Cesky raj - Maloskalsko,
Turnov (1)

Podjestédi - Ploucnické
Podjestédi, Cvikov (1)
Sluknovska pahorkatina,
Krasna Lipa (2)

Priumérny
obsah
vody

86,29%

93,94%

90,98%
91,27%
90,62%
93,48%
94,38%

95,53%

4.2 Obsah PS a PSB ve vzorkach dle druhu
V tabulce (Tabulka 17: obsah PS a PSB ve vzorkach dle druhu) jsou uvedeny rozsahy
hodnot

obsahu

psilocinu

Obsah PS
VvV %

0,002 — 0,004

0,002 - 0,024

0,012 - 0,02

0,003 - 0,004

0,004 — 0,005

0,011 -0,025

0,003 - 0,008

0,005 - 0,024

a

Obsah PSB
vV %

0,301 -0,319

0,022 - 0,094

0,051 -0,152
0,087 - 0,165
0,174 -0,196
0,024 - 0,033
0,014 -0,070

0,022 - 0,064

psilocybinu

u jednotlivych druhii. Obsah alkaloidi je vyjadien v procentech na suchou hmotu

houby.

Tabulka 17: obsah PS a PSB ve vzorkach dle druhu

Druh

PB
PSE
PA

Pocet PSv % PSB v %
nalezist’
29 0,000 -0,048  0,005-0,152
5 0,000 -0,005 0,087 -0,337
1 0,003-0,022 0,018-0,031
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4.3  Graf obsahu PS a PSB ve vzorkach dle druhu
Graf (Obrazek 14: obsahy PS a PSB dle druhii) znazorfiuje obsah alkaloidi ve tfech
druzich r. Psilocybe. Uvedené ¢iselné hodnoty jsou hodnoty medidnu vypoéteného

ze vSech méfeni v ramei druhu.

Obsahy PS a PSB dle druhu

mPS =PSB
0,174
0,036 0,029
0,013 0,004 0,010
I e
P. bohemica P. semilanceata P. arcana

Obrazek 14: obsahy PS a PSB dle druht
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5 DISKUZE
V teoretické Casti uvadime obsah vody v Cerstvych houbach 70 — 95 %. Tato informace
byla potvrzena experimentalné, pramérny zjistény obsah vody u nasich hub je 89,88 %.

Hodnoty kolisaly viceméné v zavislosti na pocasi.

Sbér nasich vzorkt probihal po celych Cechach. Vétsina vzorki byla ziskana z lokalit
severnich a severovychodnich Cech. Nejvice vzorkii bylo nasbirano v oblasti
Kralovéhradeckého kraje, z dvodu piesnych informaci poskytnutych odbornikem
(Mgr. Wipler kontroloval také spravnost pfi ur¢ovani druhi nalezenych hub). VSechny
nalezené houby spadaly mezi tfi druhy sbirané pro tuto praci. Nalezisté jednotlivych
druhi odpovidala literatute. P. serbica var. bohemica byla nejcastéji nalezena
na okrajich lest a v lesoparcich. P. semilanceata na pastvinach a na loukach. P. serbica
var. arcana podél cest na okrajich lesa. Nalezi§té se vyskytovala v oblasti
Ceskomoravského mezofytika a Ceského oreofytika z hlediska fytogeografického,
v nadmoiské vySce primérné 450 m n. m. Nejvice nalézanym druhem byla P. serbica
var. bohemica, po ni P. semilanceata a varieta P. serbica var. arcana byla objevena
pouze na jednom naleziSti. Tato prace ptedstavuje do jisté miry pouze pilotni studii,
nebot’ z hlediska vyssi statistické vyznamnosti bude tfeba ziskat vice vzorkt z vice
lokalit. Ptesto, pokud jde o publikované studie, které zkoumaly obsahy alkaloidl
v houbach rodu Psilocybe, jednalo se vétsinou o nizsi pocty vzorkli ve srovnani s nasi

studii (viz. kap. 2.6 Ptehled analyz).

Vzorky byly po vysuSeni za objektivni teploty tfeny Vtfeci misce manudlné
na co nejmensi ¢astecky, coz se zdaleka nepodafilo idedlnim zplUsobem. V dob€ nasi
prace nebyl k dispozici homogenizator. Domnivam se tedy, ze velky rozptyl vysledki
(viz. kap. 4 Vysledky) byl zptsoben pravdépodobné nedokonalou homogenizaci
materialu. Tomu napovida i fakt, ze vytéznost extrakce byla nejlepsi u P. semilanceata,
kterou se podafilo vySe uvedenym zpisobem nejlépe zpracovat a material se svou
formou blizil analyticky optimalni prachové smési. Tento nedostatek v piisti praci
chceme odstranit pofizenim vhodného pfistrojového vybaveni. Pokud bude houbovy
prasek dostatecné homogenni, bude s nim mozné pracovat téméi jako s roztokem,
coz je pro tento typ extrakce zadouci. Homogenizace by také méla byt zahajena ihned

po vysuseni za horka, aby se zabranilo pohlcovani vody houbami ze vzduchu.
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U vSech vzorkli byla provedena tii meéfeni (a tfi extrakce), ve dvou piipadech

P. semilanceata pouze dv¢ z divodu nedostatku materialu.

Extrakce a analyza byla navrzena a provedena dle interniho standardniho opera¢niho

postupu laboratofe useku klinické a forenzni toxikologie UKBD FN Hradec Kralové.

K extrakci byl stejné jako u piedchozich studii pouzit methanol v kombinaci s dalsimi
slouceninami. U psilocinu byl pouzit dichloromethanol s ethylacetatem a hydroxid

sodny. U psilocybinu methanol s ethylacetatem, hydroxid amonny a fosfatovy puft.

Jako wvnitini standard byl pouzit DIPT (4-acetoxy—N,N-diisopropyltryptamin),
z diivodu aktualni nedostupnosti znaceného ineznaceného psilocinu a psilocybinu.
Ze stejného divodu nemohla byt provedena kompletni vytéznost extrakce. Byla tedy
provedena jen z ¢asového hlediska, kdy se ukazala nejucinngjs$i piti 20 minutach
na otacivé tiepce. Pro zlepSeni informaci o vytéZznosti extrakce by bylo vhodné sehnat

ptislusné standardy a provést vnitini kalibraci metodou isotopové diluce.

K analyze byla zvolena metoda LC-MS" s LIT pro vyse uvedené divody (podrobnéjsi
strukturni informace a spolehlivé rozliSeni baze i jejiho esteru). V minulosti byly ¢asto
publikovany prace s pouzitim GC-MS a HPLC-UV. Jednim z divodi pro¢ cisla
u téchto studii (pfedev§im u P. bohemica a P. arcana) jsou vyssi nez v nasi studii,
je pouziti téchto méné piesnych metod a jejich neschopnost rozlisit mezi psilocinem

a psilocybinem.[39]

LC-MS" je (zejména pro prvotni kvalitativni analyzu sebraného materidlu) presn&jsi,
pro vlastni kvantitativni stanoveni ocfekavaného vétSitho kvanta hodldme uzit
LC-MS" s principem stanoveni ptesné hmoty na bazi Orbitrap. Tim bude mozno
podstatné zkratit dobu analyzy jednotlivych vzorkii. Dosavadni ¢asovy profil analyz byl
v disledku uziti technologie LIT znacné expenzivni a Casovd odezva vysledkl byla
na hranici Unosnosti. Vedle toho ocekavdme vétSi dynamicky rozsah méfeni,
coz povede ke zvyseni presnosti vysledkl. Tento analyticky parametr ovSem vyzaduje
ziskani standardt psilocinu a psilocybinu. Metodu v této praci tedy hodnotime jako
semikvantitativni. Na zakladé naSich poznatkii popsanych v této diskuzi, jak metodu

vylepsit, aby mohla byt povaZzovana za kvantitativni. S vyuZzitim technologie Orbitrap

46



v dalsi praci chceme také vedle hlavnich latek stanovit i dalsi alkaloidy vyskytujici

se vV minoritnich mnozstvich.[12, 65]
Kyvalitativné byly alkaloidy prokdzany ve vSech nalezenych vzorcich.

Hodnoty vysledkl nasich méfeni maji velky rozptyl, jsou proto uvadény stejné jako
témef ve vSech studiich pted nami, rozsahy hodnot ze tfi méfeni. | v ostatnich studiich
jsou vysledky udavany ve velmi Sirokém rozmezi, coz je ddino nehomogenitou materialu

a nerovnomérnym rozlozenim alkaloidu v plodnici.[51]

Vysledky ve vSech lokalitach jsou podobné a zavislé spiSe na druhu houby. Obsahy
alkaloidi u nasich druhd jsou nasledujici (v pfepoctu na suchou hmotu): P. bohemica
0,005 - 0,152 % PSB, 0,000 — 0,048 % PS; u P. semilanceata 0,087 — 0,337 % PSB,
0,000 — 0,005 % PS; u P. arcana 0,018 — 0,031 % PSB, 0,003 — 0,022 % PS.
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6 ZAVER
Obsah vody v nasich vzorcich hub je primémné 89,88 %. Cisla kolisaji viceméng

Vv zavislosti na pocasi.

VétsSina vzorki byla nasbirana na severu a severovychodé Cech. VSechny nalezené

vzorky odpovidaly sbiranym druhim. Nejhojnéji nalézanym druhem byla P. bohemica.

Lokality, ve kterych byly houby nasbirdny, se nachazeji v primérné nadmotské vysce
450 m n. m. Z fytogeografického hlediska se jedna o oblasti Ceskomoravského
mezofytika a Ceského oreofytika.

Z hlediska kvalitativniho byly alkaloidy potvrzeny ve vsech nasbiranych vzorcich.

Metoda LC-MS" (LIT) pouzivana v nasi praci je velice piesna a specificka. Dokaze
rozlisit psilocin a psilocybin, ¢imz se 1i$i od doposud pouzivanych metod. Prozatim
jenase metoda ve fazi semikvantitavniho stanoveni. Vysledky této studie jsou
podkladem pro optimalizaci metody. Hlavnim faktorem velice rozptylenych vysledki je
nedostate¢na homogenizace vzorku. Pro zlepSeni je v dalSich pracich zadouci pouzit
na vysuSené¢ vzorky metodu instrumentdlni homogenizace. Dal$i nutny postup
k optimalizaci metody je sehnani standardd psilocinu a psilocybinu. Tyto standardy
musi byt zajistény pro provedeni vnitini kalibrace. TaktéZ s nimi bude mozné v ramci
validace zjistit dynamicky rozsah kvantitativni analyzy. MoZny nedostatecny
dynamicky rozsah mize byt jednim z divodu nizSich ¢isel v porovnani s ostatnimi

studiemi.

Vysledky ve vSech lokalitach jsou podobné a zavislé spiSe na druhu houby. NaSe
vysledky jsou vztaZeny na suchou hmotu. U jednotlivych druhi byla zji§téna tato ¢isla:
P. bohemica 0,005 — 0,152 % PSB, 0,000 — 0,048 % PS; u P. semilanceata
0,087 — 0,337 % PSB, 0,000 — 0,005 % PS; u P. arcana 0,018 — 0,031 % PSB,
0,003 — 0,022 % PS.
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7 ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace bylo stanovit obsahy dvou hlavnich alkaloidi druha
r. Psilocybe vyskytujicich se na izemi Ceské republiky. Spravnost uréovani druhii byla
kontrolovana odbornikem-mykologem. Kvalitativni a kvantitativni  stanoveni
obsahovych latek ve tfech sbiranych druzich rodu Psilocybe bylo provedeno metodou
LC-MS" (LIT).

Vzorky hub byly nasbirany prevazné na severu a severovychodé Cech. Byly nalezeny
téi druhy r. Psilocybe. Nejvice nalézanym druhem byla P. serbica var. bohemica, dale
P. semilanceata a P. serbica var. arcana byla objevena pouze na jednom nalezisti.
Vzorky pochazeji z celkem 35 nalezist’ v ramci 18 lokalit. Z kvalitativniho hlediska
byly oba hlavni alkaloidy potvrzeny ve vSech vzorcich. Kvantitativni vysledky pro
obsah psilocinu a psilocybinu (v tomto pofadi) jsou nasledujici: P. bohemica
0,005 — 0,152 %, 0,000 — 0,048 %,; P. semilanceata 0,087 — 0,337 %, 0,000 — 0,005 %;
P. arcana 0,018 — 0,031 %, 0,003 — 0,022 %. Vysledky ve vSech lokalitach jsou
podobné¢ a zavislé spiSe na druhu houby. Nase vysledky jsou vztazeny na suchou hmotu.
Prace pfinesla zasadni poznatky k budouci optimalizaci analytické metody
a predpoklady pro rozsiteni projektu o dalSi lokality a stanoveni vedle hlavnich

obsahovych latek i latek minoritnich.
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8 ABSTRACT

The goal of this work was to determine the contents of two main alkaloid types
of Psilocybe species occurring in the Czech Republic. Correct identification of species
was checked by mycology specialist. Qualitative and quantitative determination
of substances contained in three collected species of the genus Psilocybe was carried out
by LC-MS" (LIT).

Samples were mainly collected in the north and northeast Bohemia. Three species
of Psilocybe were found. The most found species were P. serbica var. bohemica then
P. semilanceata and only one deposit of P. serbica var. arcana. Total of 35 deposits
within eighteen locations. From qualitative point of view, the two main alkaloids were
confirmed in all samples. Quantitative results for content of psilocin and psilocybin
(in this order) are: P. bohemica 0,005 — 0,152 %, 0,000 — 0,048 %; P. semilanceata
0,087 — 0,337 %, 0,000 — 0,005 %; P. arcana 0,018 — 0,031 %, 0,003 — 0,022 %.
Results in all locations are similar and rather dependent on the fungi type. Our results
are based on dry mass. This work brought fundamental knowledge for future
optimisation of analytical methods and assumptions for the project extension of other
locations and determination of content of minority substances alongside the content

of majority substances.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

SHT1A podtyp serotoninového receptoru

5-HT2A podtyp serotoninového receptoru

AN antrozem

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku

CM Ceskomoravské mezofytikum

CO Ceské oreofytikum

CR Ceska republika

DIPT 4—-acetoxy—N,N-diisopropyltryptamin

El elektronové ionizace

ESI ionizace elektrosprejem

FN Fakultni nemocnice

GC plynové chromatografie

GL glej

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

V. intravendzni

IS vnitini standard

IT iontova past

KAa kambizem acidni

KAd kambizem dystricka

KAmM kambizem modalni

kap. kapitola

Ki disocia¢ni konstanta komplexu
enzyme-inhibitor

LC kapalinova chromatografie

LIT linearni iontova past

log P rozdélovaci koeficient

LSD diethylamid kyseliny lysergové

mn. m. metr nad mofem

MALDI ionizace laserem za ucasti matrice

MF mobilni faze

MS hmotnostni spektrometrie

MS" tandemova hmotnostni spektrometrie

ot/min otaCky za minutu

P. Psilocybe

p.o. peroralni

PA Psilocybe serbica var. arcana

PB Psilocybe serbica var. bohemica

PG pseudoglej

PS psilocin

PSB psilocybin

PSE Psilocybe semilanceata

PZ kryptopodzol, podzol

Q kvadrupdl

r. rod

RG regozem arenicka

TLC tenkovrstvad chromatografie

TOF doba letu
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UGT1A10 podtyp UDP—glukuronyltransferazy
UGT1A9 podtyp UDP—glukuronyltransferazy
UKBD Ustav klinické biochemie a diagnostiky
uv oblast ultrafialového zareni

var. varieta
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