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Новые психоактивные вещества («дизайнерские наркотики»)

Актуальность



Актуальность

https://www.emcdda.europa.eu/topics/pods/synthetic-cannabinoids_en



Актуальность

Синтетические 

каннабиноиды

Антагонизм к 

рецепторам NMDA

Стимуляция 

выброса 

дофамина

Ингибирование 

МАО

Увеличение 

активности 

рецепторов 5-HT

Метаболиты 

часто обладают 

активностью

Обладают 

высокой 

аффинностью 

Обладают 

высокой силой 

действия

Трудность 

химического 

определения



Цель

Изучение свойств адамантан-1-ил-1-(5-

фторпентил)-1Н-индазол-3-карбоксилата (5F-

АПИНАК) для целей химико-

токсикологического и судебно-химического

анализа



Материалы и методы исследования (in vitro)

50 мкл НАДФН раствора 

700 мкл

деионизированной воды 

200 мкл фосфатного 

буфера (рН 7.4, 05 М)

37 ºC 1 час
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Материалы и методы исследования (in vivo)

3, 6, 24 часа

β-глюкуронидаза

Этилацетат

70 ºC

Метанол:вода
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Материалы и методы исследования

Жидкостной хроматограф

Bruker Elute

Колонка

Intensity solo 2 1.8 мкм, 10 мм, 2.1 мм

Температура термостата 40°С

Объём вводимой пробы 2 мкл

Подвижная фаза A

1% раствор метанола в воде

Подвижная фаза B

5 мМ формиат аммония, 0.1% муравьиная 

кислота в метаноле

Скорость потока

0,20 мл/мин
Масс-спектрометрический детектор

Maxis impact UHRQqTOF

Характеристика источника

ионизация в электроспрее

Полярность

положительная

Время, мин %A %B

Скорость 

потока, 

мл/мин

0.0 96.0 4.0 0.2

1.0 96.0 4.0 0.2

6.0 50.0 50.0 0.2

10.0 0.1 99.9 0.2

10.05 96.0 4.0 0.2

14.0 96.0 4.0 0.2
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Результаты исследования

ф
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Результаты исследования
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Материалы и методы исследования
Определение летальности 5F-АПИНАК

Мальки 
зебрафиш

Возраст: 0 дней после 

оплодотворения (дпо)

Опытные группы

(20 мальков в лунке)

Контрольные группы:

(20 мальков в лунке)

+ контроль: 3,4-ДХА

- контроль: среда Е3

- контроль: 1% ДМСО

96-часовое 

воздействие

Cтатистический анализ данных: SPSS 23.0

Определение 

летальности
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Материалы и методы исследования
Определение летальности 5F-АПИНАК

Опытная группа

Количество 

эмбрионов в 

группе

Количество 

погибших 

эмбрионов

Выживаемость 

в группе (%)

10 мкМ 5F-АПИНАК 20 0 100

20 мкМ 5F-АПИНАК 20 2 90

40 мкМ 5F-АПИНАК 20 5 75

80 мкМ 5F-АПИНАК 20 13 35

100 мкМ 5F-АПИНАК 20 18 10

Положительный контроль 

(4 мг/л 3,4-дихлоранилина 

в 1% растворе ДМСО в 

среде Е3)

20 15 25

Отрицательный контроль 

(среда Е3)
20 1 95

Контроль раствора-

носителя (1% раствор 

ДМСО в среде Е3)

20 0 100
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Жидкостной хроматограф

Agilent 1290 Infinity II 

Колонка

Discovery PFP HS F5 2.1 x 150

Температура термостата 45°С

Объём вводимой пробы 2 мкл

Подвижная фаза A

0,1% раствор муравьиной кислоты в воде

Подвижная фаза B

100% раствор ацетонитрила

Скорость потока

0,40 мл/мин

Градиент

0 мин – 1% B

4 мин – 10% B

9 – 10 мин – 90% B

10.1 – 12 мин – 1%B

Время анализа 12 мин
Масс-спектрометрический детектор

Agilent 6460 Triple Quad

Характеристика источника

ионизация в электроспрее

Полярность

положительная и отрицательная

Соединение Внутренний стандарт Т, мин Родительский 

ион

Дочерний 

ион

ГАМК ГАМК-d6 1.0 104 69

Глутаминовая кислота ГАМК-d6 1.0 148 84

Глутамин ГАМК-d6 1.0 147 130

Триптофан L-триптофан-d5 5.3 203 142; 116

5-гидрокситриптофан Кинуренин-d4 3.3 221 204; 162

Серотонин Серотонин-d4 3.5 177 160; 132 105

5-HIAA 5-HIAА-d5 5.9 192.1 146.1

Триптамин Индол-3-уксусная кислота-d4 6.3 161.1 144.1; 115.1

Фенилаланин ГАМК-d6 3.8 166 120

Тирозин ГАМК-d6 2.5 182 165

Дофамин Дофамин-d4 1.8 154 119; 91

Норэпинефрин Норметанефрин-d3 1.1 152 107

Норметанефрин Норметанефрин-d3 1.8 166 134

Эпинефрин Норметанефрин-d3 1.4 184 166; 151

Метанефрин Норметанефрин-d3 2.8 198 165; 148

Холин Дофамин-d4 2.0 104 60

Кинуренин Кинуренин-d4 3.3 209.1 146; 94

Кинуреновая кислота Ксантуреновая кислота-d4 7.4 190.1 144.1

Антраниловая кислота Индол-3-уксусная кислота-d4 4.0 138.1 120.1; 92

Ксантуреновая кислота Ксантуреновая кислота-d4 5.3 206.1 160; 132.1

Хинолиновая кислота Хинолиновая кислота-d3 2.7 168.1 106.1; 78.1

Индол-3-карбоксальдегид Индол-3-карбоксальдегид-13C8 7.2 146.1 118.1; 91.1

Индол-3-уксусная кислота Индол-3-уксусная кислота-d4 7.1 176.1 130.1

Индол-3-масляная кислота Индол-3-масляная кислота-d4 7.7 204.2 144.2; 130.1

Индол-3-молочная кислота Индол-3-молочная кислота-d5 6.8 206.1 118.1

Индол-3-акриловая кислота Индол-3-уксусная кислота-d4 5.3 188.1 170; 115

Индол-3-приопионовая кислота Индол-3-пропионовая кислота-d2 7.4 190.1 130.1

Кортизол Дофамин-d4 6.8 363 327; 121

Материалы и методы исследования
Целевая метаболомная панель



Материалы и методы исследования
Фармакометаболомное исследование 5F-АПИНАК

Мальки 

зебрафиш

Обработка данных и статистический анализ: XCMS; 

SIMCA Р13.0; Metaboanalyst 5.0; Statistica 10.0 и SPSS 23.0

Пробоподготовка

образцов

ЦЕЛЕВОЕ метаболомное

профилирование

ВЭЖХ-МС/МС

Возраст: 2/6 дней после 

оплодотворения (дпо)

Группа сравнения 

– 20 мальков в лунке (n=3)

Тестовая группа: 

1) 0,001 мкМ; 2) 0,01 мкМ; 

3) 0.1 мкМ; 4) 1,0 мкМ;      

5) 10 мкМ

по 20 мальков (n=3)

Время 

воздействия:

1) 4,0 часа

2) 96 часов

4 ч воздействие 96 ч воздействие

ГАМК

К
о
н

ц
е

н
тр

а
ц

и
я
 (

п
г/

о
с
о

б
ь
)
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Результаты (1-адамантил 1-(5-фторпентил)индазол-3-карбоксилат (5F-АПИНАК))

Аспаргиновая

кислота
Глутаминовая

кислота

Аспарагин

Метаболизм 

аспарагиновой и 

глутаминовой

кислоты

ГАМК

ГЛУТАМИН

Цитруллин

4 ч воздействие 96 ч воздействие

Дофамин р<0.05 р<0.05

ФЕНИЛАЛАНИН Тирозин

L-ДОФА

Дофаминергическая и 

адренергическая системы

ДофаминНорэпинефринЭпинефрин

НорметанефринМетанефрин

4 ч воздействие 96 ч воздействие

ГАМК

К
о
н
ц

е
н
тр

а
ц

и
я
 (
п
г/

о
с
о
б

ь
)

4 ч 96 ч

Глутамин р<0.001

Цитруллин р<0.05

ГАМК р<0.01 р<0.001

Холин

Ацетилхолин

Холинергическая 

система

4 ч воздействие 96 ч воздействие

Дофамин

К
о
н
ц

е
н
тр

а
ц

и
я
 (

п
г/

о
с
о
б

ь
)

4 ч воздействие 96 ч воздействие

Ацетилхолин

К
о
н
ц

е
н
тр

а
ц

и
я
 (

п
г/

о
с
о
б

ь
)



ТРИПТОФАН

Кинуренин

N-Формилкинуренин

Кинуреновая кислота Антраниловая кислота

3-ОН-Кинуренин

Ксантуреновая кислота

3-ОН-Антраниловая

кислота

Хинолиновая

кислота
Пиколиновая

кислота

5-ОН-триптофан

Серотонин

5-ОН-индолуксусная 

кислота

N-ацетил серотонин
5-ОН-индолацет-

альдегид 

Мелатонин

Триптамин

Ксантуреновая

кислота

Индолацетат, индоллактат, индолакриллат, 

индолпропионат, индолкарбоксальдегид, 

индолбутират

серотониновый путь 

метаболизма триптофана

кинурениновый путь 

метаболизма триптофана

микробный путь 

метаболизма триптофана

4 ч воздействие 96 ч воздействие

Триптофан р<0.05

Триптамин р<0.05

Ксантуреновая кислота р<0.05

Пиколиновая кислота р<0.001

Результаты (1-адамантил 1-(5-фторпентил)индазол-3-карбоксилат (5F-АПИНАК))

4 ч воздействие 96 ч воздействие

Триптофан

К
о
н
ц

е
н
тр

а
ц

и
я
 (

п
г/

о
с
о
б

ь
)

4 ч воздействие 96 ч воздействие

Пиколиновая кислота

К
о
н
ц

е
н
тр

а
ц

и
я
 (

п
г/

о
с
о
б

ь
)



Материалы и методы исследования
Поведенческие эффекты 5F-АПИНАК на зебрафиш

Возраст: 5 дней после 

оплодотворения (дпо)

Возраст: 7 дней после 

оплодотворения (дпо)

5F-АПИНАК введение
(10 минут)

0 ч 48 ч

Регистрация двигательной 

активности

Статистическая 

обработка данных
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Результаты (1-адамантил 1-(5-фторпентил)индазол-3-карбоксилат (5F-АПИНАК))

4 ч воздействие

48 ч воздействие

Группа 

сравнения
0,001 0,01 0,1 1,0 10

мкМ, 5F-АПИНАК

12000

11000

10000

900

800

700

600

500

400

300

200

р>0.01

р>0.001

р>0.001

4 ч воздействие

Р
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с
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н
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е
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п
р

о
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д
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н
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о
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м
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л
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к
а

м
и

 (
м

м
)

48 ч воздействие60000

55000

50000

45000

40000

35000

30000

25000

Группа 

сравнения
0,001 0,01 0,1 1,0 10

мкМ, 5F-АПИНАК

р>0.01

р>0.05

р>0.001

р>0.001
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Результаты (1-адамантил 1-(5-фторпентил)индазол-3-карбоксилат (5F-АПИНАК))

Р
а

с
с

то
я

н
и

е
 (

м
м

)

Концентрация (пг/особь)

ГАМК (4 ч воздействие)

r = 0,58

p<0,001

Р
а

с
с

то
я

н
и

е
 (

м
м

)

Концентрация (пг/особь)

ГАМК (96 ч воздействие)

r = 0,70

p<0,001
Р

а
с

с
то

я
н

и
е

 (
м

м
)

Концентрация (пг/особь)

Дофамин (4 ч воздействие)

r = -0,18

p>0,05

Р
а

с
с

то
я

н
и

е
 (

м
м

)

Концентрация (пг/особь)

Дофамин (96 ч воздействие)

r = 0,53

p<0,001

Р
а

с
с

то
я

н
и

е
 (

м
м

)

Концентрация (пг/особь)

Ацетилхолин (4 ч воздействие)

r = -0,25

p>0,05

Р
а

с
с

то
я

н
и

е
 (

м
м

)

Концентрация (пг/особь)

Ацетилхолин (96 ч воздействие)

r = 0,61

p<0,001



Выводы

• Проведено in vitro и in vivo исследование метаболизма 5F-АПИНАК. Показано,

что 5F-АПИНАК подвергается метаболизму с образованием большого

количества метаболитов. Основными метаболитами являлись

гидроксипроизводные 5F-АПИНАК (моно-, ди- и тригидроксипроизводные), а

также метаболиты 1-фторпентил-1Н-индазол-3-карбоксилата (отщепление

адамантанового цикла).

• Полулетальная концентрация 5F-АПИНАК для мальков рыб вида Danio rerio

составила 55,0 мкМ (95% CI: 44,3-68,7 мкМ). Значение ЛК50, полученное в

данном эксперименте, демонстрирует уровень токсичности 5F-АПИНАК на

уровне других каннабиноидов.



Выводы

• Воздействие 5F-АПИНАК вызвало изменения в концентрациях метаболитов

ГАМКергической, серотонинергической, дофаминергической и холинергической

систем, а также кинуренинового пути метаболизма триптофана.

• Выявлены корреляции концентрационных уровней нейромедиаторов с

компонентом поведенческих эффектов, вызываемыми 5F-АПИНАК, у зебрафиш.

Угнетение двигательной активности зебрафиш может быть связано с изменением

концентраций гамма-аминомасляной кислоты, дофамина и ацетилхолина.

Полученные данные согласуются с описанными эффектами каннабимиметиков

на организм.



Публикации по теме исследования



Спасибо за внимание! 


