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ANOTACIA

Ciel'om tejto bakalarskej prace bolo $tadium 6piovych alkaloidov obsiahnutych v maku siatom
(Papaver somniferum). Praca je zamerana na ich chemické a fyzikalne vlastnosti, biosyntézu ¢i
metabolizmus. Uvedené st tiez rozne typy extrakénych technik tychto alkaloidov z rastlinnych
aj biologickych materialov. Nakoniec, V poslednej casti st vyhodnotené moznosti

kvantitativnej analyzy.
KZUCOVE SLOVA
Opiovy mak, benzylizochinolinové alkaloidy, opioidy, extrakéné techniky, kvantitativna

analyza

TITLE

Opium poppy as a natural source of opium alkaloids

ANNOTATION

The aim of this bachelor thesis was the study of opium alkaloids contained in opium poppy
(Papaver somniferum). The thesis is focused on their chemical and physical characteristic,
biosynthesis and metabolism. Various types of extraction techniques of these alkaloids from
plant and biological materials are also mentioned. Finally, the possibilities of quantitative
analysis are evaluated in the last part.

KEYWORDS

Opium poppy, benzylisoquinoline alkaloids, opioids, extraction techniques, quantitative
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0 UVOD

Tato praca je zamerand na pat zakladnych alkaloidov, ktorych najvyznamnejSim zdrojom je
mak siaty (P. somniferum). Dozretim tejto rastliny sa ziskava 6pium, surova zmes mnohych
réznych chemickych latok obsiahnutych v §tave makovice dpiového maku. Pouzivanie maku
ako zdroja opia je l'udstvu zname uz odnepamiti, ako to dokazuji aj mnohé archeologické
nalezy z doby 3000 rokov p. n. I. [1]. P6vod 6pia dodnes nie presne znamy, no kazda krajina
ma svoju legendu. Tato latka sa kedysi pouzivala na navodenie spanku a timenie bolesti. No od
prelomu 20. storoc€ia slazi uz len ako vychodiskova zlucenina pre d’alSiu izolaciu a spracovanie
tychto farmaceuticky vyznamnych alkaloidov. Za introdukciou maku do Eurépy stoja

obchodnici z arabskych krajin [2].

Pestovanie maku ma uz dlhodobu tradiciu. V krajinach akymi su Slovensko alebo Cesko, ma
mak uplatnenie najma pre cukrarenské a potravinarske ucely, vd’aka svojmu vysokému obsahu
oleja v semendch. Potom su krajiny, ktoré preferuju pestovanie maku pre uz spominané
farmaceutické ucinky. No dlhodobé uzivanie opia sposobuje zavislost' a rozne nepriaznivé

ucinky, z tohto dovodu je v mnohych krajinach pestovanie maku povazované za nelegélne.

Ciel'om tejto prace bolo poukazat’ na vyuzitie hlavnych alkaloidov obsiahnutych v maku siatom
najma vo farmaceutickom priemysle. V jednotlivych podkapitolach su podrobne rozobrané ich
chemické a fyzikalne vlastnosti, biosyntéza v maku siatom ale aj ich priaznivé a negativne
ucinky na organizmus. Priopioidnych alkaloidoch je popisany aj ich metabolizmus
prebiehajtici prednostne v peéeni a nakoniec eliminacia z organizmu. U¢inok tychto alkaloidov
sa prejavi aktivaciou prislusného opioidného receptora. Posledna kapitola poukazuje
na moznosti izolacie tychto alkaloidov z biologickych materialov aj z rastlinnych preparatov
roznymi extrakénymi technikami. Na zaver su spomenuté moznosti ich detekcie pomocou

chromatografickych separa¢nych metod.
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1 MAKSIATY

Mak siaty je jednoro¢na rastlina vysoka 1 — 1,5 m s modro-zelenymi listami a okvetnymi
listkami, ktoré mozu nadobudat’ bielu, fialova alebo ruzova farbu v zavislosti na odrode. Mak
siaty je predovSetkym vyznamna priemyselna plodina, ktord samozrejme nachadza vyuzitie
nielen v potravinarskom, kozmetickom, ale aj vo farmaceutickom odvetvi. Vo v§eobecnosti ma

pestovanie maku uz dlhoro¢nu tradiciu, najma kvoli prirodzenej tvorbe opia [3, 4].

1.1 Opium ziskavané z maku siateho

Opium je surova zmes mnohych roznych chemickych latok obsiahnutych v §tave makovice
maku siateho. Ked’ je tato makovica zrela, vytvoria sa v nej zarezy, z ktorych vyteka mlie¢na
Stava alebo "latex". Pri nahromadeni latexu a uschnuti na vzduchu, vytvara tmavu, lepkava

hmotu hnedej farby, ktora je znama ako surové opium [5].

Opiaty moézu byt zaradené do troch nasledujucich kategorii. Prva je tvorend makovymi
alkaloidmi, vratane morfinu, kodeinu, thebainu, noskapinu a papaverinu, ktoré budu dalej
podrobne rozobrané. Druha zahina najméa polo-syntetické alebo syntetické derivaty morfinu,
napriklad folkodin, ethylmorfin, ktoré sa pouzivaju pri lieCbe ako antitusika a analgetika.
Do poslednej kategorie sa radia omamné latky, akymi su diacetylmorfin (heroin) a metadon,

zvyc€ajne pouzivany ako substituent pri lie¢be zavislosti [6].

Na lekarske ucely sa toto surové opium d’alej susi pri 60 °C, v praskovej forme sa chemicky
testuje, aby sa zabezpe¢il obsah najmenej 10 % morfinu z celkovej hmotnosti. Co sa tyka
nelekarskeho ucelu, tak je Oopium najcastejSie iba vychodiskovym materidlom, z ktorého sa
extrahuje a precistuje (purifikuje) morfin, kodein a iné alkaloidy. Na nelekarske pouzitie, ¢i uz
sa jednad o konzumaciu alebo faj€enie, je surové 6pium varené vo vode niekol’ko hodin kvoli
odstraneniu nerozpustnych materialov a potom sa necha odparit, ¢im vznikne lepkava forma

znama ako ,,pripravené épium* [5].

1.1.1 Historia opia vo svete

Jednym z najstarSich a pravdepodobne najsilnejSich analgetik je bezpochyby o6pium.
Pouzivanie maku ako zdroja opia je l'udstvu zname uz odnepamiti, ¢o dokazuji najma
archeologické nalezy z doby 3000 rokov p. n. I. alebo zmienky o gil hul (rastlina radosti) vyryté
na starosumerskych hlinenych tabulkach [2, 1]. Za najstarS$i pisomny zaznam o zbere Opia
za v€asného rana do hlinenych nadob pomocou malych kovovych nozikov, sa povazuji
zdznamy datované do obdobia priblizne 2000 rokov p. n. 1. pdvodom zo starovekej Asyrie.

Uginky tejto latky poznali aj v starovekom Egypte; tam je ale tento objav pripisovany Thovtovi,

15



bohu mudrosti, pisma a mesiaca. Pévodne ako zdroj opia sluzil mak vI¢i (Papaver rhoeas L.),
lenze obsah morfinu v latexe je omnoho mensi nez v maku siatom. Od doby panovania
vtedajSieho faradna Thutmosa IV. (1397 — 1388 p. n. |.) Egyptania v meste Théby po celé

storo¢ia produkovali Opium thebaicum, slavne prave pre svoj vysoky obsah morfinu [1].

Anticky Rim a Grécko maju taktiez svoje miesto v historii pestovania a kultivacie maku. Kazda
civilizacia si vytvérala svoj vlastny mytus spojeny s Opiom. Predpokladd sa, ze toto
pomenovanie pochadza z gréckeho slova ,opos*“ (Stava) a ,opion“ (makovy odvar).
Zarozvojom Opia Vv antickom svete stoja rozne mytologické postavy zobrazované
s makovicami; ako priklad mozno uviest’ soSku minojskej bohyne spanku, ktora ma na hlave
korunu z makovic (1300 p. n. 1.). Grécki bohovia akymi st Hypnos, boh spanku, ¢i boh smrti
Thanatos, st pravidelne zobrazovani so zvizkom makovic. Podobne nachadzame zmienky
0 opiu aj v Homérovych eposoch, kde je opisované ako omamna a bolest’ utlmujtica substancia
[1]. Arabska medicina pravdaze vyuzivala 6pium na svoje Gcely. Avicenna (980 — 1037) 6pium
taktiez uvadza vo svojom diele Kdanon mediciny, ako lie¢ivo sluziace na vsetky druhy bolesti.

Prave arabski obchodnici st spajani s prichodom maku do Indie, Ciny a Eurépy [2].

Eurdpa v ¢ase stredoveku vyuzivala 6pium len na zaklade znalosti z predchadzajucich storo¢i.
Napriek tomu aj stredovek prispel k rozsahu vyuzitia, a to najma ako hypnoticky, ¢i analgeticky
prostriedok. Malo to prednostny vyznam hlavne v lekarstve pri chirurgickych zakrokoch.
V neskorSom obdobi renesancie poskytol Paracelsus novy poznatok, Ze épium sa omnoho
l'ahSie rozpusta v alkohole ako v dovtedy zauzivanom procese rozpustania vo vode.
Samozrejme aj v obdobi baroka ostalo opium vel'mi uzitoénym lie¢ivom. Sved¢i o tom aj
publikacia nemeckého lekara Georga Wolfganga Wedela (1645 — 1721) s ndzvom Opiologia,

Vv ktorej sa zaobera spésobom vyroby opia aj jeho farmaceutickym vyuzitim [2].

Na prelome 18. a 19. storo¢ia boli objavené rozne problémy v stvislosti s opiom.
Najvyznamnejsim bolo zneuzivanie opia ako drogy najmid v Anglicku. Samotnu kapitolu
histérie opia vytvara aj vtedajsi masivny dovoz tejto latky do Ciny, ¢o sposobilo rapidny narast
podtu pripadov zavislosti. Cina samozrejme chcela zredukovat’ mnoZstvo épia dovazaného
do krajiny, o viedlo k 6piovym vojnam a naslednému podrobeniu Ciny. Celkovo, v priebehu
19. storo¢ia sa postupne od pouzivania tejto latky na liecbu upustalo, jednak kvoli uz
spominanej zavislosti, ale aj vd’aka novym technickym moznostiam pre izolaciu morfinu.
Ur¢ita ulohu tu samozrejme zohrali legislativne zasahy. Napokon od zaciatku 20. stor. 6pium

oficialne ostalo len surovinou pre d’alsie spracovanie [2].
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1.2 Morfologicka charakteristika

Kazda rastlina ma stovky znakov morfologickej, histologickej, embryologickej, sérologickej,
chemickej a genetickej povahy, ktoré st potencidlne k dispozicii na vytvorenie klasifikacie
rastlinnej riSe [7]. U rodu maku (Papaver L.) mozno najst’ viac ako 100 popisanych druhov,
ktoré¢ boli d’alej roztriedené¢ do viacerych kategorii. Podkladom pre cClenenie st najmé
morfologické znaky. S postupnym rozvojom analytickych technolégii sa mak ¢leni podla

spektra i mnozstva alkaloidov obsiahnutych v tobolkach [4].
Taxonomické zatriedenie maku siateho:

RiSa rastlin — Regnum vegetabile (Plantae)

Podrisa: Telomové rastliny (Vyssie rastliny) — Telomophyta

Oddelenie: Rastliny semenné — Spermatophyta

Pododdelenie: Krytosemenné — Angiospermatophytina

Trieda: Magnoliokveté — Magnoliopsida

Rad: Makotvarne — Papaverales

CePad’: Makovité — Papaveraceae

Rod: Mak — Papaver

Rod maku sa eSte rozdel'uje do sekcii nasledovne: Rhoeadium, Argemonidium, Papaver,
Glauca, Meconidium, Pilosa, Macrantha, Meconella, Californicum, Carinatae, Horrida

Druh: Mak siaty — Papaver somniferum L.

Nazov druhu je odvodeny od latinského slova ,,somnus®, ¢o znamend spanok. Toto
pomenovanie vel'mi dobre vystihuje pdsobenie pritomnych alkaloidov [8]. V ramci tohto druhu
eSte nachadzame clenenie na dve podskupiny: mak olejny (Papaver somniferum L. subsp.

hortense,) a mak opiovy (Papaver somniferum L. subsp. somniferum) [4].

1.2.1 Koren

Mak vytvara korenl kolovitého tvaru, ktory za priaznivych podmienok méze prenikat’ do vacsich
hibok. Tento kolovity korefi vytvara vel’ké mnozstvo boénych korefiov, od ktorych este dalej

odstupujt vlasoénicové korienky [4].

1.2.2 Hypokotyl
Je to Cast medzi korenovou a stonkovou cCastou. Jeho charakteristickou vlastnostou je

sfarbenie, v pripade maku méze tvorit’ skalu od bezfarebnej cez svetlo az po tmavofialova
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farbu. Pocas hodnotenia 26 genotypov bolo pozorované, ze prevladajuce sfarbenie je

svetlofialové [4].

1.2.3 Listova ruzica
Rozvoj zacina uz od pociato¢ného vytvorenia pravych listov. Doba trvania tejto fazy je taktiez

ovplyvnena faktormi vonkajsicho prostredia. Je to priblizne 45 — 60 dni [4].

1.2.4 Stonka

Je pomerne mohutna a vo vnitri vyplnena drefiou. Pri stredoeurépskych odrodach sa jej dizka
pohybuje v rozmedzi 1 — 1,8 metra. Cast’ stonky pod makovicou moze mat” hladky povrch ako
aj pokryty chipkami, ¢o je znakom pre postdenie druhovej odlisnosti a registraciu novych

odrdd [4].

1.2.5 Listy
Pri makovitych rastlinach su listy rozdel'ované na spodné, stredné a vrchné. Spodné vyrastaju
na hlavnej stonke, stredné z boénych vetviacich sa stoniek a horné na boénych vetvach. Listy

sa liSia tvarom, okrajmi, ¢lenenim, sfarbenim a aj intenzitou voskovej vrstvy [4].

1.2.6 Puacik
Puciky maku siateho sa odlisuju nielen tvarom, velkostou, ale aj farbou. Najcastejsie sa jedna

0 zelené sfarbenie kalisnych listkov, a to bud’ po celom povrchu alebo len v bazalnej Casti [4].

1.2.7 Kvet

Pozostava z dvoch opadavych kaliSnych listkov, Styroch korunnych lupienkov, jedného piestika
a vel'’kého mnozstva tyCiniek [8; 4]. Pocet tyCiniek sa pohybuje v rozmedzi 100 — 250 [9]. Na
pocet vyskytujucich sa ty€iniek ma vplyv okrem iného aj termin sejby. Okraje lupienkov mézu
byt hladké, zvlnené az rozstrapkané. V bazalnej Casti lupenov pri viacsine druhov mozno

pozorovat’ $kvrny rozli¢nej velkosti, tvaru a farby [4].

1.2.8 Plod

Plodom je tobolka, inym nazvom makovica, ktora mdze nadobudat rozny tvar a velkost
Vv zavislosti od odrody a podmienok prostredia [8]. Najma tvar makovice (gul'aty, kuzelovity
hruskovity alebo mierne splosteny) zavisi od podmienok prostredia, v ktorom sa vyskytuje.
Tvar plodu je zaroven povazovany za jeden z dedi¢nych znakov. Pokusmi bolo zistené, ze tvar
tobolky pri sejbe v maji bol gulaty a ¢im neskér bola uskuto¢nena sejba, tym viac mal

pretiahnutu podobu. MnozZstvo toboliek zavisi od vetvenia rastliny, ¢o koreluje s po¢tom rastlin
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na jednotku plochy. Z pohl'adu na produkciu semena je omnoho vyhodnejsi gul'ovity tvar.

Najvyssi obsah morfinu bol zaznamenany v makoviciach hruskovitého tvaru [4].

1.2.9 Semena

Semena maku siateho maju advinovy tvar a zvrasneny povrch. Co sa tyka farby, moze byt
rozna. Prevazuje biela, hneda, siva, ruzova, okrova a najma Sedo az tmavomodra, preto je casto
nazyvany aj ,,mak modry* [8]. Farba patri k variabilnym znakom, a preto byva odli$na jednak
v ramci jedného genotypu ako aj v rdmci jednej makovice. Zakladna farba je dediénym znakom,
ale odtient zna¢ne zavisi od vonkajsich faktorov daného prostredia. Mnozstvo semien v jednej
makovici sa pohybuje v rozmedzi od 1000 — 12 000. Hodnotenim semien r6znych genotypov v
Stadii Fejér bola zistena hmotnost’ semien v jednej makovici v rozmedzi 2,23 — 4,24 g [10].
Semena ako jedina Cast’ rastliny nemaju latexovy systém zliazok [11], teda by nemali obsahovat’
alkaloidy. Avsak st nachylné na mechanické poskodenie, kedy sa prachové Castice makovice
mozu usadzat’ na povrchu semien atak pravdepodobne dochadza ku ich kontaminacii
alkaloidmi [12]. Okrem ur¢itého podielu alkaloidov maji najmé vysoku nutricnii hodnotu
a vyuzivaju sa na priamy konzum v potravinarstve, v pekarenskom a cukrarenskom priemysile,

no taktiez ako zdroj konzumného oleja [4].

1.3 Biologicka charakteristika

Uplatnenie maku je naozaj Siroké, ale v naSich konfindich ma najvicSie vyuzitie prave
v cukrarenskej a potravinarskej vyrobe, pretoze slovenské odrody maku siateho maju sice nizsi
obsah morfinu ale vys$iu kvalitu semena ako olejniny. Co sa tyka chemického zloZenia semien

a makového oleja tieto parametre mierne kolisu vzhl'adom na lokalitu a podmienky pestovania

[3].

Hlavnou zloZkou semien je olej, kde jeho obsah sa pohybuje v rozmedzi 45 — 50 %. Dalgimi
zlozkami v semenach st proteiny, ktorych vyskyt je priblizne 18 — 25 %, sacharidov 16 — 24 %,
hrubej vlakniny 5 — 8 % anakoniec 5 — 10 % mineralnych prvkov, z ktorych najvécsie
zastupenie maju Ca, P, K, Fe a Cu. Zo zloziek vV minoritnom mnozstve tu eSte nachadzame

kyselinu listovt a vitaminy C, B1 a B2 [3].

Nutricna hodnota je dana predovSetkym znacnym zastipenim mono- a poly-nenasytenych
mastnych kyselin, obsiahnutych v olejnatej zlozke, kde hlavnymi predstavitelmi su kyselina
olejova, linolova, palmitova, linolénova a stearovd. Semend maku su taktiez zdrojom
tokoferolov (prednostne a- a y-tokoferol), fytosterolov a skvalénu, ktoré maju pozitivny

protizapalovy, antikarcinogénny a antioxida¢ny ti¢inok [3, 13].
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1.3.1 Pestovanie maku na Slovensku a vo svete
Na tizemi Slovenskej ¢ Ceskej republiky ale aj vo svete ma pestovane maku uz dlhoroénu
tradiciu. V zavislosti od vyuzitia tejto rastliny sa diferencuji smery slachtenia novych odrdd,

ktoré mozu byt’ rozdelené na tri zakladné kategorie [14].

S vysokym obsahom alkaloidov: s ohladom najméd na morfin, kodein, papaverin, noskapin

athebain ¢i uz v nezrelych alebo usuSenych makoviciach. Krajiny zameriavajice Sa
na pestovanie tohto typu st India, Turecko, Rusko, Australia a Cina, ale patria sem aj europske
krajiny Mad'arsko, Franctizsko, Spanielsko ako hlavné legalne producentské krajiny na ziskanie
opia a opiovych alkaloidov na liecivé ucely vo svete pod dohl'adom Organizacie Spojenych

narodov [14, 13, 11, 15].

Nizkomorfinové semenné typy: sem zarad’'ujeme odrody s vel'mi nizkym az nulovym obsahom

morfinu v makoviciach. Tieto odrody sa pestujii v Rakusku a Pol'sku [14].

Vysoko urodné semenné typy: s bielou, okrovou, Sedou a modrou farbou semena, kde u odrdd

tohto typu nachddzame obsah morfinu v strednych az nizkych hladinéch. Typickymi krajinami
pestujucimi tato kategoriu maku siateho su prave Slovensko a Cesko, ktoré ma dominantné

miesto v pestovani maku na potravinarske ucely [14].
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2 ALKALOIDY

2.1 Sekundarne metabolity u rastlin

St to prirodné produkty odvodené od primarnych metabolitov rastlin s rozdielnou
fyziologickou aktivitou. Maju rovnako dolezita tlohu v Zivotaschopnosti rastlin ako priméarne
metabolity. Na zaklade biosyntetickej drahy sa tieto metabolity klasifikuju do troch hlavnych
skupin: terpény (alebo izoprenoidy), fenolové zluc¢eniny (flavonoidy) a zlt¢eniny obsahujiace

dusik (alkaloidy) [16].

Po mnohé roky bol vyskyt prirodnych alkaloidov vel'kou zdhadou. V dne$nej dobe je uz zname,
Ze tieto sekundarne metabolity zohravaju ulohu pri preziti daného organizmu [17]. V rastlinach
sa tieto zlaCeniny spravaju ako atraktanty, napr. pri zabezpeCeni opelovania alebo pri
vzajomnej interakcii medzi rastlinami a zivoc¢ichmi, ¢i inymi vy$§imi a niz§imi rastlinami.
Vo vSeobecnosti st alkaloidy povazované za sucast komplikovaného systému chemickej
obrany vrastlinach, no v skutoCnosti to ist¢é plati aj u stavovcov, bezstavovcov
a mikroorganizmov. Ddlezitou tulohou alkaloidov v chemickej obrane je umiestnenie
alkaloidov v rastline. Na ochranu musia byt vSak lokalizované na chranenom mieste
a samozrejme mat’ dostato¢nu koncentraciu na to, aby mali potrebny ochranny u¢inok. Mnohé
z nich maju distribuény efekt na nervovy systém [18].

2.2 Biologicka charakteristika a vlastnosti alkaloidov

St to prirodne sa vyskytujuce zlozky s nizkou molekulovou hmotnostou a maji vo svojej
rodine viac ako 12 000 zlucenin obsahujtcich dusik [16], pritahujuce pozornost’ chemikov,
biochemikov a farmakoldgov uz stovky rokov. Alkaloidy st latky vel'mi dobre zname pre svoju
biologicku aktivitu uz od pociatku svetovej civilizacie. Mali vyuzitie v Samanizme, bylinnej
liecbe chordb, ale boli aj zneuzivané ako pridavné toxiny v zbraniach pri love divej zveri, ¢i
v klanovych vojnach. Byvaji taktieZ charakterizované ako najicinnejSie a zaroven

najnebezpecénejsie prirodné latky [19].

Znalost’ rozdielov rozpustnosti medzi alkaloidmi a ich solami ma zna¢ny farmaceuticky
vyznam a poskytuje metody pre izolaciu alkaloidov z rastlin a ich oddelenie od nealkaloidnych
latok z roztoku [7]. Prudky rozvoj chromatografickych metdd za posledné desatrocia uviedol
chromatografiu ako extrémne uzitocny nastroj vo vyskume alkaloidov. Extrakty cCerstvych

rastlin boli Gspesne a rychlo separované na individualne zlozky pouzitim tychto metod [17, 20].
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2.3 Klasifikacia alkaloidov

Trivialne nazvy alkaloidov su charakteristicky zakoncené koncovkou -in. Podla starSej
definicie, takmer vSetky alkaloidy vylu¢ne vyskytujice sa Vv rastlinach obsahuju prinajmensom
jeden atom dusika v molekule, ktora mé zasadny charakter azvyc€ajne tvori sucast
heterocyklického systému. V najSirSom zmysle, mo6zu mat’ primarny (meskalin), sekundarny
(efedrin), terciarny (atropin) alebo kvartérny atom dusika. Novsia definicia je jednoduchsia.
Podl'a nej je alkaloid cyklicka organicka zlu¢enia obsahujuca dusik v negativnom oxida¢nom
stave, Co je limitované distribiiciou medzi zivymi organizmami. Tato definicia moze byt
nahradena tvrdenim, Ze takmer vSetky alkaloidy su toxické a vidcsina znich vykazuje
farmakologicku aktivitu. Klasifikacia je tazka uloha aj pre Specialistov v obore. V literatirach
mozno najst’ zaradenie alkaloidov do rézneho poctu tried [21, 7]. Jednym z najjednoduchsich
sposobov ako roztriedit’ tieto zlozky je na zaklade ich $truktira a povodu. Takto ich mozno
Klasifikovat’ do troch zékladnych skupin podl'a ich beznych molekulovych prekurzorov, ktoré
su substratmi pre molekulu alkaloidu, rovnako ako zdrojom dusika a kostry pre dany typ
alkaloidu. Existuju tri hlavné typy: pravé alkaloidy, protoalkaloidy a pseudoalkaloidy, ktoré st
uvedené v Tabulke 1 [17, 18].

Tabulka 1:Klasifikacia Alkaloidov na zdklade prekurzorov [17]

Typ Chemicka skupina | Zakladné zlozky .
alkaloidov P alkaloidov Struktary Rdady)
Pravé L-ornitin Pyrolinové Pyrolidin Hygrin
alkaloiy Kuskohygrinin

Tropéanové Tropén Atropin
Kokain
Pyrolizidinové Pyrolizidin Acetyl-
lykopsamin
Europin
L-lyzin Piperidinové Piperidin Piperidin
Piperin
Chinolizidinové Chinolizidin Cytisin
Lupamin
Indolizidinové Indolizidin Kastanospermin
Swanosin
L-tyrozin Fenyletylaminové | Fenyletylamin Adrenalin
Dopamin
Noradrenalin
Tetrahydro- Benzyltetrahydro- | Kodein
izochinolinové izochinolin Morfin
Norkoklaurin
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Typ Chemicka skupina | Zakladné zlozky ,
alkaloidoy | " reKUrZer alkaloidov struktiry Priklady
Pravé L-tyrozin Tetrahydro- Benzyltetrahydro- | Papaverin
alkaloiy izochinolinové izochinolin Thebain

L-tryptofan Indolové Indol Arundacin
Katarantin
Serotonin
Triptamin
Chinolinové Chinolin Chinidin
Chinin
Pyroloindolové Indol A Yohimbin
Korynantin
Ergotové Indol Ergotamin
L-histidin Imidazolové Imidazol Histamin
Pilokarpin
L-arginin Marinové B-Karbolin Saxitoxin
Tetrodotoxin
Kyselina Pyridinové Pyridin/Pyrolidin | Nikotin
nikotinova Anabasin
Pl’OtO'_ L-Ornitin Pyrolizidinové Pyrolizidin Stachydrin
alkaloidy L-tyrozin Fenyletylaminové | Fenyletylamin Meskalin
Terpenoid-
L-tryptofan indolové Indol Y ohimbin
Pseudo- | Acetat Piperidinové Piperidin Koniin
alkaloidy Pinidin
Seskviterpénové Seskviterpén Evonin
Kyselina Efedrinové Fenyl C Efedrin
pyrohroznova Norefedrin
Kyselina Aromatické Fenyl Kapsacin
ferulova
Geraniol Terpenoidné Terpenoid Akonitin
Saponiny Steroidné Terpenoid Pregnenolon
Tomatidin
Adenin/guanin | Purinové Purin Kofein
Teofylin

2.3.1 Pravé aklaloidy

St odvodené od aminokyseliny (AK) a zdiel'ajii heterocyklicky kruh s dusikom. V r6znych
literaturach ich mozno najst’ aj pod pojmom heterocyklické [7]. Tieto alkaloidy st vysoko

reaktivne latky s biologickou aktivitou uz v malych davkach. Vsetky pravé alkaloidy maju
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horku chut’ a objavuju sa ako biela tuha latka s vynimkou nikotinu, ¢o je hnedé kvapalina. Pravé
alkaloidy tvoria vo vode rozpustné soli a mézu sa vyskytovat’ v rastlinach vo vol'nom stave,
alebo ako soli, ¢i N-oxidy [17]. Primarnymi prekurzormi tychto zlac¢enin s AK: L-ornitin, L-
lyzin, L-fenylalanin, L- tyrozin, L-tryptofan a L-histidin. Pravé alkaloidy mozu byt ako

prirodné, biomimické, bionické a syntetické alkaloidy. Je to najpocetnejsia skupina [18].

2.3.2 Protoalkaloidy

Patria sem zluceniny, v ktorych atom dusika pochadza z AK, no nie je suastou
heterocyklického kruhu. Casto st oznaGované ako non-heterocyklické, pripadne biogénne
aminy [7]. Takéto alkaloidy zahfnaji zlaceniny odvodené od L-tyrozinu a L-tryptofanu
s jednoduchou Strukturou. Tvoria najmensi podiel vSetkych alkaloidov, mézu byt  ako prirodné,

biomimické, bionické a syntetické [22, 18].

2.3.3 Pseudoalkaloidy

St to zluceniny, ktorych uhlikova kostra nepochddza od ziadnej AK. V skutocnosti su
pseudoalkaloidy spojené s drahami aminokyselin a byvaji odvodené od prekurzorov alebo
z postkurzorov AK. Atom dusika je zacleneny do molekuly v relativne neskorom $tadiu, ale
samozrejme moze tieZ pochadzat’ z AK cez transamina¢nu reakciu, ak je pritomny vhodny
aldehyd, alternativne keton. Podobne ako predchadzajuce skupiny taktiez moézu mat’ povod

prirodny, biomimicky, bionicky a synteticky [17, 18].
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3 BENZYLIZOCHINOLINOVE ALKALOIDY OBSIAHNUTE
V MAKU SIATOM
3.1 Zakladna charakteristika

Benzylizochinolinové¢ alkaloidy (BIAs) st podskupinou izochinolinovych pravych alkaloidov.
Tieto alkaloidy sa vyskytuji okrem celade Papaveraceae aj v c¢eladiadi Berberidaceae
(dracovité), Ranunculaceae (iskernikovité). Tato skupina zlicenin obsahuje priblizne 2500
zloziek s roznymi farmakologickymi vlastnostami, akymi st napr. analgetika (morfin),
antitusika (kodein), svalové relaxanty (papaverin), ¢i antimikrobialne ¢inidla (Sanguinarin
a berberin) [16].

3.2 Biosyntéza BIAs

Ich biosyntéza, ktora je zobrazena na Obrazku 1, zacina kondenzaciou dvoch derivatov
aminokyseliny  L-tyrosinu,  4- hydroxyphenylacetaldehydu  (4HPAA) a dopaminu
prostrednictvom dekarboxylacie, meta-hydroxylacie a transamindcie. Enzymy, ktoré sa
zapajaju do biosyntézy tejto skupiny latok maju prevazne proteinovy charakter. Kaskadou
tychto reakcii vznika (S)-norkoklaurin, ktory je prekurzorom vsetkych BIAs. Jednou
Z moznosti je transamindcia L-tyrosinu vo forme HPAA za pritomnosti enzymu L-tyrosin
aminotransferazy (TyrAT) anéslednd dekarboxylacia za katalyzy 4-hydroxyfenylpyruvat
dekarboxylazy (4HPPDC). Druha alternativa spociva v premene L-tyrosinu na tyramin
prostrednictvom tyrosin dekarboxyldzy (TYDC). Na tento krok nadvézuje reakcia za vzniku
dopaminu. Kondenzaciou tychto dvoch molektl vznika (S)-norkoklaurin za pritomnosti
norkoklaurin syntazy. Z dané¢ho prekurzoru je syntetizovany (S)-koklaurin, konvertovany
najprv enzymom norkoklaurin-6-O-methyltransferaza (60MT) a v druhom kroku koklaurin N-
methyltransferazou (CNMT) za tvorby (S)-N-methylkoklaurinu. Dalej nasleduje hydroxylacia
pomocou (S)-N-methylklaurin 3-hydroxylazou (NMCH) na 3-hydroxy-N-methylkoklaurin,
ktory je potom konvertovany enzymom 3-hydroxy-N-methylkoklaurin 4-O-methyltransferazou
(40MT) na (S)-retikulin [23, 24].

K syntéze papaverinu dochadza dvoma drahami. Prva sa nazyva N-methylova a zahfna (S)-
retikulin @ N-demethylaciu nespecifického intermediatoru. Druhé draha, N-demethylova, ktorej
zasadna zlozka je (S)-norkoklaurin. Vyhodou tejto druhej cesty je, Ze nie je nutna demethylécia.
Finadlnym krokom biosyntézy papaverinu je oxidacia O-methylovanej a N-desmethylovanej

zlozky tetrahydropapaverinu za katalyzy dihydrobenzofenantridin oxidazou (DBOX) [24].
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Syntéza morfinu, kodeinu a thebainu ma spolo¢nt cestu. Prekurzorom pre ich syntézu je (S)-
retikulin, ktory podlieha epimerizacii za vzniku (R)-retikulinu. Tato molekula je nasledne
konvertovana pomocou CYP salutaridin syntdzy (CYP719B1) na salutaridin, ktory nasledne
podlicha dehydrogenaze za pritomnosti salutaridin reduktazy (SalR). ). Dalsim krokom je
acetylacia solutaridinolu enzymom salutaridinol 7-O-acetyltransferaza (SalAT). Ako mozno
vidiet na Obrazku 1 tak salutaridinol-7-O-acetat spontanne podstupuje cyklizaciu. Touto
spontannou reakciou vznika thebain pri pH v rozmedzi 7 az 9. Existuja dve paralelné drahy
na konverziu thebainu na morfin, v ktorych sa vyskytuju O3- a O6-demethyla¢né reakcie,
potencidlne v oboch poradiach. Obe tieto cesty su pravdepodobné, pretoze thebain, kodein
a oripavin st pritomné u cicavcov ale aj v rastline maku [25]. Pri tvorbe kodeinu sa do rekcie,
ktora ma spontanny priebeh, zapaja enzym thebain-6-O-demethylaza (T6ODM). Vyslednou
molekulou je kodeinon, ktory je napokon redukovany kodeinon reduktazou (COR). Biosyntéza
morfinu bola popisana len v par rastlinnych druhoch obmedzena na rod Papaver. Tvorba
morfinu moéZze prebiehat’ premenou kodeinu pomocou kodein-O-demethylazou (CODM), ktory
zaroven ma schopnost katalyzovat reakciu za vzniku oripavinu. Poslednym krokom je redukcia

enzymom COR [24].

Bola preukdzani aj endogénna tvorba morfinu v l'udskych bunkach. Fyziologickd uloha
endogénneho morfinu je v sicasnosti neznama. Endogénne hladiny, ktoré boli kvantifikované,
st niz8ie ako plazmatické koncentracie dosiahnuté pocas terapeutického pouzitia. Mnohé
hypotézy boli predlozené s ohl'adom na ucel endogénneho morfinu, ktory naznacuje ulohu pri

infekcii, sepse alebo zapale, ako aj neurologickych patologiach [25].

Na rozdiel od morfinovych alkaloidov biosyntéza noskapinu nebola spociatku tak podrobne
Studovana. Noskapin, patri medzi ftalidizochinolinové alkaloidy, podskupina BIAS, je
syntetizovany z molekuly (S)-retikulinu ako aj BIAs. Obrazok 1, ktory to znazornuje, zahina
postupnt hydroxylaciu izochinolinového kruhu, oxida¢né Stiepenie berberinového mostika
adve nasledné oxidacie na charakteristicki formu ftalidizochinolin-laktonového kruhu.
Nedavno izolované enzymy ako kanadin syntaza (CAS), N-methylkanadin 1-hydroxylaza
(CYP82Y1) anoskapin syntaza (NOS), boli charakterizované ako NAD® dependentné
dehydrogenazy [24]. Cytochrom P450, CYP82Y1, bol izolovany a charakterizovany ako
katalyzator, aby hydroxyloval N-methylkanadin na 1-hydroxy-N-methylkanadin. Je to prvy
zavizny krok pri tvorbe noskapinu v maku siatom. Dalsi cytochrom P450, CYP719A21,
konvertuje (S)-tetrahydrokolumbamin na (S)-kanadin. Dva cytochromy P450 katalyzuju

hydroxylaciu na uhlikoch C13 a C8 na protoberberinovom skelete, priCom hydroxylacia C8
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otvara kruh a tvori aldehydickt skupinu. Pri biosyntéze noskapinu sa acetylaciou na C13 pred
C8 hydroxylaciou vytvara ochranna skupina, ktorda je nasledne hydrolyzovana
karboxylesterazou, ¢im sa spusta preSmyk na cyklicky hemiacetal. Zistilo sa, Ze konecny
enzym v biosyntéze noskapinu je reduktaza, nazyvany noskapinsyntiza (NOS), ktora

katalyzuje dehydrogenaciu narkontinhemiacetalu na noskapin [26].

COOH
/@/Y TYDC 30Haza Hom HO
NH NH NH
HO z HO z HO 2 NCS 6 i NH
o

L-tyrozin Tyramin Dopamin + >
COOH COOH =0
TyrAT 4HPPDC
- l —
NH, o u
HO HO HO
L-tyrozin 4-Hydroxyfenylpyruvat 4-Hydroxyfenylacetaldehyd (S)-Norkoklaurin
H3CO H3CO HyCO o
" |O 3 O ~
HO NCHz
HO 3'OHaza HsCO HT bgox  HaCO AN
— ==, HCO HsCO a4
3OMT O HsCO
HO HO HyCO O
i S)-Norretikulin (S)-Tetrahydropapaverin HsCO
(S)-Koklaurin () ydropap Papaverin
H3CO HsCO H3CO
NCHs O NCH
" c:\(lll\vﬂaco%s " ) Ho H 3
CNMT — = HO HO
HO HO HaCO O o
(8)-N-Methylkoklaurin (S)-3-Hydroxy-N-methylkoklaurin (S)-Retikulin (R)-Retikulin
H3CO
Salsyn HO
CYP8719B1
—

Oripavin

¢T60DM

Kodeinon Morfinon

Kodein

27



HsCO
CAS

CYP719A19
N —

+CHz CYP82Y1

(S)-1-Hydroxy-N-
methylkanadin

Narkotinhemiacetal Noskapin

Obrazok 1: Biosyntéza BIAs v maku siatom [24]

3.2.1 Vyutzitie inych zdrojov pre syntézu kodeinu a morfinu

Do nedéavna bol 6piovy mak jedinym zdrojom pre produkciu morfinu a jeho derivatov. Svetova
sprava o drogach z roku 2015 o omamnych latkach uvadza, Ze celosvetova produkcia opia
dosiahla v roku 2014 az 7554 ton a celosvetova spotreba sa stale zvySuje. Z tohto dovodu ako
aj kvoli nelegalnemu pestovaniu maku v niektorych krajindch je nutné najst’ aj iny zdroj
pre vyrobu tychto alkaloidov. Najnovsie prichddza do Uvahy thebain, ziskavany najma
z P. bracteatum, ktory sa ukazal byt vybornym vychodiskovym materialom pre syntézu
roznych agonistov a antagonistov morfinu. V poslednych rokoch je velky zdujem
0 mikrobiodlnu alternativnu vyrobu sekundarnych rastlinnych metabolitov. Vyber
mikrobidlnych reakcii nasmerovanych na hostitel'ské rastliny ako alternativa k chemicke;j
syntéze pouzivanej v tradi€nych metddach, pontka vyhody akymi st rychla akumulécia
biomasy, ¢i samostatna vyroba hlavnych medziproduktov. Mnohé stidie skiimali mikrobialnu
transformaciu morfinovych alkaloidov pomocou biokatalyzatora, akym je napr. gram-pozitivny
bakterialny kmen Bacillus sp. FAR, ktory ma schopnost’ konvertovat’ thebain na morfin
a kodein. Samozrejme tento proces prebicha za optimalnych podmienok pri pH 7,7, teplote
36°C, potrebnom ¢ase 30 hod a inych faktoroch, na ktorych sa nad’alej pracuje. Napriek tomu,
ze jeho vynos ani zd’aleka nedosahuje mnoZzstva ako u maku siateho, sa pontka ako bezpecny

zdroj pre produkciu morfinu a kodeinu [27].
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3.3 Opioidy

Pod pojmom opioidy mozno sthrne oznacit' vSetky latky so schopnostou naviazat sa
na opioidné receptory s naslednym prejavom analgetického ucinku. Farmakologicky u¢inok
tychto latok ur¢uji najmai faktory, ktorymi st afinita opioidov k receptorom, farmakokinetické
vlastnosti ¢i geneticky polymorfizmus. Za vysokou individualnou vnimavost'ou k opioidom
stoji prave spominany geneticky polymorfizmus. Tyka sa najméd génov kodujacich prislusné
informacie o jednotlivych opioidnych receptoroch, izoforormach cytochréomu P 450 (CYP2D6,
CYP 3A4) a uridin-glukuronyl transferazy [28].

3.3.1 Distribtcia opioidov

Distribucia opioidov réznymi organmi ako aj inymi tkanivami je zavisla od fyziologickych aj
chemickych faktorov. Aj ked’ sa opioidy viazu na plazmatické proteiny s rozdielnou afinitou,
rychlo sa premiestiiujii z krvného rieciska do prislusnych tkaniv v najvysSej koncentrécii.
Vicsina opioidov sa lepSie vstrebava po subkutannom a intramuskuldarnom podani ako po
peroralnom. Napriek faktu, ze absorpcia z traviaceho traktu je rychla, niektoré opioidy mozu

po peroralnom podani podlichat’ prvotnému, tzv. first-pass metabolizmu v peceni [29].

3.3.2 Mechanizmus tGc¢inku prostrednictvom receptorov

Viaceré¢ systémy sa podiel’aji na modulacii vnimania bolesti vratane endogénneho opioidného
systtmu [30]. Podl'a daného farmakologického posobenia jednotlivych alkaloidov boli
prislusné receptory rozdelené na tri zdkladné typy: mi (p), ktoré su citlivé na morfin, kapa (y)
senzitivne na ketocyklazocin a sigma (o) na nallylnormetazocin. Objavenie endogénnych
opioidov (Hans Kosterlitz a kol.) prispelo k rozsireniu typov o delta (3) receptory [31]. Neskor
bola objavena aj existencia subtypov tychto zakladnych receptorov pu, p2 K1, k2, k3, 01 @ 62 [29].
Endogénne opioidy st produkované mozgom a sliizia ako neurotransmitery, posobiace cez tieto
prislusné receptory najma typu & a Ciastocne p [31]. Prirodné endogénne opioidy zahfnaju
endogénne peptidy, ako su B-endorfiny, enkefaliny a dynorfiny [30]. Endogénne opioidy

odlidujeme od seba na zaklade dizky peptidového retazca a obsahu aminokyselin [32, 31].

Vsetky Styri receptory spajané s G-proteinom, majia podobnu sedem ¢lennu struktaru v podobe
transmembranového komplexu, umiestneného na presynaptickych a postsynaptickych
membranach v CNS a periférnych tkanivach [30]. G-proteinom viazané receptory, ako
napriklad receptory pre opidty, nemaju ziadnu priamu vézbu s efektorovymi proteinmi;
namiesto toho sa informacia prenesie cez G-protein. Aktivacia opioidnych receptorov v bunke,

napriklad p s morfinom, vedie jednak k uzavretiu napiatovo riadenych vapenatych kanalov,
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potom k stimulacii draslikového efluxu vediiceho k hyperpolarizacii a nakoniec k redukcii
produkcie cyklického adenozinmonofosfaitu (cAMP) prostrednictvom inhibicie adenylat
cyklazy. Celkovo to ma za nasledok ubytok drazdivosti neuronovych buniek, ¢o vedie
Kk znizeniu prenosu nervovych impulzov spolu s uvolfiovanim neurotransmiterov [33]. Princip

aktivécie opioidnych receptorov je zndzorneny na Obrazku 2.
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Obrazok 2: Aktivdcia receptorov vplyvom prislusného opioidu [33]

3.3.3 Eliminacia opioidov z organizmu

Koncepcia eliminécie lieCiv sa dé& rozdelit’ na dve hlavné fyziologické zlozky, ktorymi su
metabolizmus a vylu¢ovanie. Vylu¢ovanie sa vztahuje na odstranenie lieCiva z tela bezne cez
oblicky alebo biliarnou sekréciu. Clearance popisuje G¢innost’ ireverzibilnej eliminacie lieku

z tela metabolizmom alebo vylu¢ovanim [34].

Vicsina opioidov podstupuje rozsiahly prvotny metabolizmus predtym, nez prejda do obehovej
cirkulacie. Prvotnym metabolizmom sa zniZuje biologicka aktivita tychto alkaloidov. Opioidy
maju typicky lipofilny charakter, o im umoziiuje prechod cez membrany buniek. Podstatou
odburavania tychto latok ako aj inych lie€iv je premena na hydrofilné zltceniny, ktoré mézu
byt’ nasledne vyluc¢ené do mocu. Hlavnym miestom biotransformacie dpiovych alkaloidov je
pecen. Pozmeneny metabolizmus u jedinca, ¢i populdcie moze mat’ za nasledok, Ze opioidy
alebo ich metabolity s vylu¢ované rapidne z tela. V takomto pripade nedosahuju terapeuticky
ucinok. Opakom tejto situacie je stav, kedy zotrvavaju v organizme nadmernti dobu, ale

za takychto okolnosti mézu mat’ toxické vplyvy. Na zdklade potrebnych enzymov na tento
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proces sa metabolizmus tychto latok deli na dve fazy: prvii-modifika¢na a druhti-konjugaénua
[35].

Modifika¢na faza zvycCajne vystavuje latky oxidéacii alebo hydrolyze. Zahifna enzymy
cytochromy P450 (CYP), ktoré ul'ah¢uja reakcie a zahinaju N-, O- a S-dealkylaciu; aromaticku,
alifaticki alebo N-hydroxylaciu; N-oxidaciu; sulfoxidaciu; deaminaciu; a dehalogenaciu.
Ulohou druhej fazy je konjugacia, za G¢elom premeny hydrofobnych latok na hydrofilnejsie,
akymi st kyselina glukurénova, glycin, sulfaty alebo glutathion. NajpodstatnejSou cast'ou
konjugacnej fazy je glukuronidicia, za ktordi zodpovedd enzym uridin difosfat
glukuronosyltransferaza (UGTS). Je najviac obsiahnuty v endoplazmatickom retikule buniek
[36, 35].

Vsetky opiody su teda metabolizované pomocou dvoch hlavnych enzymatickych systémov,
CYP450 av menSej miere UGTs, ktoré maji hlavna tlohu v odblravani napr. morfinu,
hydromorfénu. CYP450 je naopak vyznamnym systémom metabolizmu kodeinu, oxykodonu
aje pritomny v mnohych tkanivach l'udského tela ako aj v endoplazmatickom retikule,
hepatocytoch, mozgu, pltcach, oblickdch a Vv €revnej sliznici. Zasadny vyznam ma aj
pre tvorbu cholesterolu, tromboxanu A2, prostacyklinov, kde vSetky tieto zloZky sa podiel’aja

na 75 % biotransformacii vacsiny liekov ako aj tychto opiodov [37].

3.3.4 Farmakokineticka interakcia lieciv opioidnej povahy.

Nepriaznivé reakcie medzi liekmi (Adverse Drug Reactions, ADRs), vytvaraju zavazny
problém zapri¢iitujuci zna¢ni mortalitu. Interakcie lie¢ivo-lie¢ivo (Drug-Drug Interactions,
DDIs), su doleZitym a potencialne zbytocnym zdrojom ADRs. DDIs m6Zu byt vo vSeobecnosti
kategorizované na farmakokinetické ¢i farmakodynamické. K DDIs dochadza hlavne
Vv pripade, ked’ jedno lie¢ivo spdsobi zmenu v absorbcii, distribucii, metabolizme, pripadne
elimindcii inej liecebnej latky. Tento typ interakcie Casto vedie k strate ucinnosti alebo
zapri¢inuje toxicitu. Farmakodynamické DDIs je vysledkom reakcie dvoch latok, ktoré su

podavané sucasne. [34]

3.4 Chemické vlastnosti épiovych alkaloidov v maku siatom

V maku siatom bolo objavenych vyse Styridsat’ roznych alkaloidov, ale najpocetnejsie
zastipené su zo skupiny BIAsS uvedenych spolu sich Struktirou, molekularnym vzorcom
(Molecular formula, Mf), molekulovou hmotnostou (Molecular Weight, MW) aich

registratnym ¢islom (CAS) v nasledujucej Tabulke 2.
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Tabulka 2: Struktiira a popis jednotlivych alkaloidov v maku siatom

Strukttra Mf MW (g/mol) CAS Zdroje
C17H10NO3 285,34 S57-217-2 [38]
Morfin

C18H21NO3 299,36 76-57-3 [39]

Kodein
C20H2:NO4 339,38 58-74-2 [40]

Papaverin
C19H21NO3 311,37 115-37-7 [41]
C22H23NO7 413,42 128-62-1 [42]

Noskapin
3.5 Morfin

3.5.1 Chemické a fyzikalne vlastnosti

Je to lavotocivy zasadity komplex stereochemickej Struktury (Tabulka 2), chemickym ndzvom

(5a,60)-7,8-didehydro-4,5-epoxy-17-methylmorfinan-3,6-diol [38], ktory ma vo svojej

molekule pat’ chiralnych uhlikov a topi sa v teplotnom rozmedzi 253 — 254 °C [20]. Vytvara
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malé kosostvorcové hranolové ttvary alebo nadobtida podobu ihli¢iek vo forme monohydratu.
Co sa tyka rozpustnosti, 1 g sa rozpusti priblizne v 6250 ml éteru, 1220 ml chloroformu, 210
ml alkoholu ale aj 5000 ml vody a 1100 ml vriacej vody [38]. Substiticia na hydroxylovych
skupinach uhlikov Cz a C¢ ma vyznamny vplyv na farmakokinetické vlastnosti tejto latky [29].
Prvy raz bol izolovany v roku 1803, tato zasluha je pripisovana hlavne nemeckému lekarnikovi
Friedrichovi W. Sertiirnerovi [8]. Od roku 1933 je zdrojom pre tento alkaloid aj slama zrelych

makovic. Tam bol zaznamenany obsah v rozmedzi 0,2 — 0,3 % [21].

3.5.2 Biotransformacia

Hlavnym predstavitelom UGTs je UGT 2B7 metabolickd draha, ktord podporuje tvorbu
glukuronidov pri odburavani morfinu. NajpocetnejSie metabolity pri metabolizme morfinu st
morfin-3-glukuronid (M3G), ktory reprezentuje 50-60% a morfin-6-glukuronid (M6G) ktory
predstavuje okolo 10% z celkového mnozstva metabolitov [37, 34]. M6G je aktivnou formou
morfinu, ktory je u- a -agonistom a vykazuje az 50 krat vyssiu analgetick( u¢innost’ nez jeho
povodna molekula [30]. Morfin m6ze podstupovat’ aj drobnejSie metabolické cesty vratane N-
demethylacie na normorfin alebo M6G ¢i diglukuronidacie na morfin-3,6-diglukuronid. Kazdé
lieCivo podavané v biologicky neaktivnej forme a je biotransformované na aktivny metabolit,
sa nazyva prolie¢ivo [34]. Ako priklad mozno uviest’ hydromorfon, ktory taktiez tvori mala
¢ast’ metabolitov morfinu. Jeho vel’kou prednostou je hydrofilnejsi charakter a taktiez slizi ako
analgetikum [43, 44, 35].

3.5.3 Eliminacia

V poradi zvySujucich sa koncentracii boli v plazme identifikované morfin, morfin-6-glukuronid
a morfin-3-glukuronid. Plazmaticky polcas je typicky 2 az 4,5 hodiny pre morfin. V moci sa
davka morfinu vylucuje primarne v konjugovanej forme so 75% morfin-3-glukuronidom, 10%
vol'nym morfinom, 4% konjugovanym normorfinom, 1% vol'nym normorfinom a stopovymi
mnozstvami  hydromorféonu, morfin-6-glukuronidu, morfin-3-sulfatu a  morfin-3,6-

diglukuronidu [45].

3.5.4 Analgeticky ucinok

Morfin je Standardné analgetikum, s ktorym sa porovnavaji mnohé iné opioidy. Je dostupny
v roznych davkovych formach vratane kapsul s okamZzitym a postupnym uvolfiovanim,
peroralnych roztokov, ¢ipkov a roztokov pre subkutanne, intramuskularne, intravenozne,
epiduralne alebo intratekalne injekcie [45]. Vzhl'adom na svoju hydrofilnti povahu vykazuje
oneskoreny transport cez hematoencefalickll bariéru, ¢o odd’al'uje nastup tcinku. Naopak, ma
dlhsie trvanie uc¢inku, 4 az 5 hodin, ako jeho polcas rozpadu v plazme [30]. Jeho G¢inok je
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sprostredkovany cez p-opioidné receptory, ktoré st rozmiestnené po celom mozgu, vratane
amygdaly. Aktivacia tychto receptorov je spojena s analgézou, sedaciou, euforiou, no zaroven
s nevolnost'ou, zvracanim, fyzickou zavislost'ou a respiraénou depresiou [25, 46]. Jednym z
najvaznejSich problémov a obdvanymi komplikéciami pri uzivani opioidov je respiracna
depresia. Zakladnou pric¢inou vzniku tohto problému je p-receptor indukovana depresia
vytvarana na centra mozgového kmena, ktoré maja za tlohu stimulaciu dychania [47].

3.5.5 Negativny vplyv na hepatalny a renalny systém

Hoci su v peceni tvorené menej aktivne metabolity, za uréitych okolnosti maju tieto metabolity
lepsi Gi¢inok na dané tkanivo nez povodné zliceniny, alebo prave naopak sposobuji nepriaznivé
vplyvy [47]. Metabolické cesty liekov na ul'avu od bolesti vratane opioidov prechadzaja
pecenou, kde podliehaji oxidacii, dealkylécii, konverzii a pod. Preto u pacientov so zniZzenou
funkciou pecene su ovplyvnené metabolické cesty a zvySuje sa pravdepodobnost’ toxicity
tychto liekov. Pri tazSich ochoreniach pecene, kedy sl naruSené metabolické drahy, premena
liekov je podstatne slabSia a zaroven sa akumuluju v plazme. To znamend, Ze polcas Zivota
lieku sa vtele zvySuje a neziadlGce reakcie tejto skupiny lickov moézu byt zavaznejsie.
U pacientov s nealkoholickou steatohepatitidou liek zvySuje hladinu zl¢ovych kyselin nala¢no.
Hoci metabolizmus morfinu sa u tychto pacientov nemeni, nakoniec sa jeho mnoZstvo v krvi
nahromadi a vedie to k otravam morfinom. Hepatdlna exkrécia morfinu sa ale podstatne meni
u pacientov s cirh6zou pecene. Konecny polcas zivota nezmetabolizovaného morfinu je tiez
dlhsi u pacientov s touto chorobou [48]. Metabolity m6zu prechadzat’ hydroxylaciou v ¢reve
a potom vstupit’ do hepatalneho obehu este predtym, ako sa uplne vylucia. U starSich pacientov
klesa peceniovy krvny obeh a zmeny stvisiace s vekom mozu samozrejme zvysit’ riziko toxicity

a DDIs [49].

3.5.6 Negativny vplyv na imunitu hostitel’a

Bolo preukazané, ze morfin ma aj ur€ité vplyvy na mechanizmy vrodenej aj ziskanej imunity.
Pri pokusoch na mysiach sa skiimali makrofagy, zlozky vrodenej imunity, ktoré boli napadnuté
morfinom. V tychto bunkach sa preukazala znacnejsSia apoptéza nez v nenapadnutych. Z toho
vyplyva, ze poskodenie makrofaga koreluje s degradaciou obrannej bariéry hostitel'a. Morfin
taktiez mdZe inhibovat’ sekréciu réznych cytokinov, ktoré patria do humorélnych zlozZiek
vrodenej imunity, akymi st napr. TNF-q, IL-1 a 2. Neddvne Stadie d’alej ukézali, Ze morfin
moéze inhibovat fagocytarnu aktivitu makrofagov a neutrofilov. Dal§im obrannym
mechanizmov vrodenej imunity st NK bunky, u ktorych morfin méze spdsobit’ potlacenie ich

aktivity. Tomuto mozno zabranit podanim 6piového antagonistu naloxonu a tym zablokovat
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neziaduci G¢inok morfinu. Co sa tyka ziskanej imunity, zodpovedaji za fiu najmi T a B-
lymfocyty. Uginok morfinu zapriGifiuje redukciu B lymfocyty a inhibuje tak produkciu
I'udskych imunoglobulinov IgA a 1gG [50].

3.6 Kodein

3.6.1 Chemické a fyzikalne vlastnosti

Vzhl'adom je to bezfarebna az biela krystalicka pevna latka alebo biely prasok, s chemickym
nazvom (50,60)-7,8-didehydro-4,5-epoxy-3-methoxy-17-methylmorfinan-6-ol [51]. Jedna sa
teda 0 methyléter morfinu (Tabulka 2), s bodom topenia pri teplote 157.5 °C, vyskytujici sa
v maku siatom. Je ve'mi dobre rozpustny v ethanole, benzéne, chloroforme a toluéne ale aj
vo vode, kde sa 9 g rozpusti v 1 litre vody pri teplote 20 °C [39]. Synteticky sa moze pripravit

methylaciou morfinu [20].

3.6.2 Biotransformacia

V pripade analgetického Gc¢inku na organizmus sa oznacuje ako pre-lie€ivo, pretoze sa musi
V peceni metabolizovat’ na morfin za pritomnosti CYP2D6 v konjugacnej faze. Tento enzym
katalyzuje O-demethylaciu nielen kodeinu, ale aj inych opioidov ako oxykodon ¢i hydrokodon
[37, 34]. Pri nedostatku tohto enzymu alebo u rychlych metabolizatorov posobi kodein toxicky,
vzhl'adom na zvySenu tvorbu morfinu. Kodein podlieha z 10 az 14 % aj N- demethylacii
prostrednictvom CYP3A4 na norkodein. Okrem toho prechadza z 50 az 70 % metabolizmom
druhej fazy na kodein-6-glukuronid (C6G) pomocou enzymu UGT2B7 [52]. Mensia
metabolickd drdha generuje hydrokodon po poziti kodeinu, hoci enzym, ktory sa podiela
na tomto procese este nebol identifikovany [45]. Hydrokod6n dosahuje az 11 % koncentracie
celkového kodeinu analyzovaného v moci. Klinicky u¢inok hydrokodénového metabolitu
kodeinu nie je zatial’ znamy [35, 34].V porovnani s morfinom a M6G ma kodein a jeho hlavné

metabolity C6G a norkodein nizku afinitu k opioidnym p-receptorom [53].

3.6.3 Eliminacia

V plazme boli izolované kodein a pocetné metabolity vratane kodein-6-glukuronidu,
norkodeinu, norkodein-glukuronidu, morfin-3-glukuronidu, morfin-6-glukuronidu, morfinu
a normorfinu. Kodein ma polcas v plazme priblizne 1,4 az 3,5 hodiny. Priblizne 85 — 95 % latky
z jednej davky podaného kodeinu mozno detekovat v moci. Vzhladom na geneticky
polymorfizmus CYP2D6 sa frakcia vylu¢ovania metabolitu morfinu mdze menit’; avsak
priblizne 70 az 90 % analytov v moci je volny a konjugovany kodein a norkodein, pricom

zvysok existuje ako vol'ny a konjugovany morfin, morfinové metabolity a hydrokodon [52].
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3.6.4 Antitusicky uc¢inok

Antitusivne mechanizmy narkotickych antitusik nie si uplne pochopené. DoterajSie zistenia
jasne ukazuju, ze narkotické antitusika posobia na opioidné receptory [53]. Centralne pOsobiace
antitusikd st ur€ené na znizZenie frekvencie vyskytu a / alebo intenzity kasl'a, ktoré vyplyvaja
z patologickych stavov. Tieto antitusikd mozu nielen znizit’ pocet zachvatov kasla, ale moézu
tiez znizit' vel'kost’ motorického pohonu na vydychové (expiracné) svaly [54]. Kodein posobi
antitusivne v mozgovom kmeni, kde st umiestnené nervové obvody, zakladna komplexna siet’

dychacich neurénov zodpovednych za kasel’ [55, 56].

3.6.5 Vyutzitie v liecbe bolesti

Kodein, primarny agonista p-opioidnych receptorov, patri sice medzi antitusika, ale m6ze mat’
aj analgeticky G¢inok s mensim sedativnym ucinkom ako morfin [55, 37]. Vo forme lieku je
teda dostupny ako samostatny pripravok, antitusikum alebo analgetikum v kombinaciach
s paracetamolom. Aktivne zluceniny zodpovedné za analgetické ucinky kodeinu zahfiaju
morfin a kodein-6-glukuronid. U¢innost’ kodeinu je ovplyvnena farmakogenetikou CYP2D6,
ktora sa moze liSit medzi réznymi etnikami. Inhibitory tohto enzymu (ako je fluoxetin
a citalopram) mo6zu znizit' alebo dokonca zruSit Gc¢inok kodeinu. Okrem toho existuju
agonistické interakcie medzi kodeinom a mnohymi inymi liekmi, ktoré sa musia brat’ do ivahy
pri predpisovani tohto lieCiva. Tento jav je typicky pre DDIs [57]. Genotyp slabého
metabolizatoru CYP2D6 obmedzuje produkciu morfinu, zatial’ ¢o ultra rychly metabolizatori
mozZu niest’ extragénové kopie CYP2D6 a vykazuju tym zvySeny metabolizmus kodeinu na
morfin. Chudobni metabolizatori nevykazuji u¢innt analgetickt odpoved’ po poziti kodeinu,
zatial’ ¢o ultra-rychli metabolizatori moézu trpiet’ toxicitou v dosledku zvysenych koncentracii
morfinu. V désledku toho sa kodein neodporuca podavat’ pacientom s ultra-rapidnymi alebo

chudobnymi metabolizaénymi genotypmi [45].

3.6.6 Negativne posobenie na renalny a hepatilny systém
Co sa tyka negativneho podsobenia kodeinu na hepatalny systém najmid u pacientov

s poskodenim pecene princip aj dosledky st rovnaké, ako boli popisané u morfinu.

Vicsina metabolitov sa vylucuje rendlne. AvSak glukuronidové konjugity sa mozu stéle
vylucovat’ zIGovym systémom. Kodein podstupuje filtraciu v glomerule a nasledne tubularnu
sekréciu a pasivnu reabsorpciu. Zatial ¢o kodein-6-glukuronid podstupuje len filtraciu
a reabsorpciu, no nie vSak pasivnou formou kvoli jeho vyssej polarite. Poskodenie funkcie

obliCiek je Casté u starSich pacientov a zvysuje riziko toxicity lieku. Faktory, ktoré mézu tiez
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ovplyvnit'" farmakokinetiku, najmad viazanie lieCiva, pri rendlnom zlyhani zahffaju
hypoalbuminémiu, abnormélnu konfiguraciu albuminu, hyperlipoproteinémiu a vytesnenie
akumulovanymi endogénnymi a exogénnymi zli¢eninami vratane metabolitov liekov [47].
Chronické uzivanie opioidov vedie k vacSiemu vyskytu toxicity sposobenej nahromadenim
metabolitov, co moéze spdsobit’ neziaduce vedlajSie ucinky. Jednym z dovodov je to, Ze sa
dosiahne rovnovazny stav lieku medzi distribiiciou a akumulaciou v réznych castiach tela.
Predavkovanie opioidmi, akym je aj morfin mdze spdsobit’ akutne poSkodenie obliCiek
v dosledku dehydratacie, hypotenzie a zadrzania mocu [49]. Akumulacia kodeinu bola popisana

napr. u pacientov s hemodialyzou [47].

3.7 Papaverin

3.7.1 Chemické a fyzikalne vlastnosti

Je to opticky neaktivny alkaloid (Tabulka 2) z dovodu nepritomnosti chiralneho centra,
s chemickym nazvom  1-[(3,4-dimethoxyfenyl)methyl]-6,7-dimethoxyizochinolin  [40].
Papaverin sa topi pri teplote 147 °C, je takmer nerozpustny vo vode, tazko rozpustny
v studenom ethanole, rozpustny v chloroforme, acetone, horaicom ethanole a benzéne [58].
Prvy krat bol izolovany z maku siateho. Obsah kulminuje hlavne pred dobou zrenia, o je
najvhodnejSia doba na jeho izolaciu z prirodzen¢ho zdroja, opia, kde sa jeho mnozstvo
pohybuje okolo 1 % [21, 20].

3.7.2 Vyuzitie vazodilataénych schopnosti

Je dobre zname, ze tento Opiovy alkaloid, ktory sa primarne pouziva na liecbu vazospazmu,
indukuje relaxaciu ciev, kde posobi ako neselektivny inhibitor fosfodiesterazy a tym zvysuje
hladinu intracelularnych cyklickych AMP, ktoré nasledne indukuju relaxaciu ciev hladkého
svalstva a vazodilataciu [59, 60]. Okrem iného zvySuje aj prietok krvi obli¢kami, tvorbu mocu
a klirens kreatininu. Cudsky sérovy albumin je hlavnym nosi¢om papaverinu v krvnom riecisku
[59]. Ukazalo sa, ze zvySuje hladinu druhych poslov cyklického ¢cGMP a cAMP v hladkej
svalovine, pricom obidva sposobuju vazodilataciu. Cyklicky GMP aktivuje cGMP dependentna

proteinkinazu a sprostredkovava relaxaciu svalov redukciou Ca?* [60].

Na zéklade jeho vazodilatacnych schopnosti sa robila stadia u pacientov so septickym Sokom,
ktori mali komplikaciu v podobe zmien mikrocirkula¢ného krvného toku. Predlozena studia
preukazala, Ze jednordzova davka papaverinu zlepSuje mikrovaskularny prietok krvi
pri septickom Soku bez neziaducich ucinkov. Z toho vyplyva, Ze do budlicnosti sa papaverin

javi ako sl'ubné vazodilatacné cCinidlo, ktoré docasne zlepSuje mikrocirkulaciu po primarnej
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tekutinovej resuscitacii v kombindcii s vazopresorovou lie¢bou (napr. dopamin) pri septickom

soku [61].

3.8 Thebain

3.8.1 Chemické a fyzikalne vlastnosti

Chemickym nazvom (5a)-6,7,8,14-tetradehydro-4,5-epoxy-3,6-dimethoxy-17  methyl-
morfinan, uvadza sa aj povodny nazov paramorfin [62], pripadne synonymum 3-O-methyl-
oripavin [41]. Je podobny svojou Struktirou dimethyléteru morfia, ale na rozdiel od neho ma
dve dvojité konjugované vizby vo svojej molekule (Tabulka 2). Sublimaciou pri teplote okolo
170 °C vytvéra drobné ortorombické obdiznikové platy, topi sa pri teplote 193 °C. Je pomerne
solubilny, 1 g sa rozpusti v 1460 ml vody, asi v 15 ml horaceho alkoholu alebo 13 ml
chloroformu, 200 ml éteru, 25 ml benzénu a 12 ml pyridinu [62]. Okrem maku siateho (Papaver
somniferum) sa nachadza v maku listenatom (Papaver bracteatum), kde je hlavnym alkaloidom
[27], ale zaroven sa nachadza aj v maku vychodnom (Papaver orientale). No v tomto druhu len
v skorom S§tadiu rastu tejto rastliny, pretoze postupom casu vznikd jeho derivat izothebain.

V roku 1853 bol prvy krat izolovany z 6pia, ziskaného prave z maku siateho [21].

3.8.2 Uloha markeru pri nelegalnom uZivani opiatov

Hlavné opioidné alkaloidy, akymi st kodein a morfin, byvaji Casto pritomné v tele ako
nasledok klinickej liecby. Na druhej strana je aj moznost’ ilegadlneho uZivania 6pia. Prave preto
je detekcia tychto latok a ich metabolitov v z krvi pripadne mocu problematicka. Medzi d’alsie
alkaloidy patria papaverin a noskapin, ktoré su taktiez dostupné ako farmaceutické preparaty,
ale thebain nie je. Preto boli vykonané studie o detekcii thebainu ako markera na rozlisenie
medzi legalnym a nelegalnym uzivanim opiatovych preparatov. Vlasy st uzito¢nou vzorkou
na poskytnutie dokazov o predchadzajicom uzivani drog v pravnych pripadoch. Je vSak
potrebné rozliSovat’ pouZivanie ilegalnych opiatov z maku a farmaceutickych vyrobkov. Na
tento ucel bol thebain zahrnuty do rutinnej analytickej praxe na sucasnu kvantifikaciu kodeinu,

morfinu, norkodeinu, normorfinu a 6-acetylmorfinu vo vlasoch [63].

3.9 Noscapin

3.9.1 Chemické a fyzikalne vlastnosti

Vel'mi slabé zasada, vytvarajuca nestabilné soli s kyselinami a silnymi zadsadami, ktora sa topi
sa pri teplote 176 °C. Prakticky je nerozpustny v rastlinnych olejoch a vo vode, dobre rozpustny
je Vacetone, benzéne a slabsie v alkohole aétere [42]. Chemickym nazvom (3S)- 6,7-

dimethoxy-3-[(5R)-5,6,7,8-tetrahydro-4-methoxy-6-methyl-1,3-dioxolo[4,5-0]-izochinolin-5-
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yl]-1(3H)-izobenzofuranon (Tabul’ka 2) [64]. Jedna sa 0 prirodny ftalidizochinolinovy alkaloid,
synonymom aj o- narkotin bol prvy krat izolovany z épia uz vroku 1804, sa svojou
koncentraciou v maku siatom pohybuje od 0,008 az po 0,276 % [20, 65]. Hlavnou surovinou
pre jeho zisk je najméd Opium, kde dosahuje priblizne 0,74 %, avSak u niektorych druhov
perského opia stipa az na hodnotu 11 %. Obsah noskapinu klesa susenim oOpia, fajcenim oOpia
vyrazne sublimuje, N0 mozno ho z 15 % z dymu regenerovat’. Extrakciou 6pia horucou vodou,

ostava najvacsi podiel nerozpusteny v zbytku, z tadial’ sa nasledne izoluje [21].

3.9.2 Vyuzitie ako charakteru antitumorovej latky

V porovnani s ostatnymi hlavnymi alkaloidmi obsiahnutymi v maku siatom noskapin
nevykazuje navykovost. Okrem toho histologické Studie preukazali, Ze nie je toxicky
pre normalne tkaniva. Noskapin ma vynikajice farmakologické vlastnosti, a preto Cisty
vyt'azok tohto alkaloidu z prirodnych rastlin je vel'mi dolezity [65]. Noskapin sa po peroralnom
podani rychlo absorbuje a po jednej hodine dosiahne V plazme maximalnu koncentraciu.
Zistenie, Ze noskapin je silnym protinadorovym ¢inidlom, vzbudilo u lekarov znaéna
pozornost’. Tento objav bol vel'mi prekvapivy, pretoze noskapin sa u I'udi a pokusnych zvierat
pouzival ako lieCebny prostriedok na potlacenie kasl'a s veI'mi malym mnoZstvom vedlajSich
ucinkov a bez tendencie sposobovat’ zavislost. Ako protinadorové €inidlo indukuje apoptdzu
v réznych bunkovych liniach a zastavuje delenie buniek v priebehu metafazy. Pri testoch na
mySiach bolo navySe preukazané, Ze noskapin je U¢inny pri znizovani rastu lymféomu
a zvySovani doby prezitia mysi s tymto typom nadora. Je pozoruhodné, Ze noskapin vykazoval
malu alebo az Ziadnu toxicitu pre oblicky, pecen, srdce, kostnll drei, slezinu ¢i tenké Erevo
v tumor-supresivnych davkach. NavySe neinhiboval primarnu imunitnii odpoved’, ktora je
kriticky zavislad od proliferacie lymfoidnych buniek. TakZe tieto vysledky naznacuju, Ze

noskapin ma v buducnosti potencial byt ucinnou chemoterapeutickou latkou [66].
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4 KVANTITATIVNA ANALYZA BIAs V BIOLOGICKYCH
A RASTLINNYCH MATERIALOCH

4.1 Extrakcia

Ide o separacny proces, pri ktorom dochédza k prevedeniu zlozky danej zmesi fazovym
rozhranim z jednej fazy (kvapalnej, plynnej alebo tuhej) do druhej (kvapalnej, tuhej) [67].
Analyza liekov v biologickych tekutinich predstavuje mnoho analytickych problémov. Casto
su lieky silne viazané na proteiny a existuju v komplexnej matrici. Rovnako rastlinné materialy
papaveru naris$aju separaciu a kvantifikdciu opiovych alkaloidov. Preto je potrebny krok
pripravy vzorky pred analyzou vSetkych biologickych a rastlinnych vzoriek. NajcastejSie
uvadzané metddy na pripravu vzoriek obsahujice opium su extrakcia kvapalina-kvapalina
a extrakcia tuhou fazou [68]. Zhriiujuce informacie o type matrice, priprave vzoriek, druhu
pouzitej extrakcie ¢i vysledna detekcia analytov su z dovodu prehl'adnosti uvedené v kapitole 5

pod nazvom Sthrnné tabulky.

4.1.1 Extrakcia kvapalina-kvapalina

Extrakcia kvapalina-kvapalina (Liquid — Liquid Extraction, LLE) patri k najstar§im
a najjednoduchsim technikam izolacie zIu€enin z kvapalnych vzoriek v analytickej chémii [69].
LLE ma stile svoje uplatnenie najmid vo farmaceutickom priemysle, kde sluzi casto
na odstranenie necistot zo vzorky. Zakladnym principom je tendencia analytu uprednostiovat’
jedno rozpustadlo pred inym nemieSatelnym rozpustadlom. Co sa tyka typu pouZitého
rozpustadla, plati zakladné pravidlo ,,podobné sa rozpusta v podobnom® [70]. Hydrofilné
zlG€eniny preferuju polarnu vodnt fazu [71], zatial ¢o hydrofébne zluceniny preferuju
organické rozpustadlo (kyselina octova, ethanol, citrat sodny) [72]. Podstatnou nevyhodou tejto
metody je zdihavy a Easovo naroény postup, pri ktorom sa pouziva velké mnozstvo finanéne
nakladnych a nebezpecnych organickych rozpustadiel [69]. Tato metdda bola pouzita v stadii
Kayo Yoshimatsu a kol., kde ako extrakénu zmes pre izolaciu alkaloidov z papaveru pouzili
ako organicku fazu chloroform a izopropanol v pomere 3 : 1 a vodna faza bola alkalizovana
pomocou 28% amoniaku (Tabul’ka 4) [72].

4.1.2 Mikroextrakcia kvapalnou fazou

LLE ma mnoho nevyhod, ako je nutnost’ vd¢Siecho mnozstva organického rozpustadla, ¢i nizsia
citlivost v porovnani s nov§imi metédami. Z tohto dovodu presla tato technika roznymi
modifikaciami. Prikladom takejto modifikacia je prave mikroextrakcia kvapalnou fazou

(Liquid — Phase Microextraction, LPME), ktora ma mnoho vyhod: niz$ia cena, nevyzaduje také
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mnozstvo toxickych organickych rozptstadiel, kratsi ¢as a vyssia ucinnost’ [73]. V stiasnosti
sa technika LPME pouziva k odstraneniu interferencii, pri obohacovani analytov pritomnych
vo vzorkéch a na zjednodusenie zloZenia ich matrice. Dal§ou modifikaciou je aj mikroextrakcia
jednou kvapkou (Single — Drop Microextraction, SDME), v tomto pripade je organické

rozpustadlo minimalizované na objem jednej kvapky, priblizne 1 az 8 ul [69].

4.1.3 Disperzna kvapalinova mikroextrakcia

Disperzna mikroextrakcia kvapalina-kvapalina (Dispersive Liquid — Liquid Microextraction,
DLLME) je podskupinou LPME [69], ktora zahfiia pouzitie trojzlozkového systému
rozpustadiel. Analyty su typicky stiéastou vodného rozpustadla [73]. K tomuto systému sa
rychlo vstrekuje zmes velmi malého objemu extrakéného (chloroform) a disperzného
rozpustadla (methanol, aceton), ktoré tiez pouzili vo svojej stadii na dokaz 6piovych alkaloidov
v moc¢i aj Mojtaba Shamsipur a kol. [6]. Extrakéné rozpustadlo ma vyssiu hustotu ako voda
a disperzné rozpustadlo je mieSatelné s extrakénym rozpuStadlom a vodnym rozpustadlom
vzorky. Po vstreknuti zmesi sa vytvori zakalena zluc¢enina kvoli malym kvapdckam
nemiesatel'ného extrakéného rozpustadla rozptyleného vo vodnom prostredi vzorky. Analyty
vo vodnom roztoku vzorky sa vel'mi rychlo extrahuju do organického rozpustadla v dosledku
disperzie jemnych kvapdcok v roztoku vzorky. Vdaka velmi velkému povrchu fazového
rozhrani zabezpeceného extrakénymi kvapockami rozptstadla je extrakcia analytu vysoko
ucinna a extrémne rychla. Findlny krok zahffia stocenie (centrifugécia), ¢im dochadza

k sedimentacii extraktu na dno vzorkovacej nadobky, ktory sa d’alej analyzuje [73].

e

Roztok analytu Vstreknutie Homogénny Centrifugacia Odber sedimentu
disperzného a roztok (Faza sedimentécie)
extrakéného
rozpustadla

Obrazok 3: Princip prevedenia DLLME [73]
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Potrebna priprava vzorky a metdda kvantitativnej analyzy po nasledovnej extrakcii sit uvedené

v Tabulke 3.

4.1.4 Elektromembranova extrakcia

Elektromembranova extrakcia (Electromembrane Extraction, EME) je zaloZena na principe
LPME, konkrétne kvapalinovej mikroextrakcie s dutym vlaknom (Hollow Fiber Liquid — Phase
Microextraction, HF — LPME) [68]. Ide o citliva jednokrokovi miniaturizovani metodu
extrakcie zloziek s nabojom z vodného roztoku, pri ktorom sa aplikuje elektrické napétie. Toto
napitie umoziuje separaciu zloziek cez membranu dutého vldkna. Nabité analyty obsiahnuté
vo vzorke putuju k opacne nabitej elektrode lokalizovanej v akceptorovom roztoku, kde st
napokon zachytené aj separované analyty [74].

| ——

Zdroj s

Duté vldkno

Organicka faza

Andéda (+) Katoda (-)

Akceptorova faza 4 Donorova faza

Obrdzok 4: Scéma vybavenia pre EME [68]

V porovnani s pasivnou HF — LPME je EME efektivnejSia a doba potrebna na extrahovanie
latok je podstatne kratSia, priemerne trva 15 mintt. Shahram Seidi a kol. extrahovali a nasledne
detekovali thebain vo vzorkach mocu a v tobolkach P. bracteatum pomocou tejto metody.
Pouzita membréana bola na baze polymérneho polypropylénu s pordéznostou 2 um a elektrody
boli tvorené platinovymi dr6tmi. Ako akceptorova faza slazila 100 mM HCI, roztok vzorky
(donorova faza) ale obsahoval 1 mM HCI. Pocas extrakcie bola EME jednotka neustale mieSana
pomocou magnetického miesadla [68]. Priprava vzoriek pred extrakciou a detekcia ako

Vv biologickej tak aj rastlinnej vzorke st uvedené v Tabulkéach 3 a 4.

4.1.5 Extrakcia tuhou fazou

U extrakcie tuhou fazou (Solid Phase Extraction, SPE) je principom zachytenie molekul vzorky
na tuht fazu (sorbent), cez ktort preteka vzorka [67]. Analyty musia mat’ va¢siu afinitu k tuhej
faze ako k matrici vzorky. Vyber sorbentu, umiestneného v kolonke je kl'a¢ovym faktorom

v SPE, pretoze na zaklade toho sa odvija selektivita. Vyber zavisi od analytov a ich fyzikalno-
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chemickych vlastnosti, typu matrice vzorky a interakcii so sorbentom a analytom [75].
Najcastejsi typ sorbentu je na baze modifikovanych cCastic silikagélu. Na povrchu tychto Castic
su vystavené silanolové volné funk¢éné skupiny, na ktoré vazbou inych skupin sa menia aj
chemické vlastnosti sorbentu atym sa zvySuje citlivost metody [67]. Sorbenty SPE sa
pripravuju v rd6znych podobach. Najobl'ubenejsie formy SPE su uvedené na Obrazku 6. Typ
injekénej kolonky je najpopularnejsi format pre postupy SPE pri biologickych aj rastlinnych
vzorkach [76]. Takéto kolonky boli pouzité na extrakciu morfinu, M3G a M6G ako metabolity
heroinu z biologickych vzoriek aj v §tadii Susanne Lott a kol., kde vnutro koléniek bolo
kondiciované redestilovanou vodou, aménnym tlmivym roztokom (pufer) a methanolom,
analyty boli nasledne eluované v zmesi methanolu a kyseliny octovej [77]. V stadii Chu-An
Yang a kol., na extrakciu réznych opiatov post mortem, pouzili na kondicionaciu sorbentov
fosfatovy pufer aanalyty boli eluované zmesou methanolu, ethyl acetatu a hydroxidu
amonneho [78]. Pri extrakcii thebainu vo vzorkach vlasov v §tadii Sooyeun Lee a kol. boli
sorbenty taktiez upravené fosfaitovym pufrom a skimané zlozky boli eluované zmesou
dichléormethanu, izopropanolu a hydroxidu amonneho, podobnym spdsobom boli eluované aj
latky morfin, kodein a papaverin z 6pia maku siateho zmesou dichlérmethanu a 2-propanolu

v §tadii Andres Meos a kol. [79]. Podrobnejsie informacie st uvedené v Tabulkach 3 a 4.

10 mm

— Objem kazdej 1 ml
q=» .
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&~ Filter
Disky Injekéné diskové Extrakéné diskové SPE pipety
kolonky mikrotitraéna dosticka

Obrazok 5: Typy prevedenia SPE [76]
SPE riesi niekol’ko problémov spojenych s LLE, ako su nelplné oddelenia faz, likvidécia
velkého mnozstva organickych rozpustadiel. Vo vSeobecnosti je Uc¢innejSia ako LLE, ¢o
prinasa kvantitativne extrakcie, ktoré sa daju rychlo a Tlahko uskuto¢nit, umozZiuju

automatizaciu [71].

4.1.6 Ultrazvukova extrakcia
Asistovana ultrazvukova extrakcia (Ultrasound Assisted Extraction, UAE) sa povazuje za

vyhovujicu poziadavkam ,,zelenej analytickej metody*, pretoze znizuje spotrebu energie kvoli
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nizkej dobe extrakcie a tiez preto, Ze minimalizuje mnozstvo rozptstadla [80]. Postup zahiia
pouzitie ultrazvuku s frekvenciami od 20 kHz do 2000 kHz; to nartsa steny tkaniv a tym
zvySuje ich priepustnost’ pre rozpustadlo [81]. Ultrazvukové ucinky na kvapalné systémy
suvisia hlavne s fenoménom kavitacie. Si dva rezimy na vykonanie UAE: priama aplikacia
ultrazvukov na vzorku pouzitim sonika¢nej sondy alebo nepriamo pouzitim ultrazvukovej vane,
kde je vzorka umiestnend. Vyhodou pouzitia sondy je najmid 100 nasobne vyssi vykon a
skratenie doby extrakcie, nevyzaduje viac ako 5 minat. No jej nevyhodou je, zZe je pomerne
agresivna v spojeni so vzorkou, ¢o moze sposobit’ poSkodenie matrice, ¢i rozklad labilnych
analytov. Ultrazvukovy kupel’ sa v kazdom pripade pouziva najCastejsie, hlavne z dévodu
niz$ej ceny V porovnani so sondou [80]. V stadii Ali R. Fakhari a kol., sa zaoberali optimalnymi
podmienkami UAE pre extrakciu morfinu, kodeinu a thebainu zrastlin rodu Papaver.
Vysledkom studie bol zaver, Ze dokonala extrakcia sa dosiahla za optimalnych podmienok a to
pri vykone 30 W s frekvenciou 60 kHz, pri teplote 40 °C a po dobu 60 minut. Pre porovnanie
im slazila maceracia, ktora dosiahla rovnaka vytaznost ale za 16 krat dlhsi ¢as [82]. Pripravy

vzoriek aj detekcia stanovovanych analytov su uvedené v Tabul’ke 4.

4.1.7 QUEChERS extrakcia

Patri medzi novs$ie metody, byva oznaCovana ako rychla, jednoducha, lacna, efektivna, robustna
a bezpecna (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe, QUEChERS). Primarne sluzi
na analyzu pesticidov v zelenine a ovoci. Jej vyhodou je rychlost’, 'ahSia manipulécia, pouZzitie
nizkych objemov rozpustadiel a nizke néklady v porovnani s inymi extrakénymi metodami.
Tento proces zahfiia extrakciu vzorky pouzitim acetonitrilu a nasledne pridanim bezvodého
siranu hore¢natého a chloridu sodného na znizenie rozpustnosti organickych lieciv vo vodne;j
faze a na redukciu mnozstva vody v organickej faze. Pri pouziti zlozitejSich biologickych
vzoriek ako je napr. plna krv sa vyzaduje eSte jeden krok pred extrakciou s primarnym
a sekundarnym aminom (PSA). PSA je u¢innym sorbentom na odstranenie roznych latok, ktoré
by mohli proces ovplyvnit’ a tym vyrazne znizuje matricovy efekt. Povrch PSA obsahuje mnoho
primarnych sekundarnych aminoskupin, ktoré mézu selektivne adsorbovat’ mastné kyseliny,

dolezité interferencie vzoriek plnej krvi [83].

Prevedenie u vzorky plnej krvi:

V stadii Emanuele A. Alves a kol., na extrakciu pouzili 300 pl pInej krvi, odobratej do nadobky
a roztokom EDTA, ktor v prvom kroku alkalizovali s jednou kvapkou 0,1 M NaOH, ¢im pH

upravili na hodnotu 10. Nasledne vzorku scentrifugovali, odobrali supernatant a d’alej prebehla
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sonikacia. V druhom kroku takto predpripravent vzorku preniesli do skiimavky s praskovou
zmesou 50 mg NaCl a 100 mg MgSOs (pomer 1:2), 500 pl ethylacetatu a nechali to
scentrifugovat’. Nasledne preniesli organickll fazu do d’alsej skimavky. Tento proces je dobré
opakovat’ niekol’ko krat, z dovodu maximalizovania Gc¢innosti extrakcie. VSetky vzorky takto
extrahované boli vysuSené pod pradom dusika pri izbovej teplote [83]. Poslednymi krokmi st
derivatizacia a nasledne analyza pomocou plynovej chromatografie s hmotnostnou detekciou
(Tabulka 4).

4.2 Derivatizacia

Derivatizacia materialu po extrakcii sa va¢$inou pouZziva na zvySenie prchavosti analytu.
Prchavost’ latky je vacSinou spojend s polaritou. Polarne rozpustené latky interaguju silnejsie,
preto je potrebna vicsia tepelnd energia na oddelenie polarnych molekul, ktoré su slabo
prchavé. Pri podobnych molekulovych hmotnostiach maji polarne zliceniny ovela vysSie
teploty varu ako menej polarne zluceniny. Preto sa na zniZenie polarity rozpustenych latok
pouziju derivatiza¢né reakcie, ¢o suvisi s poklesom teploty varu, ¢o umozni separaciu latok

pomocou plynovej chromatografie (GC) [73].

Naroky na kvalitu najlepSieho derivatiza¢ného ¢inidla su selektivita a rychlost’ reagovania
S prisluSnym analytom. Ziskané derivaty musia byt’ prchavé, ale mali by tiez mat’ priaznivé
chromatografické vlastnosti, to znamena tepelnu stabilitu, prijatelné retencné casy, dobré
oddelenie od matricovej interferencie alebo inych zlucenin vzorky a dobri odozvu detektora.
Zaroven derivatizaéné c¢inidlo musi byt relativne stabilné, l'ahko a cenovo dostupné.
Alkylsilylové a najma trialkylsilylové ¢inidla st najuniverzalnejsie derivatiza¢né ¢inidla v GC
[73]. V pripade detekcie morfinu, kodeinu a papaverinu v s$tadii E. A. Alves akol. sa
ku vzorke plnej krvi pridal N-methyl-N-(trimethylsily) trifluoroacetamid (MSTFA) [83],
Sooyeun Lee akol. udetekcie thebainu metédou GC vo vzorkach vlasov pouzili bis
(trimethylsilyl) trifluéracetamid (BSTFA) [63].

4.3 Chromatografické metody

Je to subor fyzikdlne separaénych metdd, v ktorych st zlozky, ktoré sa maji oddelit,
distribuované medzi dve fazy, z ktorych jedna je stacionarna (SF), zatial’ ¢o druha je mobilna
faza (MF). Oddelenie je mozné z dovodu, ze rdozne zluceniny maju rdozne afinity pre mobilnu
a stacionarnu fazu, ¢o ovplyviuje ich rozdelenie medzi obe fazy a aj ich vysledné spravanie

Vv systéme [84]. Mobilnou fazou méze byt kvapalina alebo plyn. Zlozky danej vzorky, ktoré
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maju vyssiu afinitu k stacionarnej faze sa v systéme zadrzuju, tie S mensou afinitou prechadzaju

systémom rychlejsie [67].

Podl'a skupenstva MF sa tieto metody delia na: kvapalinovua (Liquid Chromatography, LC), kde
MF je kvapalina aplynova (Gas Chromatography, GC), vtomto pripade je MF plyn.
Na zaklade usporiadania stacionarnej fazy su d’alej ¢lenené na kolonové, kde SF je umiestnena
vo vnutri chromatografickej kolony a plo$né techniky, kde SF je tentokrat sti¢astou pevného
podkladu. Medzi plosné techniky su radené papierova (Paper Chromatography, PC)
a tenkovrstvova chromatografia (Thin Layer Chromatography, TLC) [67].

Okrem chromatografickych metdd sa v menSej miere pouzivaju aj novsie metody akymi je
napr. kapilarna elektroforéza (Capillary Electrophoresis, CE), ktora prebieha za konstantného
prudu s UV detekciou [82].

4.3.1 Plynova chromatografia

U plynovej chromatografie (Gas Chromatography, GC) ako MF sluzi nosny plyn, ktory po
nadavkovani vzorky ju unasa kolonou [67]. V pripade analyzy BIAs ako nosny plyn slizi
hélium s prietokom kolénou 1,0 ml/min. PouZivaji sa kapildrne kolény s dizkou 30 m
a vnutornym priemerom 0,25 mm [63]. Vnutorna stena kapilary byva vystlana vrstvou SF 5%
difenylu a 95% dimethyl polysiloxanu o hrabke 0,25 um. Vzorka v kvapalnom stave o objeme
1 ul sa vstrekuje priamo do plynového chromatografu [83]. Nasledne v kolone dochadza
Kk separacii zloziek na zaklade réznej afinity k SF [84]. Miernou nevyhodou tejto metddy je
nutnost’ derivatizacie vzorky, ktora bola nutna aj pri detekcii 6piovych alkaloidov pomocou

GC-MS v plnej krvi po QUEChERS extrakcii [83].

Detektory pouzivané v GC pri analyze st prevazne shmotnostnou detekciou (Mass
Spectrometry, MS), kde ide o0 spojenie plynového chromatografu s hmotnostnym
spektrometrom (GC-MS). Toto spojenie ma vel’ky vyznam najma pri identifikacii neznamych
latok. I6ny st v hmotnostnom spektrometri analyzované roznymi typmi analyzatorov [67].
U BIAs sa jedna hlavne o iénovu pascu [83]. GC-MS sluzi aj ako referen¢na metoda napr. pri

detekcii opioidov a ich metabolitov s pouzitim LC-MS [85].

4.3.2 Kvapalinova chromatografia

V pripade kvapalinovej chromatografie (Liquid Chromatography, LC) sa na rozdiel od GC sluzi
ako MF kvapalina , ktora okrem SF taktiez rozhoduje o separacii zloziek analytu. Tento proces
zavisi od afinity vzorky k jednej aj druhej faze. Jednou z vyhod LC je moznost’ pracovat

za laboratornej teploty anie je potrebné prevadzat vzorku do plynného skupenstva.
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V porovnani s GC vSak nema dostatocnu Gcinnost’ [67]. Na analyzu 6piovych alkaloidov
V rutinnej praxi sluzia najmé vysokoué¢inna kvapalinova chromatografia (HPLC) a GC, ktora je

sice Gi¢innejSia ale je potrebna derivatizacia vzoriek, ¢o je podstatna nevyhoda oproti HPLC [6].

Pri vysokoucinnej kvapalinovej chromatografii (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) sa na rozdiel od LC ako naplii kolon pouzivaji Castice s ovel’a menSim priemerom
v rozsahu 3 az 5 um [86]. Ked'Ze tieto Castice kladti odpor voci pretekajiacej kvapaline, je treba
pracovat’ za vysSieho tlaku. V sicasnej praxi najpouzivanejSim typom prevedenia HPLC je
chromatografia s obratenymi fazami (Reversed Phase Liquid Chromatography, RPLC).
Pri RPLC sa na rozdiel od klasickej LC s normalnymi fazamy pouziva hydrofobna SF (alkyly
viazané na silikagél) a MF je polarna. MF byva ¢asto tvorena zmesou troch rozpustadiel, co
umozni separovat’ Siroké rozmedzie analytov s rozdielnou polaritou. Hlavnymi rozptstadlami
st voda, methanol, acetonitril a tetrahydrofuran, nieckedy sa pridava este maly podiel pufru

na udrzanie stalej hodnoty pH [67].

Novou kategoriou analytickej separacie je Ultra vykonna kvapalinova chromatografia (Ultra
Performance Liquid Chromatography, UPLC), ktora pracuje na podobnych principoch HPLC
pri sti¢asnom zvySovani celkovych atribtov na rychlost’, selektivitu, citlivost’ a rozliSenie. Pri
analyze opioidov aich metabolitov sa ako napli kolon (2.1 x 50 mm) s prietokom
0,3 — 0,5 ml/min pouzivaju jemné Castice S priemerom najma 1,8 um [78]. Tymto spésobom sa
Setri ¢as, znizuje sa spotreba rozpustadiel a celkovych nakladov [87, 86]. Ako MF sa pouziva

zmes methanolu a destilovanej vody s obsahom kyseliny mravcej a mravéanu amoénneho [78].

Najviac zastupené detektory v oblasti LC, konkrétne HPLC v analyze BIAS vV rastlinnych
vzorkach st v ultrafialovej a viditel'nej oblasti (HPLC-UV/VIS) [68, 79, 88], casto
v kombinacii s fotodiddovym polom (Photodiode array detector, PD) [72]. Este Castejsia je
pri analyze biologického materialu hmotnostna detekcia, ¢i uz zakladné prevedenie (LC-MS)
alebo modifikacia v podobe tandemovej hmotnostnej spektrometrie (LC-MS/MS), ktora
dodava analyzatoru schopnost’ separovat’ rdzne i6ny a zarovenl generovat fragmenty
Z vybranych 16nov a nasledne urcit’ ich hmotnost. Fragmentované 16ny sltiZia na Strukturdlne
urenie povodnych molekularnych ionov [89, 77]. Typicky sa MS/MS experimenty
uskuto€niuji koliziou vybraného i6nu s molekulami inertného plynu napr. hélium alebo argon

a vysledné fragmenty sa podrobia hmotnostnej analyze [90, 89, 77].

Vzhl'adom na to, Ze vzorky z biologickych matric zvy€ajne nie st priamo vhodné pre analyzu

BIAs metodou LC-MS/MS, priprava vzoriek je nevyhnutna a tradi¢ne sa vykonava s pouzitim
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precipitacie proteinov (PPT), LLE alebo SPE. Priprava vzoriek s PPT sa Siroko vyuziva
pri bioanalyze vzoriek plazmy ale aj plnej krvi [90]. Ako precipitacné Cinidlo prevazne sluzi
acetonitril. Vzorka sa nasledne eSte scentrifuguje a vysledny supernatant sa vysusi pod pradom
dusika [78].

4.3.3 Hmotnostna spektrometria v spojeni s chromatografickymi metédami

Pri hmotnostnej spektrometrii (Mass Spectrometry, MS) sa neurcuje hmotnost’ priamo, ale
uréuje hmotnost’ molekuly na zadklade pomeru hmotnost’/nédboj (m/z) jej id6nov s vyuzitim
elektrickych alebo magnetickych sil. Znalost’ m/z idbnov umoznuje uréit, ¢o je vo vzorke analytu

pritomné, zatial’ o intenzita odpoveda na otazku v akom mnozstve [90].

Zakladna zostava prevedenia hmotnostnej spektrometrie pozostava zo zavedenia vzorky, ¢i uz
v kvapalnej, plynnej alebo pevnej forme; ionizacie, kedy st komponenty vzorky ionizované
vhodnym zdrojom, v pripade BIAs Vv spojeni s LC je to najcastejSie ionizacnym elektrosprejom
(Electrospray lonization, ESI) v pozitivnom modde alebo chemickou ionizaciou
za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure Chemical lonization, APCI); nasleduje
separacia pomocou analyzatora, kde iony su triedené podla ich m/z pouzitim
elektromagnetickych poli. Prevazne sa pouziva kvadrupdlovy (Q), trojity kvadrupdlovy
analyzator (Triple Quadrupole, TQ) alebo i6nova pasca (lon Trap), pripadne ich kombinacia
(Quadrupole lon Trap, QIT). Poslednou sucast'ou je detektor, v ktorom sa iénovy tok meni

na elektricky prad a tym sa ziska vysledné hmotnostné spektrum [90, 78].
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5 SUHRNNE TABULKY

Tabulka 3: Izolacia a detekcia BIAs v biologickom materidle

Sta‘gflf;ane Typ vzorky Priprava vzorky Extrakcia Detekcia LOQ LOD Zdroj
Morfin, 7,0 g/l
Kodein, centrifugacia, 2 ml mo¢u 0,2 g/l
Noskapin, mo¢ zriedeny na 5 ml, 0,5 ml DLLME HPLC -UVIVIS - 10,0 pg/l 6
(20 pl)
Papaveryin, Na,COs H 0,5 g/l
Thebaln 1010 lvlg/l
1 ml séra, vnatorny SPE 10,2 ng/ml 1,7 ng/ml
Morfin, sérum Standard, 2 ml pufru octanu | (Chromabond C18ec- LC;\(/IES%;ITSQ)' 8,0 ng/ml 4,1 ng/ml [77]
I\I\clgg amoénneho SPE kolonka) 9,0 ng/ml 0,7 ng/ml
. X - -TO)- | 0,5/2,0ng/ml
(metabolity 50 pl mocu, 200 ul MF o UPLC-(ESI-TQ) 012,
heroinu) plazma / mo¢ | s vnatornym Standardom, Plr ecipitdcia vzorky MS/MS 2,0/20,0 ng/ml - [78]
. plazmy (acetonitril) 10 ul
centrifugacia (10 pl) 0,5/4,0 ng/ml
Morfin, 300 pl krvi (EDTA), QUEChERS 46,3 ng/ml 31,8 ng/ml
Kodein, plna krv 1 kvapka NaOH, vnutorny Lo ! GC-IT/MS 73,4 ng/ml 63,6 ng/ml [83]
. » derivatizacia (MSTFA)
Papaverin, Standard 109,1 ng/ml 32,7 ng/ml
1 ml mocu, 50 pl ) )
Eogﬁfn’ mog vnitorného standardu, 1,0 SPE LC (Tg) ';;'S/ MS | 10-50ngml | 1,0-50ng/ml | [89]
ode ml fosfatovy pufer, H
y HPLC-UV/VIS
moc¢ - EME (15 ul) - 0,015 pg/ml [68]
Thebai
ehain 10 - 50 mg umytych vlasov, T
, . SPE, derivatizacia
vlasy 2 ml HCI, 50 pl vnutorného (MSTFA) GC-MS 5,0 ng 2,5ng [63]
Standardu
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Tabulka 4: Izoldcia a detekcia BIAs v rastlinnom materidle

Stanlzzfli);fane Typ vzorky Priprava vzorky Extrakcia Detekcia LOQ LOD Zdroj
Morfin, 150 ma vvsugene: vzork LLE (chloroform a
Kodein, crovelisty | 15 Ml vodnho vostoky | 120Propanol, 3 1; 28% | HPLC-(PD)-
Noskapin, 15 ’ X : amoniak), SPE (voda, UVIVIS - - [72]
) P.somniferum kyseliny octovej, ) L
Papaverin, e o kyselina octova a citrat (20 pb
, centrifugacia, sonikacia ,
Thebain sodny)
tobol’k HPLC-
Morfin, Y - UAE UV/VIS 5,4 mg/500 mg | 1,8 mg/500 mg | [88]
P. somniferum
(20 ul)
Morfin, , . o, HPLC-
Kodein, 6pium z 20 ml ethanolu, sonikacia, SPE UV/VIS i i [79]
; P. somniferum 25 ml ethanol
Papaverin (20 pb
500 mg vysusenej vzorky, HPLC-
Thebatn tobolky 10 mi zmesy methanol, EME UVIVIS i 5-15ugl | [68]
P. bracteatum voda (4 : 1), sonikacia, (15 ul)

centrifugacia

- Znamena, ze v danej Studii nebolo uvedené




6 ZAVER

Ciel'om tejto bakalarskej prace bolo vypracovat’ literarnu reSerS so zameranim na pat” hlavnych
alkaloidov obsiahnutych v maku siatom (Papaver somniferum), ktorymi su morfin, kodein,
papaverin, thebain a noskapin. Su to prirodne sa vyskytujiice sekunddrne metabolity rastlin
zrodu Papaver, patriace do triedy pravych alkaloidov, konkrétne do skupiny
benzylizochinolinovych. Maji vyznamné medicinske a farmaceutické vlastnosti, u opioidov su
to najma analgetické a antitusické, alebo u noskapinu antikarcinogénny s nadejnym uplatnenim
vV buducnosti. Mnohé z nich za ur¢itych podmienok ako je predavkovanie, ¢i poruchou ich
metabolizmu mozu zapri€init’ toxicitu. Z tohto dovodu je potrebné pri podavani tychto lieciv
monitorovat’ ich hladinu. Napriek mnohym nepriaznivym t¢inkom, ¢i uz na rendlny systém
alebo hepatalny maju opioidy stale svoje zastipenie v medicine. Pri jednotlivych rastlinnych

druhoch sa taktiez robi kontrola hladin tychto alkaloidov z hl'adiska ich d’al§icho vyuzitia.

Na kvantitativnu analyzu 6piovych alkaloidov aich derivatov sa ako biologicky material
pouziva moc¢, plazma, sérum, pripadne plna krv avlasy. Pred analyzou vzorka prechadza
urcitou Upravou ako napr. sonikdcia ¢i centrifugacia a pridavok vnutorného Standardu. Po tomto
kroku nasleduje uz izolacia prislusSnymi extrakénymi metddami. Prednostne sa pouZiva
extrakcia tuhou fazou s kolonkami naplnenymi sorbentom na baze silikagélu. jej prednostami
je Setrenie mnozstva rozpustadiel ale doba extrakcie v porovnani s typom kvapalina- kvapalina.
V niektorych Studiach sa priklonili aj nov§im metdédam ako elektromembranova, ultrazvukova,
¢i QUEChERS, ktoré podstatne znizuju néaklady za energiu, redukujui mnozstvo rozpustadla
a taktiez skracuju Cas potrebny na extrakciu. Privzorkach plazmy sa vic§inou pouziva

precipitatna metoda pomocou acetonitrilu.

Pri kvantitativnej analyze tychto alkaloidov v rastlinnych vzorkach maku siateho, pripadne
inych druhov s obsahom tejto skupiny latok sa pouZiva prednostne vysokouc¢inna kvapalinova
chromatografia s reverznymi fazami s detekciou vo viditeI'nej a ultrafialovej oblasti. Najnovsie
sa postupne do popredia dostavaju aj elektroforetické metddy, konkrétne kapilarna
elektroforéza. Co sa tyka analyz v biologickom materiale, tu maji uplatnenie prevazne klasicka
kvapalinova, ale aj plynova chromatografia s hmotnostnou detekciou casto v tandemovom
usporiadani. Pri plynovej je zna¢nou nevyhodou, ¢i uz sa jedna o vzorky krvi alebo mocu,
potreba derivatizacie po predchadzajicej extrakcii, ale napriek tomu ma vysSiu Géinnost’ ako

kvapalinova chromatografia.
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