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ABSTRAKT

Predlozend bakalafska prace si klade za cil poskytnou souhrnné informace tykajici se
zajimavé skupiny sloucenin souhrnné oznacovanych jako pyrrolizidinové alkaloidy. Po
struéné charakteristice této skupiny latek, je vénovana pozornost moznostem jejich
biosyntézy, metabolickych pfemén a popisu vybranych zéastupct této skupiny alkaloidd.
Déle je vénovana pozornost jejich toxicité, nejen se zaméfenim se na popis potvrzenych
pripadt hromadnych otrav, ale také na vliv toxicity vici riznym zivo¢isnym druhtim. Obavy
z otravy pyrrolizidinovymi alkaloidy se, s ohledem na relativné vysokou pravdépobnost
kontaminace potravin, jevi jako opravnéné. Na druhou stranu, nékteti zastupci této rodiny
latek vykazuji zajimavé biologické UcCinky, coz otevird dvefe smérem k jejich moznému
budoucimu vyuziti v oblasti medicindlni chemie. Velmi diileZitou oblasti, kterd rovnéz neni
ponechana stranou, je analytické stanoveni pyrrolizidinovych alkaloidti pomoci modernich

spektralnich metod.

Kli¢ova slova: pyrrolizidinové alkaloidy, potraviny, toxicita, biologicka aktivita, metody

strukturni analyzy

ABSTRACT

The submitted bachelor thesis aims to provide summary information regarding
interesting group of compounds collectively referred to as pyrrolizidine alkaloids. After a
brief characterization of this group of substances, attention is paid to the possibilities of their
biosynthesis, metabolic transformations and description of selected representatives of this
group of alkaloids, respectively. Attention is also paid to their toxicity, not only focusing on
the description of confirmed cases of mass poisonings, but also to the effect of toxicity to
different animal species. Concerns about poisoning with pyrrolizidine alkaloids appear to be
justified, considering the relatively high probability of food contamination. On the other
hand, some representatives of this family of substances show interesting biological effects,
opening the door to their possible future use in the field of medical chemistry. A very
important area, which is also not left out, is the analytical determination of pyrrolizidine

alkaloids using modern spectral methods.

Keywords: pyrrolizidine alkaloids, food, toxicity, biological activity, structural analysis

methods



Chtéla bych podékovat doc. Ing. Michalu Rouchalovi, Ph.D. za odborné vedenti, za jeho ¢as

a cenné rady pfi zpracovani bakalatské prace.

ProhlaSuji, Ze odevzdand verze bakalarské prace a verze elektronickd nahrana do IS/STAG

jsou totozné.



| 640 .) ) S 9
CHARAKTERISTIKA PYRROLIZIDINOVYCH ALKALOIDU .................... 10
1.1 BIOSYNTEZA PYRROLIZIDINOVYCH ALKALOIDU ... 12
1.1.1  Metabolizace pyrrolizidinovych alkaloidli u hmyzu...........cccoeeviieneennnen. 17
1.2 VYBRANI ZASTUPCI PYRROLIZIDINOVYCH ALKALOIDU ... 18
1.2.1 SEIECIONI ..ot e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e re e aaeeeeeeeenaenas 18
L1.2.2  ECRIIMIAIN ot e et e e e e e e e e e e e e e e e aeeeeeeeeeeeeaaaaaeeseeeenaaes 19
1.2.3 REITOTSII e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeeeeeeenaen 20
1.2.4  LazZiOKAIPIN ..oooiieiieiiieiieciecieeeie ettt et e e b e e saeensaesnee e 20
1.2.5 ) QTR 770) 5 1 o IPUT USSR UUPRRTR 21
L.2.6  IMONOKIOTALIN .. ettt e e e e e e e e e et eeaaeeeeeeeaaeeaaaeseeeeeseeanaaaaaeseeaeanes 21
L.2.7  Platyfylin ..o e 22
TOXICITA PYRROLIZIDINOVYCH ALKALOIDU a.uveeeeeeeeeeeereeeesesesesessssesens 23
2.1 HISTORICKE PRIPADY OTRAV .ettteneeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeaeeeeeeeeeeeeaaaeseeeeeeeenenas 24
2.2 MEZIDRUHOVE ROZDILY V NACHYLNOSTI NA TOXICKE UCINKY
PYRROLIZIDINOVYCH ALKALOIDU ....cettttietieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaaeeeeeeeeeeenaaaeeeens 26
BIOLOGICKA AKTIVITA PYRROLIZIDINOVYCH ALKALOIDU............. 27
3.1 ANTIMIKROBIALNI AKTIVITA et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeeeeeeeaaaeeeeeeeeeanaaaeeaes 27
32 PROTIZANETLIVA AKTIVITA oo eeeeeeeseeeneememnenenen 28
33 PROTINADOROVA AKTIVITA «.evettteeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeeeeeaeaeaeeeeereeeenaaaeseeeeseeenennans 31
VYSKYT PYRROLIZIDINOVYCH ALKALOIDU ....ucevrereeeeeereeessnsneresssesssnsnas 33
4.1 VYSKYT V ROSTLINACH ...t essneenannnen 33
4.1.1 SOILCCTIO oot e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e eaaeeeaaaeeeaaaraeseanaaens 33
A1.2  ECHIUM ccccee oot e e e e e e e e e e e e e e e e e e aae e e e e e e aaaaaaaeeas 34
4.1.3 CHOTQLATIA coceeeeeeeeeeeeeeeeee et e e et e e e et e e s e e e eee s e eeaeaeseeearaaseaeaaaaaaes 34
414 EUDGIOFTUNL ...ttt sttt e 35
415 HELIOFODIUN ...ttt e e e e saaeesnaeesnaeeens 36
1.6 LIDAVIS .ottt et 36
4.2 VYSKYT VPOTRAVINACH ..ottt ettt e e eeeeeeeeeeeeeeeeeteaaeaeeeeeeeeaannaaaeseeas 39
A2 T IMEA e et —————— e e e e e ——— 40
L O I o) 74 11010 o7 | R USRPR 41
4.2.3  DOPINKY SHAVY .vieiiiiiieeiieeiieeie ettt ettt ettt eebeessaeenneens 42
424  ZiVOCISNE PIOAUKLY.....coeitiiiiiieeeiieeeiieeeiee et eee et ee e e e vee e e esnaeeennnee e 43
4.2.5  Limity pyrrolizidinovych alkaloidii v potravindch ...........ccccocevveniniennenne. 46
MOZNOSTI STANOVENI PYRROLIZIDINOVYCH ALKALOIDU.............. 47
5.1 EXTRAKCE Z POTRAVINARSKE MATRICE ...cccovviiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeerereeeeeeeeeeeeeeeees 47
S5.1.1  PHPIava VZOTKU .oceviiieiieeciie ettt 47
5.0.2 B XITAKCE oottt e e e e e e e e e e e e et ———aaaaaaaraaaa 48

5.1.3 PULTTIKACE oo e e e e e e e e e e e e e e eenaees 49



5.2 SEPARACE A IDENTIFIKACE ...ueuiieeeetitieeeeeeeeeeeteeeeeeeseeeeeteeaseeeesesesesennnnnaessseeerenes 49

5.2.1  Odsttediva protiproudd SEPAraCE .........eeeruvreerureeeirieeeirieeereeesreeesreeeeaeeeeeeas 50

5.2.2  Vysoucinna kapalinovéa chromatografie ve spojeni s hmotnostni
01513 102011572 3 § S UURRRURRRPR 51
5.2.3  Plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii................... 52
5.2.4  Nuklearni magnetickd 1eZonance ...........occvveevveeecieeecie e 53
5.2.5  Imunologick€ Metody.........cccceeeiiiiiiiiiieiieeiieeeete e 54
5.2.6  Hmotnostni Spektrometri€.........cevcvieeruiieeiiieeiiee et 55
5.2.7  SPeKrofOtOMELIIC. ... .eecuieeeiieiieeiiieiie ettt ettt sere et seae e eenes 56
6 VYHLED DO BUDOUCNA .......ooeereererresnesssssessessessessssssssssssssasssessessessessessessssssses 57
ZAVER .oourerrercrrsscrnane. 58
SEZNAM POUZITE LITERATURY .c.ccuueumneunnrenmnscnsscnssessssessssesssssssssssssssssssssssessassssens 59
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ...cuueeumeemmecnmeeensnscnmssscsssesssssesess 78
SEZNAM OBRAZKU ..couuevueeeneensreenssesssssssssessssssssssssssssssssssssssssssassesssssssssssssssssssssssssss 80

SEZNAM TABULEK ....uuiiiitiintiistinsneisnesssicsseisssesssnssssesssssssssssssssssssssasssssssssssssssssasssss 82




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 9

UvVOD

Alkaloidy predstavuji dusikaté, zéasadité¢ reagujici sekundarni metabolity, které jsou
produkovany pievazné rostlinami, dale také houbami ¢i nékterymi zivoCichy napf.
obojzivelniky. Jejich role v rostlinach dosud neni zcela objasnéna, ale je pravdépodobné, ze
slouzi jako ochrana rostlin pted parazity a bylozravei, [1] jelikoZ jsou hoiké a toxické. Dalsi
moznost je, ze se jednd pouze o odpadni latky metabolismu. Pro Clovéka je spousta z nich
v rizné mife toxicka, avSak nékteré vykazuji v nizkych koncentracich zajimavé biologické
ucinky. Alkaloidy se tvofi pfi preméne aminokyselin (AK), jsou lipofilni a v rostlinach se

zpravidla vyskytuji ve formé soli karboxylovych kyselin.

Spole¢nym strukturnim motivem pyrrolizidinovych alkaloidli (PA) je pfitomnost
heterocyklické slouceniny, zvané pyrrolizidin. Jejich soucésti je rovnéZ kyselina necinova,
ktera je odvozena od AK s rozvétvenym fetézcem. [1] PA predstavuji druhové rozsifenou
tiidu heterocyklickych organickych sloucenin, kdy se jedna pfiblizné o 600 typu latek,

nachdzejicich se ptiblizné ve 3 % kvetoucich rostlin. [2]

Slozeni rostlin skytad velmi Sirokou Skalu sloucenin, a to jak organickych (proteiny,
lipidy, chlorofyl, enzymy a aminokyseliny), tak anorganickych (mineralni latky), které jsou
nezbytnymi primarnimi metabolity pro fyziologické funkce a jsou velmi dillezité pro vyvoj
rostliny. Zaroven také rostliny béhem evoluce vyvinuly Sirokou Skalu sekundérnich

metabolitl produkovanych pii obrané€ proti bylozravclim ¢i mikroorganismtm. [3]

Mezi sekundarni metabolity patii, vyjma tiislovin, saponini, glykosidt, flavonoidd,
steroidii a dal$ich, také pyrrolizidinové alkaloidy, které jsou produkovany vice nez 6000
druhy rostlin, se kterymi se lze setkat po celém svéteé, pfiCemZ nejcastéji se vyskytuji
v rostlinach rodu Senecio (starcek) [4], Echium (hadinec) [5], Crotalaria (chiestnatec) [6]
zvitat i lidi. [9]

PA se zacala vénovat pozornost jiz pied vice nez sto lety, kdy pfedstavovaly piredev§im
problém pro zdravi zvifat, ale nedavné nélezy relativné vysokych mnozstvi PA v nékterych
lidmi konzumovanych produktech ukézaly, Ze kontaminace PA je také relevantnim tématem

pro bezpecnost potravin. [10]
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1 CHARAKTERISTIKA PYRROLIZIDINOVYCH ALKALOIDU

Pyrrolizidinové alkaloidy piredstavuji  z chemického uhlu pohledu estery 1-
hydroxymethylpyrrolizidinu a alifatickych monokarboxylovych, nebo dikarboxylovych
kyselin. [11] Jedna se o nepolarni slouceniny a jejich spole¢nou chemickou strukturu tvoti

dva pyrrolové kruhy spojené atomem dusiku v poloze 4 a dalsi dvé strukturni slozky:

e necinova baze — jedna se o aminoalkohol odvozeny od pyrrolizidinu,

systematicky 7-hydroxy-1-hydroxymethyl-6,7-dihydro-5H-pyrrolizidin

e necinova kyselina — ta je odvozena z aminokyselin s rozvétvenym fetézcem,

jako je valin, threonin, leucin nebo izoleucin (Obrazek 1). [1]

Jedna se o strukturné velmi rozmanité latky, které se obvykle vyskytuji ve dvou

formach:
e terciarni volna baze,

e pyrrolizidinovy alkaloid N-oxid (PANO). [12, 13]

R0 5 ORZ} necinové kyselina
7 8 1
</\,\|:> necin { 6 N 2
pyrrolizidin 5 43
OR
N N
N 0
1,2-dihydro 1,2-nenasyceny N-oxid

Obriazek 1 Struktura PA a jeho rizné formy; R a Rz odpovidaji riznym necinovym

kyselindm (upraveno dle citace [12]).

Aminoalkoholy nebo neciny jsou odvozeny od pyrrolizidinu, coz je heterocyklicka
sloucenina, kterd dle chemické struktury piedstavuje klasicky terciarni amin. [14] Jadro
pyrrolizidinu, které se sklada ze dvou nasycenych péti¢lennych kruhti s atomem dusiku mezi
nimi, miZe mit dvojnou vazbu umisténou mezi atomy uhliku C1 a C2, coz Casto vede ke
zvySené toxicité. [12] VSechny dosud znamé PA jsou diestery ¢i monostery, pfi¢emZ

esterova vazba se vyskytuje nejcastéji v polohach C7 a C9 necinové baze. [15].
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Podle struktury necinové baze se déli PA do Ctyf skupin, a to na retronecinovy,

heliotridinovy, otonecinovy a platynecinovy typ, [12] jak je patrno z Tabulka 1 a Obrazek 2.

Tabulka 1 Skupiny PA dle struktury necinové baze.

retronecinovy | nenasycena bicyklicka 7R diastereomery
(odlisna orientace
heliotridinovy | nenasycena bicyklicka 78 v aalozs ©F)
otonecinovy nenasycena | monocyklickd 7R
platynecinovy nasycena bicyklicka 78
3. 3.
0 0 0 0
R] |:| %O R, = |:| };O
Ny Ry Ny Ry
N N
retronecinovy typ heliotridinovy typ
3. 3.
0 0 0 0
R o /\40 R |:| ‘FO
N\ R, R,
l}l N
CHj
otonecinovy typ platynecinovy typ

Obrazek 2 Strukturni vzorce PA dle struktury necinové baze

V zavislosti na esterifikaci jedné nebo obou hydroxylovych skupinse rozliSuji
monoestery (napi. heliotrin) nebo diestery (naptf. laziokarpin) PA. Esterifikaci
dvéma karboxylovymi skupinami dikarboxylové kyseliny vznik4 cyklicky diester (napf.

retrorsin). [11] Strukturni vzorce vySe uvedenych sloucenin jsou znazornény na Obrazek 3.
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heliotrin laziokarpin retrorsin

Obrazek 3 Piiklady PA s monoesterovou, otevienou diesterovou a cyklickou diesterovou

strukturou.

Dale se PA strukturné rozliSuji podle druhu spojeni necinové baze s kyselinou necinovou

na Ctyfi skupiny PA:
e monoester s otevienym fetézcem (napf. lykosamin)
e diester s otevienym fetézcem (napf. lasiokarpin)
e 1I¢lenny makrocyklicky diester (napf. monokrotalin)

e 12¢lenny makrocyklicky diester (napf. senecionin). [16]

1.1 Biosyntéza pyrrolizidinovych alkaloidi

PA jsou syntetizovany vyhradné rostlinami. [17] Podle studii provedenych na Senecio
vulgaris byly mistem, kde byly PA biosyntetizovany kofeny a odtud premistény do vyhonkl
a kvétenstvi. [18] Bylo zjisténo, Ze PA samy o sobé jsou biologicky a toxikologicky
neaktivni a vyZaduji metabolickou aktivaci. V disledku toho lze ofekévat silny vztah mezi
aktivaénim metabolismem a toxicitou. [10] Nicménég, navzdory jejich vyznamu jakozto
toxickych kontaminanti zemédélskych produkti neni dostatek znalosti o jejich biosyntéze.
Zatimco byly definovany meziprodukty vznikajici v pribéhu biosyntézy, tak dosud byl
charakterizovan pouze jeden enzym zapojeny do biosyntézy PA, a to homospermidin

syntaza katalyzujici prvni biosynteticky krok. [19] Tuto biosyntézu lze vidét na Obrazek 4.
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H :
- - N NH :
N> NH2 HoNT NN N A2 MOH

putrescin N Y, spermidin NH,

L-isoleucin
HoN A~ NH:

1,3-diaminopropan

H
N
HZN/\/\/ \/\/\NH2

l homospermidin
/

OH
HO OH
N i OH
N 07 ~OH
retronecin seneciova kyselina

senecionin

Obrazek 4 Biosyntéza PA (upraveno dle citace [19]).

Toxicitu ve vétSin¢ piipadi nezplisobuje samotny PA, ale reaktivni meziprodukty

vznikajici béhem metabolické aktivace (jaterniho metabolismu).
Existuji ¢tyfi hlavni metabolické cesty PA:

1. dehydrogenace,

2. oxidace,

3. hydrolyza,

4. N-glukuronidace.

Zatimco prvni tii vySe uvedené cesty byly rozsdhle studovany, o ¢tvrté je toho zndmo

jen velmi mélo. [20]

Prvnim krokem metabolické aktivace PA po poziti a absorpci je dehydrogenace

(oxidace) katalyzovand monooxygenazami cytochromu P450, coZ je enzym metabolizujici
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xenobiotika. U PA retronecinového a heliotridinového typu dochazi k hydroxylaci necinové
baze v poloze C3 a C8 za vzniku derivati 3- nebo 8-hydroxynecinu s naslednou spontanni
dehydrataci. U PA otonecinového typu dochdzi k oxida¢ni N-demethylaci necinové
baze. Nasleduje uzavieni kruhu a dehydratace, béhem které vznikaji vysoce reaktivni
metabolity dehydropyrrolizidinu (dehydro PA), znamé také jako pyrroly ¢i estery. [19, 21,
22] Ty se dale vazi na bunécny protein za vzniku pyrrol-proteinovych aduktd, coz vede
k akutni toxicité hlavné v jatrech a také v dalSich organech (napf. plicich). Tuto aktivaci lze
vidét na Obrazek 5. Pyrrolové estery také reaguji s DNA za vzniku aduktii typu pyrrol-DNA,
které vykazuji genotoxicitu. Z diivodu nizké stability nemohou byt pyrrolové estery piimo
stanoveny, zatimco pyrrol-proteinové adukty jsou v téle relativné stabilni a s jejich
stanovenim neni problém. Pyrrol-proteinovych adukti tvofenych PA otonecinového typu je
vyznamné méné€ nez u PA retronecinového typu s podobnymi necinovymi kyselinami. Je to
z toho duvodu, ze PA otonecinového typu vyzaduji dalsi oxidac¢ni (N-demethylaéni) krok
k vytvoteni struktury pyrrolového kruhu pied vznikem reaktivniho pyrrolového esteru.
Tento dodatecny krok biotransformace, nezbytny k vytvofeni reaktivniho meziproduktu,
snizuje celkovou rychlost metabolické aktivace a tvorby pyrrol-proteinovych aduktl

z otonecinovych PA. [23]

¢ |
o) o % :
< > Reakce s proteiny, DNA,..
= — vedouci k po&kozeni jater
N/ nebo o} nebo az ke karcinomu.

pyrrolizidinové cytochrom P450 dehydro-PA TN
alkaloidy (PA) N

Obrazek S Hlavni metabolickd drdha PA (upraveno dle citace [14]).

Bylo prokazano, ze cytotoxicita vyvoland PA je sniZena v pfitomnosti glutathionu
(GSH) nebo jeho prekurzorti. [24] Nukleofilni substituce jedné nebo dvou molekul
glutathionu produkuje GSH konjugaty, které jsou povazovany za detoxikacni metabolity.
Zaroven ale také ptisobi jako reaktivni metabolity, coz zptsobuje tvorbu DNA adukti. GSH
hladiny reaktivnich meziprodukti dostate¢né vysoké, mize byt bunééna rezerva tohoto

antioxidantu vycCerpana, coz zpiisobuje praveé posSkozeni jaternich tkani. [19] Schéma jaterni
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metabolické aktivace PA retronecinového a otonecinového typu je znadzornéno na Obrazek
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Obrazek 6 Jaterni metabolicka aktivace PA retronecinového a otonecinového typu

(upraveno dle citace [23]).

Studie realizované na zvifatech ukazuji, ze PA se po perordlnim poziti snadno
vsttebavaji z gastrointestinalniho traktu. [25] VétSina z nich, asi 80 %, se vylu¢uje moci,
stolici a mlékem, nékolik z nich je schopno projit placentou, a to kvili jejich vysoké
lipofilité. Jak jiz bylo zminéno, bioaktivace se vyskytuje vétSinou v jatrech, a proto je tento
organ nejvice ovlivnén toxicitou. Plice jsou druhym nejvice postizenym organem, a to kvuli
tomu, ze pyrroly vytvofené po metabolické aktivaci v jatrech mohou byt transportovany do

plic krvi. [12]


https://doi.org/10.1021/tx500071q
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Ukazalo se, ze N-oxidace, ktera je katalyzovana monooxygenazami, je druhou cestou
metabolismu PA u savci. [26] Nekolik obratlovct je totiz schopno detoxikovat protoxickeé
terciarni pyrrolizidinové alkaloidy N-oxidaci v jatrech. Toho jsou schopny naptiklad ovce
a morcata, které maji v t€le enzym flavin monooxygenazu (FMO). Ten pfeménuje pozité¢ PA
na jejich polarni N-oxidy, jez se nasledné vylucuji. [27] Morcata vykazuji rovnéz vysokou
schopnost hydrolytické detoxikace PA. [28] Tato hydrolyza probihé v pozicich C7 a C9, a je
zprostfedkovana jaternimi karboxylesterazami. [29] Z divodu této detoxikace jsou také
morcata, ovce, a také dalsi mensi bylozravci odolni vii¢i otravé PA. [30] Piiklad N-oxidace
senecioninu je znazornén na Obrazek 7. Rozdilné vlastnosti N-oxidu a tercialniho alkaloidu

jsou shrnuty v Tabulka 2.

N-glukuronidace, ktera hraje dualezitou roli pfi eliminaci a detoxikaci xenobiotik, byla
popsana v praci skupiny ¢inskych védct. Byly zde zjistény vyznamné druhové rozdily N-
glukuronidace PA mezi lidmi a osmi druhy zvifat, pficemz jaterni mikrozomy u lidi, kralikd,
skotu, ovci a prasat vykazuji vyznamné vys$i glukuronidaéni aktivitu na PA ve srovnani
s morcaty a psy, a dokonce mysi a potkani nevykazuji zadnou. Pozornost v jejich studii byla

vénovana piedevsim senecioninu. [31]

Lze tedy fici, ze dehydrogenacni cestou jsou produkovany konecné toxické pyrrolové

estery, zatimco N-oxidaci, hydrolyzou ptipadné N-glukuronidaci, jsou PA detoxikovany.

N-oxid tercialni alkaloid
HO | HO N
O o)
S redukce ~
—»
O 0]
FMO
NADP NADPH
H,O O,
senecionin-N-oxid senecionin

Obrazek 7 N-oxidace (zplisob detoxikace PA), (upraveno dle citace [32]).
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Tabulka 2 Rozdily mezi N-oxidem a tercidlnim alkaloidem. [32]

hydrofilni lipofilni
netoxicky toxicky po bioaktivaci
metabolicky bezpecny metabolicky nebezpecny
neschopen pronikat membranami schopen pronikat membranami

1.1.1 Metabolizace pyrrolizidinovych alkaloidi u hmyzu

Nékteré druhy hmyzu (napt. prastevnik starkovy nebo blyskavka bavinikova) jsou
schopny detoxikovat PA ze své hostitelské rostliny pomoci N-oxidace. [26] N-oxidaci se
potencidln¢ toxické volné baze preménuji zpét na PANO, které nemohou byt
transformovany na toxické pyrrolové derivaty. Prastevnik starckovy, coz je druh miry,
ucinné oxiduje PA enzymem senecionin-N-oxygenazou. Tento enzym je vysoce specificky

pro pyrrolizidinové alkaloidy a jeho aktivita je nejvyssi u PA senecioninového typu. [33]

Oreina cacaliae (mandelinka havezova) izoluje PA senecioninového typu z alpskych
rostlin Adenostyles alliariae a Senecio nemorensis. Tyto rostliny syntetizuji a ukladaji
alkaloidy jako N-oxidy. Brouci maji dva ulozné prostory alkaloidli — t&lo (pfednostné
hemolymfa) a exokrinni obranné Zlazy. T¢€lo je rezervoarem, ktery poskytuje N-oxidy pro
doplilovani obrannych zlaz. Dospéli brouci tak maji uloZzeno 75-130 pg (v téle) a cca 4,5 pg
(v sekretu), coz vede k celkové koncentraci cca 0,1 % alkaloidu na jedince. Mandelinka
havezova vyvinula mechanismus, ktery zabranuje redukci alkaloidnich N-oxidl ve stieve,

ale sama neni schopna terciarni alkaloidy N-oxidovat. [27, 30]

Izolace PA v ptipadé listového brouka Platyphora boucardije odlisna. V broucich
nejsou uloZeny netoxické N-oxidy, ale protoxickeé terciarni alkaloidy, které ziskdvaji brouci
ptimo z konzumované rostliny. 1zolace PA u P. boucardi probiha tak, Ze je absorbovany
terciarni alkaloid odstranén z hemolymfy pfenosem do exokrinnich 714z a shromazd’ovan
v obrannych sekretech. Divodem je pravdépodobné zabranéni nahromadéni Skodlivych
koncentraci terciarnich alkaloidii v hemolymf€. Na rozdil od mandelinky havezové neuklada
PA v hemolymf€ a téle. Druhy Platyphora se zivi rostlinami, v nichZ je koncentrace PA

o dva fady niz$i nez koncentrace u rostlin, kterymi se zivi druhy Oreina. [27]
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N-oxidace je pouze jednim ze zpisobi, které hmyz vyvinul béhem evoluce proti otrave

PA z konzumovanych rostlin. [26]

1.2 Vybrani zastupci pyrrolizidinovych alkaloidu

Jak jiz bylo feCeno, v soucasnosti je znamo vice nez 600 PA. Z toho divodu budou

v ramci této kapitoly strucné popsany pouze ty nejznamé;jsi a nejcasteji se vyskytujici.

1.2.1 Senecionin

Senecionin (Obrazek 8) je nejznaméjsi toxicky 12¢lenny pyrrolizidinovy alkaloid
retronecinového typu. [22] Tento alkaloid je jednim 2z nejéastéji studovanych
hepatotoxickych a tumorigennich PA a vyskytuje se ve vice nez 50 druzich rostlin, jako
jsou Senecio vulgaris a Gynura segetum. [34] Jedna se o cyklicky diester a je jednim
z nejcastéji se vyskytujicich PA ve vétsiné druhti €aje. [35] Spolecné s klivorinem (Obrazek
12), senecifylinem (Obrazek 19) a monokrotalinem (Obrazek 12) patii mezi zastupce
hepatotoxickych PA pfitomnych v mnoha ¢inskych 1é¢ivych piipravcich extrahovanych

z rostlin. [36]

U vSech dosud studovanych druhi PA senecioninového typu byl senecionin N-
oxid identifikovan jako primarni produkt biosyntézy a lze jej povazovat za pateini strukturu

vetsiny PA. [37]

Senecionin vyzaduje metabolickou aktivaci, aby se projevil jeho toxicky ucinek. Ve
studii Stefanie Hessel-Pras a kolegli zplisobily davky senecioninu akutni hepatotoxicitu,
piitemz nejvyssi davka (60 mg-kg!) je 2—6krat vyssi ve srovnani s ddvkami hlaSenymi
v ptipadovych studiich intoxikovanych kojencii, ktefi byli v souctu vystaveni expozici PA

po celé kratké obdobi 1 nebo 2 tydnt davkou 11-25 mg-kg!. [35]

Obrazek 8 Strukturni vzorec senecioninu.
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1.2.2 Echimidin

Echimidin (Obrazek 9) ptedstavuje hlavni pyrrolizidinovy alkaloid vyskytujici se
v rostliné Echium plantagineum L. (hadinec jitrocelovity), ktera je domestikovand v mnoha
zemich. [38] Strukturn€ se jedna o diester s otevienym fetézcem retronecinového typu, ktery

se velmi Casto vyskytuje v medu. [22, 39]

Kromé toho, ze FE. plantagineum obsahuje PA, tak je tradiéné pouzivan jako
diaforetikum, diuretikum, ¢inidlo pro hojeni ran, a také proti kasli. V kosmetickém primyslu
nachazi své uplatnéni echiovy olej. Echimidin ma jest¢ dva méné znamé derivaty —
echihumilin a hydroxymyoskorpin (Obrazek 9). Echimidin se v sou¢asné dobé pouziva jako
standard pro stanoveni toxickych limitti pro PA v mnoha produktech, proto je jeho Cistota
velmi dulezitd. Ve Svycarské studii zroku 2022, kterd se zabyvala pravé alkaloidy
z E. plantagineum, obsahoval extrakt methanolu témét 90 % echimidinu, jako N-oxidu,
jenz reprezentoval ostry pik ve spektru ziskaném pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie na reverzni fazi (RP-HPLC). Dalsi analyza udaji ziskanych pomoci
nukledrni magnetické rezonance (NMR) a HPLC vSak ukdzala, Ze tento pik jsou ve
skute¢nosti piky dva, pfi¢emz jeden, vétsi pik, je echimidin a druhy je smés echihumilinu
a hydroxymyoscorpinu. Tyto alkaloidy byly pravdépodobné diive ptehlizeny z toho diivodu,
ze pomoci hmotnostni spektrometrie (MS) je relativné komplikované rozlisit jednotlivé
izomery, a co se ty¢e 'H NMR, tak se z déivodu strukturalni podobnosti mohou signaly ve

spektrech se vyskytujici vzajemné piekryvat. [38]

echihumilin hydroxymyoskorpin

Obrazek 9 Echimidin a jeho izomery (upraveno dle citace [38]).
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1.2.3 Retrorsin

Retrorsin (Obrazek 10) patii do kategorie PA retronecinového typu. Je to 12¢lenny
makrocyklicky diesterovy pyrrolizidinovy alkaloid s 1,2-nenasycenou dvojnou vazbou
vazanou na esterovou skupinu v poloze C7 necinové baze. Vyskytuje se v rostlindch
rodu Senecio (staréek), a to v rliznych regionech svéta. Je o ném znamo, ze zpusobuje
zdvaznou akutni hepatotoxicitu, kdy toxickd davka &ini piiblizné 140 mg-kg'. [40, 41]
Retrorsin je jednim z nejcastéji se vyskytujicich pyrrolizidinovych alkaloidii v bylinnych
¢ajich spolu se senecioninem a senecifylinem. Nachazi se také v bylinnych dopliicich stravy

a lécich, v potravinach a krmivech pro hospodaiska zvitata. [42]

H

Obrazek 10 Strukturni vzorec retrorsinu.
1.2.4 Laziokarpin

Laziokarpin (Obrazek 11) je diester s otevienym fetézcem heliotridinového typu [22]
ajednd se o jeden znejtoxiCtéjSich PA. Laziokarpin je produkovéan rostlinami druhu
Heliotropium (oto¢nik) a Symphytum (kostival). Tyto rostliny se pouzivaji v mediciné diky
svym lé¢ivym u€inklim, ale mohou také kontaminovat n€které suroviny pro vyroby potravin,
jako naptiklad pSenici. Laziokarpin byl detekovan v psSeni¢éné mouce, ktera zpusobila
vypuknuti otravy lidi v Afghanistanu v letech 2007-2008, [28] kdy bylo identifikovano 38
pfipadid masivniho ascitu a ¢tyfi umrti. [43] Laziokarpin je na zakladé své LDso (smrtelnd
davka pro polovinu testované populace), ktera je 77 mg-kg™!, druhym nejsilngjsim toxinem
po retrorsinu (34 mg-kg ') u potkanti, kterym byla v rAmci vyzkumu podana jednorazova
intraperitonealni davka. Stejn€ jako vSechny ostatni hepatotoxické PA, je laziokarpin
toxicky pouze po jeho metabolické pfeméné (oxidaci) na toxicky meziprodukt, zndmy jako

dehydrolaziokarpin (Obrazek 11). Také miize byt oxidovan na netoxicky laziokarpin N-oxid
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(Obrazek 11). [28] U mysi byly po podani laziokarpinu pozorovany jaterni hematokomy,

a také alveolarni a bronchiolarni novotvary. [11]

/ © / o 3
N - N
N N Ng
Q
laziokarpin dehydrolaziokarpin laziokarpin N-oxid

Obrazek 11 Laziokarpin, dehyrolaziokarpin a laziokarpin N-oxid.
1.2.5 Klivorin

Jednd se o PA otonecinového typu. Klivorin (Obrazek 12) patii mezi zastupce
hepatotoxickych PA a je pfitomen v mnoha ¢inskych rostlinnych lécebnych piipravcich
pouzivanych pro zmirnéni kasle, pti 1é€b¢ hepatitidy a zanétlivych onemocnéni. [36, 44]
Nejcastéji se izoluje z Cinské 1é€ivé rostliny Ligularia hodgsonii Hook., ale 1 z jinych druhti
rodu Ligularia (popelivka). [45, 46] Klivorin ma toxické u€inky bez metabolické aktivace,
coz bylo prokdzano na nejaternich buiikach bez enzymii P450. [44] Krom¢ toho by chemicka
struktura tohoto alkaloidu mohla zvysit schopnost proniknout hematoencefalickou bariérou,
coz naznacuje, Ze klivorin miiZe zplsobit poSkozeni neuronli v centralnim nervovém

systému. [46]

1.2.6 Monokrotalin

Monokrotalin (Obrdzek 12) je 11¢lenny toxicky alkaloid retronecinového typu.
Strukturné se jednd o makrocyklicky diester sloZzeny znecinové baze a kyseliny
monokrotalové. Vyskytuje se v rostlinach rodu Crotalaria a zptisobuje hepatotoxicitu u lidi
a zvirat. Intraperitonedlni (uvnitf dutiny bfiSni) injekce monokrotalinu o koncentraci
300 mg-kg ' zplsobila u potkanti poskozeni jaternich parenchymalnich buné&k, které se
zacalo projevovat jiz po 12 hodindch po podadni. V této dobé se v oblastech poSkozeni

jaternich bunék objevil zanétlivy infiltrat sestavajici z neutrofilt. [47, 48, 49]

Toxicita monokrotalinu postihuje jatra, plice a srdce, coZ zpiisobuje syndrom jaterni
sinusové obstrukce, plicni arteridlni hypertenzi a hypertrofii pravé komory. [50]
Monokrotalin N-oxid, primarni metabolit monokrotalinu, je také toxicky, kvili jeho

pfeméné na monokratin vznikajici prostfednictvim stfevni a jaterni biotransformace. [51]
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1.2.7 Platyfylin

Platyfylin (Obrazek 12) je diester s otevienym fetézcem platynecinového typu. Tyto
nejsou vilbec nebo jen velmi malo toxické, a to z ditvodu nedostatku metabolické aktivace,
kdy hlavni metabolicka dréha nevede k tvorbé reaktivniho pyrrolového esteru. [23, 52]
Netoxické PA platynecinového typu jsou Casto pfitomny v rostlinach spolecné s toxickymi
PA retronecinového typu. Nékolik studii realizovanych na zvifatech v letech 1939-1968
uvadélo, ze PA platynecinového typu, jako je rosmarinin a pravé platyfylin, nebyly
hepatotoxické. Dokonce ani pii akutni subletalni davce nezplsobil platyfylin vyznamné

poskozeni jater nebo ledvin u pokusnych mysi, potkani a morcat. [52]

Znalost podrobnych metabolickych drah PA platynecinového typu zastava z velké casti
neobjasnéna, hlavné proto, ze nelze stanovit nestabilni estery pyrrolu produkované

metabolickou aktivaci. [52]
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Obrazek 12 Klivorin, monokrotalin, platyfylin.
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2 TOXICITA PYRROLIZIDINOVYCH ALKALOIDU

Pyrrolizidinové alkaloidy piedstavuji jedny z nejbéznéjSich toxint rostlinného ptivodu
[53] a jejich poziti je obvykle doprovéazeno ptiznaky jako je nevolnost, zvraceni, Zloutenka
a horecka vedouci az k jaterni okluzi. [54] Z vice nez 660 identifikovanych PA byla u vice

nez poloviny z nich potvrzena toxicita pro ¢loveka a zvitata. [55]

Na celém svéte bylo do roku 2018 zaznamenano vice nez 10 000 piipadii otravy PA ¢i
PANO nejen u lidi, ale 1 u zvifat. [56] Pfijem byl spojen s poSkozenim jater, plicni

hypertenzi, srdecni hypertrofii, degenerativnim poranénim ledvin a soucasné i se smrti. [1]

VétSina samotnych PA jsou biologicky a toxikologicky neaktivni protoxiny, které musi
byt metabolicky aktivovany, aby se projevila toxicita. V disledku toho nejsou vSechny
toxické. Plati, Ze necinové baze zvySuji toxicitu téchto sloucenin, protoze jakmile jsou v téle,
jsou az na vyjimky aktivovany do vysoce reaktivnich pyrrolovych meziproduktd. [54] Poté
vykazuji hepatotoxické, genotoxické, cytotoxické, karcinogenni a neurotoxické ucinky,
atim predstavuji vaznou hrozbu pro zdravi lidi 1 zvifat. [11] PA jsou také mutagenni

a genotoxické pro hmyz, dokonce 1 pro kvasinky. [26]

Necinové baze, jejichz vybrani zastupci jsou zobrazeni na Obréazek 13, obsahuji jednu
dvojnou vazbu (1,2-nenasycen€) a vykazuji, ve srovnani s nasycenymi necinovymi bazemi,
vyssi toxicitu. [57] Tyto alkaloidy indukuji toxicitu prostfednictvim metabolické
aktivace katalyzované enzymy cytochromu P450 v jatrech, avSak PANO ji indukuji

prostfednictvim jejich biotransformace na odpovidajici PA. [9]

Nasycené pyrrolizidinové alkaloidy platynecinového typu nepodléhaji metabolické

aktivaci na reaktivni pyrroly, které jsou zodpovédné za vySe zminéné toxické ucinky. [11]

HO o CHOH  H CH,oH H§ o (CHOH

H Q H
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retronecin heliotridin otonecin
H CH:OH HQ | CHOH

supinidin crotanecin

Obrazek 13 Struktura vybranych 1,2-nenasycenych necinti (upraveno dle citace [2]).
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Nejtoxictéjsimi PA jsou ty, které patii k retronecinovému typu a obsahuji monoestery
nebo diestery v pozicich C7 a C9. PA retronecinového a otoncinového typu, které maji
dvojnou vazbu mezi atomy C1 a C2 v necinové bazi jsou hepatotoxické. Jedna se piiblizné
o polovinu z 660 charakterizovanych PA a PANO. Malo toxické ¢i zcela netoxické jsou PA
platynecinového typu, které maji nasycenou necinovou bazi. [23, 24] Poradi toxicity PA
retronecinového typu je nasledujici: diester s otevienym fetézcem (vykazuje nejvyssi

ucinnost tvorby pyrrol-proteinového aduktu) > makrocyklicky diester > monoester. [58]

Intoxikace PA mohou byt akutni, subakutni nebo chronické, kdy kazda z nich se mize
projevovat riznymi piiznaky. [5] Chronické intoxikace nastava pti dlouhodobé expozici
nizkymi koncentracemi a akutni pti kratkodobé expozici vysokymi koncentracemi PA. [59]
Akutni otrava PA u lidi je spojovana s poSkozenim jater, zatimco otrava subakutni nebo

chronickd mtze vést k cirhdze jater a plicni arterialni hypertenzi. [16]

Toxicita vyplyvajici z chronické expozice PA se vyskytuje hlavné v jatrech, ktera jsou
nejvetsim a nejvyznamnéjsim detoxifikacnim organem v lidském téle. Dale také v plicich,
cévach, a v nékterych ptipadech v ledvinéch, slinivce bfisni, gastrointestinalnim traktu, kazi,

kostni dfeni a mozku. [11, 41]

2.1 Historické pripady otrav

Jiz v historii 1lidé konzumovali potraviny kontaminované semeny rostlin obsahujicich
PA, coz vedlo k epidemii onemocnéni jater s odhadovanymi celkovymi davkami az
170 mg-kg!. [47] Ptipady otrav jsou dobfe znamy z velkych ohnisek v Africe, Pakistanu,
Indii a Afghéanistanu v disledku konzumace mistné péstovaného obili kontaminovaného PA,
jez obsahovalo semena odriid Heliotropium nebo Crotalaria (chiestnatec). DalsSi otravy
byly zaznamenany také na Jamajce, po konzumaci ¢aji z kefd obsahujicich ¢asti
rostlin Crotalaria a Senecio (starcek). [11] Nejstarsi dolozeny ptipad poskozeni jater
vyvolany PA byl zaznamendn roku 1920 v Jihoafrické republice, a to v disledku poziti
pSenice kontaminované PA, kdy bylo tidajné otraveno 80 osob. [43, 55] Dale je historicky
znama napiiklad epidemicka otrava PA, kterd nastala ve stfedni Indii v roce 1975 kvili

konzumaci prosa kontaminovaného semeny druhti Crotalaria. [43]

Jaterni venookluzivni onemocnéni se v Afghéanistdnu historicky nazyva ,,gulranska
nemoc*®, jelikoz se opakované vyskytlo pravé v okrese Gulran, provincii Herat v zapadnim
Afghanistanu. [43] Klinické ptiznaky doprovazejici venookluzivni onemocnéni zahrnuji

ascites (zvysené mnozstvi volné tekutiny v dutin¢ bfi$ni), edémy (otoky), hepatomegalii
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(zvétseni jater), vyhublost a zvySeni hladiny bilirubinu v krvi, cozZ mohou vést ke Zloutence.
[35] Z divodu konzumace kontaminovaného chleba rodem Heliotropium bylo
v Afghanistanu v letech 19741976 postizeno témét 8000 osob, kdy piiblizn€ 3000 z nich
trpélo tézkymi intoxikacemi a pfiblizné 1600 jich zemielo. Jedna se dosud o nejveEtsi
epidemii zptisobenou PA. V letech 1999 az 2001 doslo v Gulranu k propuknuti druhého
ohniska otravy, kdy §lo pfiblizn¢ o 400 ptipadii a vice nez 100 umrti. Dalsi epidemie
gulranské choroby byla zaznamenana v roce 2008. Bylo detekovéano 38 piipadii masivniho
ascitu a ¢tyfi umrti. Tato byla spojena s konzumaci kontaminované pSeni¢né mouky. Je
zvlastni, Ze prestoze je plevel kazdoro¢né pfitomen v celém okrese Gulran, tak se tato nemoc
vyskytuje pouze v 5 z 230 vesnic. K tomu navic ve velkych doméacnostech onemocnél pouze
jeden nebo dva lidé, piesto vSichni jedli stejny chléb ze stejné mouky. Vysledkem hledéani
odpovédi na tyto otazky bylo, Ze u osob, které konzumovali pestiejs$i stravu s vySSim
mnozstvim bilkovin spolu s niz§im mnozstvim psenice, byl zaznamenan nizsi vyskyt

onemocnéni [35, 43]

Nejnizs$i zndma davka spojena s otravou a umrtim po kratkodobé expozici (4—14 dni) je
popséna ve dvou kazuistikdch. U 6mésicni divky a 2mési¢niho chlapce (oba mexicko-
amerického ptiivodu), kterym se podaval Senecio longilobus jako bylinna ¢ajova infuze, byla
zaznamenana porucha funkce jater. U divky bylo diagnostikovano jaterni venookluzivni
onemocnéni. Zpocatku vykazovala ascites a pleurdlni vypotek (nahromadéni vysSiho
mnozstvi tekutiny v pohrudnici), nédsledovala sinusova jaterni fibréza po dvou mésicich
a cirhdza jater o Sest mésicti pozdé&ji. Chlapec trp€l hematemézou (zvracené krve) a vyvinula
se u n¢ zloutenka. Chlapciv stav se zhorSil s ndstupem zachvati, bradykardie
(zpomaleni srde¢ni frekvence pod fyziologickou mez) a apnoe (stav, pfi kterém dochazi
k opakovanému nekontrolovanému zadrzeni dechu), pficemz Sesty den hospitalizace zemfel.
Pitva odhalila rozsdhlou nekrozu jater. Zkonzumovana davka je odhadovéana na 0,8-1,7
mg-kg! télesné hmotnosti denné pro divku a 3 mg-kg ™! t&lesné hmotnosti denné pro chlapce
pro smés PA s riddelliinem a retrorsin N-oxidem (Obrazek 28, str. 54), jelikoz praveé tyto

byly hlavnimi slozkami. [11, 60]

Konzumace PA prostiednictvim bylinnych ¢aji a kofeni béhem téhotenstvi zpisobila

u novorozenct ascites plodu a jaterni venookluzivni onemocnéni se smrtelnymi nasledky.

[11]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

2.2 Mezidruhové rozdily v nachylnosti na toxické acinky

pyrrolizidinovych alkaloidi

V néachylnosti k toxicit¢ PA jsou znacné rozdily zavislé na druzich, kmenech nebo
kozy, krélici, kieCci €1 morcata, jsou odolnéjsi a toleruji vyssi davky PA, zatimco kufata,
krity, konég, skot a prasata jsou povazovany za citlivéjsi druhy. [10] Déle jsou k intoxikaci
PA nachylni naptiklad potkani, a to kviili vysoké mife tvorby pyrrolickych metabolitii
a jejich nedostatecné hydrolyze zprosttedkované karboxylesterazou. [28] Z tohoto diivodu
byla v roce 2017 védkyni Franziskou Kolrep a dal§imi studovana in vitro rychlost degradace
Ctyt Casto se vyskytujicich PA jaternimi enzymy z lidskych, prasecich, kravskych, koniskych,
potkanich krali¢ich, kozich a ov¢ich jater. Jejich vysledky jsou shrnuty na Obrazek 14.
Ve vyzkumu nebyla pozorovéna témét Zzadnd metabolickd degradace jakékoli PA
u vnimav¢jSich druht, jako je ¢loveék, prase, kin nebo krava, coz se shoduje s predesle
realizovanymi studiemi. Fyziologie prasat je, vCetné jaternich cytochromid P450, dosti
podobna fyziologii lidi, z cehoz Ize usoudit, Ze citlivost prasat na PA bude témét totozna,

jako je tomu u lidi. [10]

Klasifikace polocast rozpadu (min) ¢tyf PA v koncentraci 0,5 uM pro
osm zkoumanych druht
(hodnoty dosahujici 360min nebyly presné kvantifikovany)

o7y ———— ——————
Prase B
Krava R
Kin S
Koza
Krysa B
Kralik
Ovce B s
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Ovce Kralik Krysa Koza Kan Krava Prase Clovék
senkirkin 28 68 360 59 20 360 360 360
intermedin 108 60 37 360 360 360 360 360
M senecionin 47 27 22 13 59 30 360 360
| laziokarpin 66 183 37 103 360 360 360 360

Obrazek 14 Klasifikace polocasti rozpadu (min) lasiokarpinu, senecioninu, intermedinu
a senkirkinu v koncentraci 0,5 uM pro osm zkoumanych druhti (upraveno dle citace [10]).
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3 BIOLOGICKA AKTIVITA PYRROLIZIDINOVYCH ALKALOIDU

Pyrrolizinovy kruh piedstavuje zakladni stavebni jednotku pro mnoho ptirodnich
a syntetickych sloucenin vykazujicich riizné biologické ucinky. [61] Vzhledem k tomu, ze
vyssi rostliny pfispivaji k vyvoji chemoterapeutik pravé tvorbou sekundarnich metaboliti,

jsou PA povazovany za farmakologicky vyznamné. [62]

Navzdory své toxicité a negativnim dopadiim na lidské zdravi mohou byt nékteré PA
inhibi¢ni aktivita glykosidazy, potencidlné¢ vedouci k antimikrobidlnim, antivirovym,
protinddorovym, fungicidnim, a také k antidiabetickym u¢inkiim. [63] Z toho diivodu maji
Siroké vyuziti v lidové medicin€. VétSina poznatkd o biologické aktivité PA byla ziskdna
z laboratornich studii a testl in vitro. V soucasné dobé neni k dispozici dostatek klinickych
dikazi rozsifujicich doposud ziskané informace. [59, 64] Glykosidazy jsou enzymy
podilejici se na tad¢ dulezitych biologickych procest, jako je stfevni traveni, posttranslacni

zpracovani glykoproteinil, a lysozomalni katabolismus glykokonjugat. [63]

3.1 Antimikrobialni aktivita

Antimikrobidlni aktivitu lze definovat jako usmrcovani nebo inhibici riistu zejména
patogennich mikroorganismi. Mezi PA byly nalezeny slouceniny majici antibakterialni ¢i
protiplisnovou aktivitu. [64] Bakteridlni onemocnéni mohou mit za nasledek mnoho
zavaznych nebo Zivot ohrozujicich komplikaci, jako je otrava krve, selhani ledvin a syndrom

toxického Soku. [65]

Védcei Xianxiu Xu a spolupracovniky byla v roce 2011 provedena pifima syntéza 6-
azabicyklo[3.2.1]okt-6-en-2-onli (Obrazek 15) a pyrrolizidind z divinylketonll. Za
zasaditych podminek se 6-azabicyklo[3.2.1]okt-6-en-2-ony a pyrrolizidiny ucinné
syntetizuji v jediném kroku z ethylisokyanoacetatu a divinylketoni nesoucich arylovou nebo

alkylovou skupinu v poloze C2. [66]

Vyse zminénym alkaloidem, pod nazvem PA-1, se vroce 2013 zabyvali Na Li
a kolegové. PA-1 vykazoval velmi dobrou antibakterialni aktivitu vici Sesti testovanym
bakteriim s miniméalnimi hodnotami inhibicni koncentrace (MIC) v rozmezi od 3,9 do 25
ug-ml! a dvéma plisnim s MIC = 62,5125 pug-ml™'. Tuto aktivitu vyvijel tim, Ze piisobil na
membranové fosfolipidy a fosfatové skupiny a poté poskozoval struktury bunécéné

membrany, coZ nakonec vedlo k zabiti téchto druhi mikroorganismu. PA-1 vykazoval
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siln€j8i  antimikrobidlni aktivitu proti grampozitivnim (Staphylococcus — aureus,
Staphylococcus epidermis, Bacilus subtilis) bakteriim nez proti gramnegativnim (E. coli,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris) bakteriim a mikromycetam (Aspergillus niger,
Candida albicans). Ve srovnani s penicilinem vykazoval PA-1 velmi podobnou
antimikrobidlni aktivitu proti S. epidermidis, S. aureus, A. niger a C. albicans. Vzhledem
k chloramfenikolu mél tento novy alkaloid podobnou atimikrobidlni aktivitu proti téméef
vSem testovanym patogeniim. Zatimco ve srovnani s erythromycinem me¢l opét témer
shodnou antibakteridlni aktivitu proti S. epidermidis, S. aureus, a dokonce vyssi

vuci E. coli a B. subtilis. [65]

ANCO,ELAT

Obrazek 15 Strukturni vzorec 6-azabicyklo[3.2.1]okt-6-en-2-onu (upraveno dle citace

[66]).

Déle u (jiz zminéného) monokrotalinu (Obrazek 12) zpozoroval Gessiane F. Germano
a jeho spolupracovnici antiprotozodlni aktivitu, pti které davka 1,0 mg-ml™! zpiisobila smrt
80 % trofozoith Trichomonas vaginalis (biCenka poSevni), etiologického ptivodce

trichomonidzy. [49]

3.2 Protizanétliva aktivita

Zanétlivy proces je nezbytna fyziologicka reakce tkdné¢ na Skodlivy podnét jako je
trauma nebo patogenni agens. Jednd se o obranny zpisob reakce organismu ¢i tkan€ na
odstranéni Skodlivych podnétii, jako jsou patogeny, poSkozené bunky nebo drazdivé latky.
Zanétliva reakce mize byt lokalni nebo mtize ptisobit na rozsahlejsi ¢ast organismu. [61, 67]
Bunky zanétlivého systému také pfispivaji k hojeni ran tim, Ze se hromadi v poSkozenych
oblastech tkan¢, kde odstranuji bunéné ulomky a uvoliuji mediatory, které podporuji
opravu tkani. [47] Nemoci obvykle zahrnuji pokracujici zanétlivou reakci, jako je ta, ktera
je pozorovana u aterosklerézy a rakoviny. Zanét je kritickou slozkou progrese nadoru
a mnoho typli nddorovych onemocnéni vznikd z mist infekce, chronického podrazdéni

a zanétu. [64]
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Nékteré¢ rostlinné alkaloidy, vcetné pyrrolizidinovych alkaloidli izolovanych
znadzemnich Casti polokete Heliotropium digynum (oto¢nik), slupek plodu Punica
granatum (granatovnik obecny) a listi stromu Madhuca pasquieri (madhuka), vykazuji fadu
z oto¢niku [69], punikagranin, izolovany z granatovniku obecného, a dale madhumidin A,
lindelofidin ester kyseliny benzoové a minalobin B, kter¢ byly izolovany
z Madhuca pasquieri. [70] VSechny PA izolované z téchto rostlin jsou znazornény na
Obrazek 16. V buikach indukovanych lipopolysacharidy vykazovaly tyto alkaloidy mirné

inhibi¢ni u€inky proti produkei oxidu dusnatého indukovaného lipopolysacharidy. [68]

Punikagranin je pyrrolizinovy alkaloid, ktery obsahuje karboxylovou a furan-2-
karbonylovou skupinu. Tento PA s unikatni strukturou byl izolovén z kiiry stromu nizSiho
vzristu zvaného Punica granatum (granatovnik obecny) a prokazal inhibici produkce oxidu
dusnatého s hodnotou ICso = 22,8+ 1,2 uMm v builkich RAW 264.7 stimulovanych
lipopolysacharidy. Punica granatum L. patii do Celedi Punicaceae, coz je nejmensi celed’
rostlin, kterd zahrnuje jeden rod a dva druhy, a roste hlavné na Stfednim vychod¢, v Indii,
Cing, Spanélsku, Izraeli a Latinské Americe. Kiry Punica granatum, znamé jako tradi¢ni
¢inskd medicina, se pouzivaji pii 1é€b¢ traumatického krvaceni, viedl, infekci a poruch

traviciho traktu, jako je prijem a uplavice. Bylo prokazano, Ze extrakty ze slupek
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Obrazek 16 PA izolované z Punica granatum a Madhuca pasquieri.
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Likofelon (Obrazek 17) je 1é¢ivo vykazujici vyznamnou protizanétlivou aktivitu, coz
bylo prokazano v fadé studii realizovanych na zvitatech s cilem ovéfit jeho aktivitu pii 1€¢bé
akutnich a chronickych zanéth. V klinickych studiich také prokéazal protizanétlivou
a analgetickou aktivitu u osteoartrézy. Dal§im vyznamnym derivatem pouzivanym
v klinické praxi je ketorolak (Obrazek 17) pusobici jako neselektivni inhibitor enzymi
cyklooxygenazy, které mohou hrat dualezitou roli pii 1écbé zavazné neuropatické
bolesti. Dalsi u¢inné derivaty pyrrolizinu, jejichz struktura odpovidéa vzorctim uvedenym na
Obrazek 17, predstavuji 6,7-diaryl-2,3-dihydropyrroliziny, respektive 6-heteroaryl-7-aryl-

2,3—dihydropyrroliziny. Tyto postrédaji volnou karboxylovou skupinu charakteristickou pro
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R2 =H,Cl,CH; Y=CH, S, 0

Obrazek 17 Pyrrolizinové slouceniny s protizdnétlivou aktivitou (upraveno dle citace

[61]).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

3.3 Protinadorova aktivita

Rakovina je druhou nejcastéjsi pifi¢inou umrti na celém svété. Celosveétove se
v poslednich tfech desetiletich podstatné zvysil jeji vyskyt, coz vedlo k narGstu
ptedepisovani chemoterapeutickych 1€kii. Vyvoj novych sloucenin vykazujicich

antineoplastickou aktivitu je proto naléhavy. [64]

Heliotropium indicum L. obsahuje pyrrolizidinovy alkaloid indicin N-oxid (Obrazek
18) vykazujici protirakovinné ucinky [73]. Byl také klinicky testovan na 1écbu leukémie, ale

ve vysledku byl stazen z klinického hodnoceni kviili jeho zna¢né toxicite. [74]

Z praktického hlediska nemusi byt pouziti PA pro 1é¢bu rakoviny praktické, jelikoz
postradaji specificnost pro rakovinné bunky, coz muze zpusobit poSkozeni i ,,normalnich*
bunck. K tomu navic, i kdyZ PA mohou byt dodany specificky rakovinnym buiikam,
neexistuje zadny cytochrom P450 schopny pfeménit PA na toxické meziprodukty, dehydro
PA. Idedlni strategii pro aplikaci PA pfi 1é¢bé rakoviny by tak mohla byt pfima syntéza
dehydro PA na cilenych rakovinnych bunkach. K dosazeni tohoto cile jsou zapotiebi dvé

zakladni slozky:
e prekurzor schopny chemické premény na dehydro PA,

e Dbiokatalyzator nahrazujici cytochrom P450 k aktivaci prekurzoru v misté

cilovych rakovinnych bun¢k. [14]

Lykopsamin (Obrazek 18) je pyrrolizidinovy alkaloid s monoesterem retronecinového
typu, ktery vykazuje vyznamnou biologickou aktivitu proti rakoving plic. [64] Je jednou
z hlavnich sloZek PA u kostivalu 1ékafského. Kostival je 1é¢iva rostlina, kterd se tradiéné
pouziva v lidové medicin€ i v moderni terapii zevné pro tupa zranéni, modfiny a podvrtnuti.
Pouziti jeho kotene je v n€kterych zemich omezeno kvtli obsahu PA. V 1é¢ivych piipravcich
muze byt denni mnozstvi a trvani 1é¢by omezeno i v ptipadé kozni aplikace. Vzhledem
k dobré absorpci PA z gastrointestinalniho traktu je zékaz peroralniho podavani opravnény.
[75] Na druhou stranu je povazovan za méné toxicky a Spatné se vstfebava lidskou kazi.
Z toho ditvodu by pouziti kostivalové masti nemélo piedstavovat zasadni riziko. V kostivalu
je také mimo jiné pritomen intermedin (Obrazek 18), ktery je diastereisomerem

lykopsaminu. [76]
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indicin N-oxid lykopsamin intermedin

Obrazek 18 Indicin N-oxid, lykopsamin a intermedin.
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4 VYSKYT PYRROLIZIDINOVYCH ALKALOIDU

4.1 Vyskytv rostlinach

Pyrrolizidinové alkaloidy jsou produkovany vice nez 6000 druhy rostlin, coz tvofi
ptiblizné 3 % vSech zndmych rostlin vyskytujicich se po celém svéte. [2] Nejhojnéji jsou

pyrrolizidinové alkaloidy zastoupeny v niZze uvedenych rostlinnych ¢eledich a rodech:
e Boraginaceae (brutnakovité)
o rod Echium (hadinec)
o rod Heliotropium (oto¢nik) a jiné
o Asteraceae (hvézdicovité)
o rod Senecio (starcek)
o rod Eupatorium (sadec)
e Fabaceae (bobovité)
o rod Crotalarieae (chiestnatec)
e Orchidaceae (vstavacovité neboli orchideje)
o rod Liparis (hlizovec)
o rod Phanaleopsis (murovec). [77]

Nejcastéjsi vyskyt byl zaznamenan v rostlinach rodu Senecio [4], Echium [5],
Crotalaria [6] a Eupatorium [7, 8]. PA jsou produkovany pravdépodobné jako obrana proti
predatorim. [19] Mimo vySe jmenované se PA vyskytuji méné Casto €i jen ojedinéle

1 v jinych rostlinnych ¢eledich a druzich.

4.1.1 Senecio

Po celém svété je distribuovano vice nez 1000 poddruhii rodu Senecio (starcek). [78]
Skot se miZze otravit pyrrolizidinovymi alkaloidy pfedev§im konzumaci sena
otraveného Senecia [33] a prave rostliny tohoto rodu jsou zodpovédné za onemocnéni jater
u koni a krav a mohou vést k umrti postizenych zvitat. [79] Savci se konzumaci rostlin
rodu Senecio, které PA obsahuji, zpravidla vyhybaji. Jinak je tomu ale u nékterych druht
hmyzu, které se jim zivi. Hmyzim zastupcem, ktery se Zivi vyhradné Seneciem je napiiklad

blesi brouk longitarsus jacobaeae (diepCik). [33] DalSim ptikladem muze byt jiz vyse
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zminény Tyria jacobaeae (ptastevnik starCkovy). [26] Pateini strukturou vétSiny PA
u druhii Senecio je senecionin N-oxid (Obrazek 7). Dalsi PA, které se vyskytuji v tomto
rodu, jsou senecifylin, jakobin, senkirkin a senecivernin (Obrazek 19), piic¢emz jsou vSechny
strukturné odvozeny od senecioninu. Druh Senecio je velmi rozmanity na vyskyt PA. Kazdy
druh obvykle obsahuje vice PA a ma druhové specificky vzor téchto slouc¢enin. V kotenech
byly PA témét vyhradné pritomny jako N-oxidy, zatimco ve vyhoncich bylo asi 35 % PA

pritomno jako terciarni volné baze. [33]

jakobin senecifylin senkirkin senecivernin

Obrazek 19 PA odvozeny od senecioninu vyskytujici se v rostlinach rodu Senecio.
4.1.2 Echium

Rostliny rodu Echium (hadinec) jsou dilezitym zdrojem potravy véely medonosné.
Echium plantagineum L. (hadinec jitrocelovity), které se bézné tika ,,Patersonovo prokleti®,
je rostlina domestikovand v mnoha zemich (plivodem ze Stfedomofi) a jejim hlavnim PA je
echimidin. DalS8i izomerni slou€eniny identifikované v této rostliné¢ jsou echihumilin

a hydroxymyoskorpin. [38] VSechny tfi slouceniny lze vidét na Obrazek 9.

4.1.3 Crotalaria

Rod Crotalaria (chiestnatec) se pouziva v tradicni mediciné k odcerveni, pii 1écbé
malarie a pfi 1é€bé horecky. Nazev rostliny byl odvozen od chrastivého zvuku semen,
k némuz dochazi v momenté, kdy je se suchymi lusky zatfeseno. Semena Crotalaria
cleomifolia se konzumuji na Madagaskaru pti piipravé popularnich napojt. C. cleomifolia je
ket s jednoduchymi nebo slozenymi listy, se zlutymi nebo bilymi kvéty a plody v luscich.
Ve vyzkumu, provedeném A. D. H. Solofomalalem a spolupracovniky, bylo odhaleno
vysoké mnozstvi alkaloidi, z nichZ byly izolovany dvé€ slou€eniny strukturné odvozené od
pyrrolizidinu, pfi¢emZ jedna byla identifikovéana jako usaramin (Obrazek 20), ktery je zndm
svou vysokou toxicitou. Z toho divodu by semena této rostliny neméla byt konzumovana.
Druhé sloucenina byla strukturné podobna usaraminu, nicméné se nepodafilo provést jeji

kompletni strukturni identifikaci. [80]
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Obrazek 20 Usaramin.

C. medicaginea (difive nazyvana C. trifoliastrum) je oblibenou pastvinou pro kong¢,
jenomze je u nich také spojena s fadou chronickych onemocnéni. Jaterni megalocytdza byla
pozorovana u dvou koni, ktefi zkonzumovali téméf 720 kg této rostliny béhem dvou po sobé
jdoucich sezon. [81] V roce 1963 tataZ rostlina zptsobila umrti témét 200 koni v zdpadni
Australii. [82] Déle byly zaznamenany otravy zplisobené PA z druhti Crotalaria u pasoucich

se hospodarskych zvitat [83, 84].

4.1.4 Eupatorium

Celkem existuje vice nez 45 rtiznych druhii rodu Eupatorium (sadec). N&které z nich
byly studovany ve vztahu k jejich moZznému vyuZiti ve farmaceutickém pramyslu [78], a to
diky jejich antimikrobialnim [85, 86, 87], hojivym [87, 88], analgetickym [88],

-----

[87]

Eupatorium lindleyanum je tradi¢ni ¢inskd bylinnd medicina, kterou lze nalézt na
mokrych svazich nebo pastvinach. V lidovém lécitelstvi se béZné pouZziva pro zmirnéni nebo
1é€bu nezadoucich ptiznakt, jako je zahlenéni, kaSel nebo astma. Celkovy obsah osmi PA
v E. lindleyanum byl nejvyssi v kofenech, dale v kvétech, méné ve stonku a v nejniz§im

mnozstvi se vyskytovaly v listech. [89]

Vrostliné  Eupatorium fortunei bylo pomoci metody LC-MS/MS (kapalinova
chromatografie spojena s tandemovou hmotnostni spektrometrii) identifikovano celkem osm
PA. Jednalo se o alkaloidy intermedin, intermedin N-oxid, lykopsamin, lykopsamin N-
oxid, retronecin, senecifylin a senkirkin a 7-acetylintermedin N-oxid, pfi¢emZ nejvice
zastoupenymi byly intermedin a jeho N-oxid, a lykopsamin a jeho N-oxid, které tvotily vice

nez 93 % celkového obsahu PA. [90]
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4.1.5 Heliotropium

Rostliny patfici do rodu Heliotropium (oto¢nik) jsou pouzivany pii 1écbé mnoha
zanétlivych stavi, jako je dna, revmatismus, bodnuti hmyzem nebo Stirem, ale také pii 1écbé
koznich vyrazek a nitroo¢nich zanétlivych stavi. Bylo u nich pozorovano také mnoho jinych
biologickych ucinkli, jako jsou antivirové, cytotoxické ¢i protihyperglykemické. [69]
Nicméné PA v ném obsazené zapiiCinily velké mnozstvi otrav lidi a hospodéiskych zvirat,

vcetné skotu, ovci, kurat, kachen a prasat. [91]

Ptikladem muze byt otrava z inora roku 2014 z oblasti Galileje v Izraeli, kdy bylo
73¢lenné stddo hovéziho dobytka (15-18 mésicti) krmeno po dobu 6 tydni krmivem
obsahujicim seno s kontaminovanym Heliotropium europaeum, coz vedlo k imrtnosti 33 %
stdda béhem 63 dnd. Celkovy obsah PA v kontaminovaném sené byl 3,4 mg-g ! suSeného
sena, zatimco &asti nadzemnich rostlin H. europaeum obsahovaly 27,7 mg-g' susené
rostliny. Nejhojné&jSimi terciarnimi PA nalezenymi v H. europaeum a kontaminovaném sen¢
byly heliotin dale europinem a lasiokarpin. PA N-oxidy tvofily hlavni ¢ast celkového sloZeni
PA v sené a v H. europaeum (~90 %), pti¢emz nejrozsifenéjsimi N-oxidy byly heliotrin N-
oxid a europin N-oxid (~29 % a ~34 %), nasledované lasiokarpin N-oxidem (21 % a 14 %).
[92]

4.1.6 Liparis

Rod Liparis (hlizovec) je rozSifen predevsim v tropické a subtropické oblasti. Roste
zpravidla v listnatych lesich na svazich za vlhkych podminek v nadmoiskych vyskach 850—

1000 m n. m.

V roce 2013 bylo védci Suaj Chuangem a spol. izolovano z rostliny Liparis nervosa $est
novych derivatli nervosinu, pojmenovanych jako nervosin [-VI (Obrazek 21). Struktura
vSech latek byla navrzena pomoci bé€zné pouzivanych metod strukturni analyzy, a to
infradervené spektrometrie (IR) a 'H a >*C NMR. Vsechny uvedené derivaty vykazovaly
siln¢ inhibicni ucinky proti produkci oxidu dusnatého, kterd je indukovana
lipopolysacharidy v RAW 264.7 makrofazich s hodnotami ICso = 32,88 + 1,6 uM, coZ znaci

potencialni protizanétlivou aktivitu. [93, 94]
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. HO
nervosin | nervosin Il HO

nervosin Il

nervosin IV nervosin V nervosin VI

Obrazek 21 Strukturni vzorce derivatia nervosinu I-VI.

Rostlina L. nervosa je Casto pouzivana v lidovém IécCitelstvi pro jeji detoxikaéni
a hemostatické funkce. V roce 2016 byly &inskymi védci v &ele s Suaj Chuangem ziskany
dalsi tfi derivaty nervosinu, a to nervosin VII-IX (Obrazek 22). U vSech tii slouCenin byla
zkoumdna jejich cytotoxicka aktivita proti lidskym rakovinnym bunécnym liniim A549,
MCF-7 a H460. Vysledkem bylo, ze zadny z derivatl neprokazal vyznamnou biologickou

aktivitu vii€i testovanym nadorovym bunéénym liniim. [95]

nervosin VIl nervosin VIlI nervosin IX

Obrazek 22 Strukturni vzorce derivati nervosinu VII-1X.
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V roce 2018 bylo, opét skupinou Suaj Chuanga, izolovano sedm sloudenin na bazi
nervosinu, a to nervosin X—XV, nervosin VII N-oxid a chlorid-(N-chlormethyl nervosin
VII). Strukturni vzorce predmétnych derivatii jsou znazornény na Obrazek 23. Jejich
struktura byla navrzena na zdklad¢ detailniho studia vysledki ziskanych fadou experimentii
realizovanych pomoci metod strukturni analyzy. Predmétné slouceniny byly rovnéz
zkoumany pro jejich cytotoxicitu proti lidskym rakovinnym buiikdam HCT116, kdy bylo
zjisténo, Zze chlorid-(N-chlormethyl nervosin VII) vykazoval cytotoxickou aktivitu
v mikromolarni koncentraci (ICso = 32,88+1,6 uMm). Chlormethylova skupina spojena
s atomem dusiku a hydroxyskupina na aromatickém kruhu se zdaji byt dulezitymi ve

smyslu protinadorové aktivity predmétné slouceniny. [94]

nervosin X nervosin Xl nervosin XlI

o= H

o

OH

nervosin Xl nervosin XIV nervosin XV

nervosin VIl N-oxid chlorid-(N-chlormethyl nervosin VII)

Obrazek 23 Strukuturni vzorce nervosinu X—XV, nervosin VII N-oxidu a chloridu-(N-
chlormethyl nervosinu VII).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

Na Obrazek 24 jsou uvedeny priklady zastupci rostlinné fise, v nichz se PA vyskytuji
nejcastéji. Jedna se o starcek (a), hadinec (b), chiestnatec (c), oto¢nik (d), sadec neboli

konopac (e), hlizovec ().

Obrazek 24 Ptiklady rostlin s obsahem PA; a) Senecio jacobaea, b) Echium plantagenium,
¢) Crotalaria pallida, d) Heliotropium arborescens, ) Eupatorium lindleyanum, f) Liparis
nervosa.

4.2 Vyskyt v potravinach

Razné typy PA a PANO v potravindch mohou pro ¢loveka predstavovat rizna (vice ¢i
mén¢ zavaznd) zdravotni rizika [9], pfi¢emz celosvétove je zdokumentovano velké mnozstvi
ptipadi otravy témito alkaloidy. [96] Do roku 2018 jich bylo zaznamenano vice nez 10 000.
[97] Pficinou intoxikace byva poziti kontaminovanych krmiv a plodin nebo piima
konzumace rostlin obsahujicich PA. Zaroven byly nesc¢etnékrat detekovany v medu a pylu,
v Cerném, zeleném 1 bylinném ¢aji, 1é¢ivych piipravcich extrahovanych z rostlin, dopliicich
stravy, zelenin€, obilovinach, koteni, stejn¢ jako v potravinach zivoc¢isného ptavodu, jako je
maso, mléko a vejce. [98] Zndmy jsou rovnéz piipady kontaminace vody ¢i alkoholu. [53]

Hospodartské zvitata a krmiva mohou byt kontaminovana PA obsazenych v rostlinach
vyskytujicich se na pastvinach a polich. [19] V ptipadé zeméd€lskych produkti se tak déje

prostiednictvim spole¢né sklizn€é. Samotné rostliny pak absorbuji PA kofenovym systémem
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z pudy stejné jako mnoho dalSich latek. [99] V potravinatskych vyrobcich bylo k roku 2011
dle udaji Evropského tufadu pro bezpecnost potravin (EFSA) nahldseno celkem 64 riznych
PA. [54] Dlouhodoby piijem PA muze byt ze zdravotniho hlediska problematicky, zejména
pokud jde o pravidelnou spotiebu potravin, v nichz byva ptitomnost téchto latek detekovana

v relativné vysokych koncentracich (napt. ¢aje a med). [11]

V Evropé byla od ledna 2014 do dubna 2015 v Sesti riznych zemich provedena analyza
celkem 1105 odebranych vzorki. Jednalo se o mléko a mlé¢né vyrobky, vejce, maso a masné
vyrobky, Caje a dopliky stravy bézné¢ dostupné v supermarketech, maloobchodnich
prodejnach a prostfednictvim internetu. PA byly zjistény ve velkém podilu potravin
rostlinného ptivodu, a to v 60 % doplika stravy a v 92 % ¢aji. V produktech zZivocisného
ptuvodu pak byly obsaZeny PA jen ziidka, a to u 6 % vzorkid mléka a u 1 % vzorkl vajec.

[16]

4.2.1 Med

Med je oblibenou potravinou konzumovanou po celém svété. Navic je nutricné
vyznamny a ma i blahodarné G€inky na lidské zdravi. Jeho imérna konzumace je spojena se
zdravou vyzivou, a to z divodu obsahu mnoha prospésnych biologicky aktivnich latek,
vitamind ¢i esencialnich vitamind. [100] Zaroven je ale med jednim z potravinarskych
vyrobki, které mohou obsahovat PA. V¢ely sbiraji pyl nebo kvétinovy nektar z Siroké skaly
rostlin, a proto jsou v medu pozorovany rizné profily PA. [101] Pfedchozi studie ukazaly
velmi Casty vyskyt téchto alkaloidi v medu. [102] Jako piiklad 1ze uvést studii vyskytu PA
ve Spanélském surovém medu, kde byly toto latky detekovany az v 94 % analyzovanych
vzorkd. [103] Med vyrobeny z jiZ zminéné rostliny Echium plantagineum L. je znamy pro

svlj vysoky obsah PA. [5]

Dle doporuceni Spolkového ufadu pro hodnoceni rizik (BfR; znémdciny Das
Bundesinstitut fiir Risikobewertung) by peroralni ptijem PA nemél piekrocit denni davku
0,007 pgkg! t&lesné hmotnosti. Vezmeme-li tedy osobu o hmotnosti 60 kg, kterd denng
konzumuje 20 g medu, tak by dany vzorek medu nemél obsahovat vice nez 21 pg-kg™! PA.

[104]

Kromé ptitomnosti PA v samotném medu je tfeba mit na paméti také to, Ze se med spolu
s témito kontaminanty dostava i do dalSich vyrobkl. Takovym ptikladem miize byt tieba
medovina, kdy je spolu s hepatotoxickymi PA konzumovéan i ethanol, jehoz samotna

konzumace mlZze zplisobovat zavazna onemocnéni jater. [53]
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4.2.2 Caj a bylinny ¢aj

Po pitné vode¢ je ¢aj celosvetove nejcastéji konzumovanym napojem. [105] Tento velmi
oblibeny a levny napoj se ziskdva zpracovanim listi cajovniku, pfi¢emz jeden z nejcastéji
konzumovanych ¢aji jsou listy kete Camellia sinensis (Cajovnik ¢insky). Tento se vyznacuje
svymi antioxidacnimi a protirakovinnymi vlastnostmi, pficemz také pomaha proti diabetu
a castecné i proti obezité. [106] Rocni spotieba Caje se odhaduje na 297 miliard litrd,
tj. spotieba na jednoho obyvatele €ini ptiblizn¢€ 37 litrti ro¢né. Jeho kvalita zavisi mimo jiné
na zeméd¢lskych podminkach a spravné sklizni. Pfitomnost PA v €aji je pfisuzovana pleveli,
zdrojii expozice PA a jejich N-oxidi, a to hlavné z dvodu vysokého poctu osob, kteti jej
konzumuji v enormnim mnozstvi. [60] Ovocny c¢aj nebyva kontaminovan rostlinami

obsahujicimi PA, a proto nema na celkovy pfijem PA vliv. [11]

S problematikou vyskytu PA v ¢aji se poji i nedavno publikovana prace Hanse
Reinharda & Otmara Zollera. [105] V této studii byly v letech 2013-2020 sledovany tfi
bylinné ¢ajové vyrobky se sedmi riiznymi Sarzemi a pét ledovych ¢ajovych ndpoji, pficemz
se v priubéhu ¢asu obsah PA zna¢n¢ zménil. Zatimco byl zaznamenan vyznamny pokles
celkové hladiny PA ve smiSeném bylinném ¢aji (>80 %) a dvou matovych (>95 %), obsah
PA znacné vzrostl ve Ctyfech z péti napoji z ledového Caje (>80 %). Ackoliv je piijem
ledového €aje ve srovnani s konzumaci ostatnich ¢ajii u béZznych konzumentii zanedbatelny,
mohl by zde byt problém u Castych konzumentti tohoto typu vyrobku, kterymi mohou byt
1 déti.

Ve studii publikované v roce 2017 Patrickem P.J. Mulderem a spolupracovniky [16]
obsahovalo PA 92 % c¢aji (zelenych, Cernych a bylinnych). Vzhledem k tomu, Ze témét
vSechny druhy caje obsahovaly vysoké mnozstvi PA, pfedstavuje ¢aj problém z hlediska
bezpecnosti potravin. V ramci riznych typl caje lze detekovat rtizné profily PA nicméné
zde dominovaly PA senecioninového typu, a to zejména senecionin (Obrazek 8, str. 18),
retrorsin (Obrazek 10, str. 20), senecifylin (Obrazek 19, str. 34), senecivernin (Obrazek 19,
str. 34) a jejich N-oxidy, které dohromady piedstavovaly 76 % celkového obsahu PA. Cerny
¢aj obsahoval podstatné vys$i mnozstvi ptislusnych N-oxidl nez ¢aj zeleny.

Evropska komise zvefejnila v prosinci 2020 maximalni limity PA pro ¢ajové a bylinné
¢aje. Maximalni limity se pohybuji od 1,0 ng-kg ™' u nékterych tekutych produktt pro kojence
a malé déti az do 400 pg-kg! u n&kterych susenych bylin pro bylinné caje. Dale jsou zde
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obsazeny i maximalni limity naptiklad pro néktera koteni jako je oregano, majoranka ¢i

libegek, a to do 1000 pug-kg!. [107]

Nabizi se otazka, zdali je konzumace Caje kontaminovaného PA bezpecnd. Odpoved’
zalezi na spousté veli¢in. V pfipadé méné kontaminovaného ¢aje a primérného konzumenta
by tento sam o sob¢ nemél byt nebezpecny. Nicméne, pokud je takto kontaminovany caj
podan malému ditéti, tak je riziko mnohem vyssi. Za piredpokladu, ze konzumujeme vysoce

kontaminovany ¢aj v nadmérném mnozstvi, tak uz je diivod k obavam. [105]

Ptestoze roste povédomi o kontaminaci ¢aje a bylinného ¢aje plevelem obsahujicim PA,
je tieba vyvinout dalsi usili k feSeni a prizkumu tohoto problému. Déle musi pokracovat
usili o snizeni obsahu necistot v ¢aji a bylindch pro bylinné ¢aje, aby byla hladina PA ve

finalnich vyrobcich nizsi. [105]

4.2.3 Dopliiky stravy

Dopliiky stravy se v dnesni dobé t&si velké oblibé lidi po celém svéte. Kromé pripravkil
obsahujicich koncentrované mineralni latky nebo vitaminy vzrostla poptavka také u dopliki
na bazi bylin nebo rostlin. Tyto mohou obsahovat nejen slouceniny s moznymi piinosy pro
zdravi, ale také potencidlné Skodlivé slozky, a to praveé PA, jelikoz v minulosti obsahovaly

rostlinné dopliiky stravy vysoky obsah téchto latek. [56]

Dle vyzkumu Evropského tfadu pro bezpe€nost potravin (EFSA; z angl. European Food
Safety Authority) z roku 2016 byly u doplikl stravy na bazi pylu detekovany primeérné
koncentrace PA ve vysi 235-253 ugkg!. Podstatng vyssi koncentrace byly nalezeny
u n&kterych rostlinnych extraktli jako je brutnék lékatsky s obsahem az 31 mg-kg™! v susing,
nebo v kostivalu 1ékaiském s obsahem az 30 mg-kg™' v susing. Nejvyssi koncentrace PA
byly detekovany v ne€kterych kapslovych ¢i tabletovych dopliicich s rostlinnym materidlem
(napt. Sadec konopa¢ obsahoval az 2,4 g-kg ™' PA). [108] Nicméné EFSA nepopsala zptisob,
jakym byly vzorky analyzovany.

Na druhou stranu, ve studii publikované roku 2020, zkoumal Florian Kaltner a spol. 50
dopliikli stravy na bazi bylinnych a veelich produkti, pfi¢emz dospél k naprosto odliSnym
vysledklim. Zatimco 62 % vzorkid neobsahovalo zadné PA, 38 % vzorkli obsahovalo tyto
latky ve velmi nizkych koncentracich (max. 105 ng-g™!). Vzorky byly analyzovany pomoci

HPLC-MS/MS. [56]
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S ohledem na vyse uvedené vysledky lze tedy fici, ze dopliiky stravy je tfeba sledovat,
ale pro bézného dospélého spotiebitele neni diivod k obavam. Nicméné je ale tfeba brat
ohled na to, ze PA konzumujeme spolu s dal§imi potravinami. Nebezpeci téchto latek tedy
tkvi hlavné v kombinaci s vice druhy kontaminovanych potravin, soubézné s jejich vysokym

mnozstvim a mnozstvim PA v nich obsazenych.

4.2.4 Zivo&isné produkty

Do zivocichii a nasledn¢ jejich produkti se PA dostdvaji skrze rostliny. Ukazalo se
naptiklad, Ze mléko zvifat obsahuje PA, kdyz konzumuji rostlinny material, ktery je
obsahuje. V piipadé &lovéka je to obdobné. Cili mateiské mléko také miize zpUsobit
onemocnéni jater u novorozencii a kojenct v pripadé, Ze matka konzumuje kontaminované
produkty. [109] 1 kdyZz se N-oxidy produkované v jatrech rychle vylucuji moci, tak

u laktujicich zvitat a clovéka muze byt urcity podil izolovéan ve vodné fazi mléka. [97]

Vyzkumna skupina Patrika Muldera zkoumala ptenos PA z kontaminovaného krmiva
do mléka, a to tak, ze byly kravy po dobu tii tydnti krmeny zvySujicim se mnozstvim (50—
200 g denné) susené¢ho ragwortu (Senecio). U mléka byl zjistén vyskyt PA, pficemz hlavni
sloZzkou byl jakolin, coz je zvlastni, jelikoZ pfitomnost jakolinu v ragwortu ¢inila minoritni
zastoupeni a prekvapivé se v ném témet nevyskytovaly N-oxidy. Do mléka se pieneslo

piiblizné pouze 0,1 %, a to skrze jejich znacnou metabolizaci. [110]

V praci publikované roku 2020 autofi uvadéji jaky ma vliv krmeni kontaminovanym
krmivem na hladinu PA v mléce krav. [111] Nejvyssi hladiny byly zjiStény u smési ragwort,
a to kolem 22 pg-1™!, nasledovalo krmivo s hadincem obecnym (8 pgl™!) a nejméng
obsahoval staréek obecny (3 pg1™!). Hladiny PA byly vzdy vyssi veder nez rano a dojilo se
vzdy pied podanim krmiva, a to rdno po dobu 4 dnl. V piipadé starCku obecného byly
hladiny rano prakticky nezjistitelné. Na Obrazek 25 je znazornéna celkova koncentrace PA
v mléce, pficemz kravy byly krmeny vzdy 200 g smési ragwort, starku obrecného nebo

hadince obecného.
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Obrazek 25 Celkové koncentrace PA v mléce dojnic (upraveno dle citace [111]).

Ve studii publikované Gfadem EFSA byly PA zjistény v 6 % vzorkli mléka, a to
v koncentracich 0,05-0,17 pug-1"!. Nejéast&ji se vyskytujicimi PA byly senkirkin (Obrazek
26), otosenin (Obrazek 26), jakolin (Obrazek 26), lykopsamin (Obrazek 18, str. 32), retrorsin
(Obrazek 10, str. 20) a echimidin (Obrazek 9, str. 19). [112]

otosenin senkirkin jakolin

Obrazek 26 Strukturni vzorece otoseninu, senkirkinu a jakolinu.

V dalsi praci, publikované Monique de Nijsem a spol., byla pozornost zaméfena na
smetanu, mléko a syry, a k tomu 1 na citlivost PA pfi technologickém zpracovani. [79]
V ramci této studie byla koncentrace PA ve smetané oproti termizovanému a odstiedénému
mléku mirn€é sniZzena, coZ se nejevi jako pfili§ prekvapivé, jelikoz PA jsou velmi dobie
rozpustné ve vod¢. Zaroven bylo zjiSté€no, Ze ohfev pasterizovaného mléka (76 °C; 15 s)

a UHT sterilizovan¢ho mléka (140 °C; 4 s) nema zadny vliv na koncentraci PA v kone¢nych
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produktech. Nicméné fermentace do jisté miry plsobi inhibicné, jelikoz fermentaci jogurtu
bakterii mlé¢ného kvaSeni, pfipadné jesté v kombinaci s nizkym pH. Nejvice obsazenym PA
byl jakolin (Obrazek 26) (68-73 %), dale otosenin (Obrazek 26), jakobin (Obrazek 19,
str. 34) a nakonec dehydrojakolin (vSechny s obsahem 4—6 %). Podobné vysledky Ize nalézt
také ve studii podporované ufadem EFSA, kdy nebyly zaznamenany u zadného z 25 vzorka
jogurtt ziskanych z maloobchodu koncentrace PA vyssi, nez ¢inila mez kvantifikace (LOQ).
Zaroven byl v ramci této studie zkouman 1 syrovatkovy prasek, jelikoz se ¢asto pouziva jako
ptisada do kojenecké vyzivy. Vysledkem bylo, ze ve vSech vzorcich se PA vyskytovaly
v podlimitnich hodnotach. [112] U syri, kterym se vénoval Monique de Nijs a spol. ve vyse
zminéné publikaci, [79] byl rovnéz, stejné jako u jogurtl, zaznamenan pokles PA, kdy se
béhem 6tydenniho zrani syrt celkova koncentrace PA snizila o 38 %. Tento pokles je
pravdépodobné opét spjat s mikrobidlni fermentaci. Koncentrace PA v syrovatce a syru byla
srovnatelnd. Nejvice obsazenym PA ve zkoumanych syrech byl jakolin (76-80 %), dale

jakobin (6—10 %), otosenin a retrorsin (3—4 %).

V préci publikované G. J. Diazem a spolupracovniky [113] bylo prokazano, ze muze
dochdzet k pienosu PA z krmiva na vejce. Rezidua téchto latek nalezena ve vejcich byla

piedevsim zakladniho typu PA s pouze velmi malym mnoZstvim PANO.

Studie pfenosu PA skrze vejce a maso, kterou publikoval v roce 2016 Patrick P. J.
Mulder a kolegové [114] naznacuje, Ze piijem kontaminovanych bylin nosnicemi miiZe vést
k vysokym hladindm téchto alkaloidli ve vejcich a mase. V ramci dalsi studie, ktera byla
publikovana o rok pozdéji, [16] byla zjiSténa kontaminace PA pouze u dvou z 205
analyzovanych vzorki a stanovené hladiny PA byly velmi nizké (0,10-0,12 pg-kg™).
Skladba PA byla podobna tém, které byly nalezeny v mléce. Z tohoto l1ze usoudit, ze krmivo

kufat téméf nebyva kontaminovéano PA.

Stejnym zpiisobem jako se PA ptendSeji na rostliny, se mohou pfenéset také do masa.
Nicméné ohledné tohoto ptenosu bylo provedeno velmi malo studii. V ramci experimentu
zroku 1971 Dbyla Sténata krmena vafenym masem ze zvifat otravenych
druhem Trichodesma, ktery obsahoval dehydro PA. To mélo za nasledek smrt nebo vznik
nevratnych patologickych zmén testovanych zvirat béhem 3—4 mésict, pficemz se zjistilo,
ze v mase nebyly vafenim zniCeny toxické zbytky alkaloidi. [97] Ve vySe uvedené studii
Patricka P. J. Muldera, [114] provedené na slepicich, bylo zjisténo, ze PA zilistavaji v tkdnich

in€kolik dalSich tydnl po vyfazeni téchto kontaminantli z krmiva. Dale také byly
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zaznamenany mnohem vy$si hladiny PA v jatrech a ledvinach nez v prsnim svalu, coz je

logické, vzhledem k toxickym ucinkiim pravé na tyto organy.

4.2.5 Limity pyrrolizidinovych alkaloidii v potravinach
Od cervence 2022 vstoupily v Evropé v platnost maximalni hladiny PA v n¢kterych
potravinach dle Naftizeni evropské komise 2020/2040, jak ukazuje Tabulka 3. [107]

Tabulka 3 Natizeni evropské komise pro maximalni limity pyrrolizidinovych

alkaloida v nekterych potravinach (upraveno dle citace [107]).

1 Bylinné ¢aje (suseny produkt), vyjma uvedenych v bod¢ 2 a 4 200

Bylinné ¢aje z rostliny rooibos, anyzu, medunky, hefmanku,

tymidnu, maty peprné, aloisie citronové (suSen¢ho produktu)

? a smési sloZzené vyhradné z téchto susenych bylin, vyjma uvedenych 00
v bod¢ 4

3 Caj a aromatizovany &aj (suseny), vyjma uvedenych v bodé 4 150

4 Caj, aromat. &aj a bylinné &aje pro kojence a malé déti (suseny) 75

5 Caj, aromat. &aj a bylinné &aje pro kojence a malé déti (tekuté) 1,0

p Dopliiky stravy obsahujici bylinné slozky véetné extrakti, vyjma 200
uvedenych v bodé 7

7 Dopliiky stravy na bazi pylu, pyl a produkty z pylu 500

g Listy brutnéku lékatského (Cerstvého, zmrazeného) uvadéné na trh 250
pro kone¢ného spotiebitele

9 Susené byliny, vyjma susenych bylin uvedenych v bod¢ 10 400

10 Brutnak, libecek, majoranka a oregano (susené) a smési slozené 1000
vyhradné z téchto suSenych bylin

11 Semena fimského kminu (kotfeni) 400
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5 MOZNOSTI STANOVENI PYRROLIZIDINOVYCH ALKALOIDU

Z duavodu toxicity PA je dulezité kontrolovat jejich vyskyt v potravinach a surovinach
pouzivanych pro jejich vyrobu. Toho lze dosdhnout prostiednictvim vyvoje citlivych
a selektivnich analytickych metod, diky kterym je mozno tyto slouCeniny identifikovat
a kvantifikovat. [1, 115] V soucasnosti je znamo vice nez 660 riznych PA (vcetné N-oxidu),

nicmén¢ k dispozici je pouze omezeny pocet referenc¢nich sloucenin (standardit). [96]
Analyzu PA lze rozd¢lit do tii fazi jejichz €innost zavisi na mnoha faktorech:
e extrakce,
e separace,

e identifikace. [59]

5.1 Extrakce z potravinarské matrice

Extrak¢éni metoda musi zajistit u€¢innou extrakci PA i PANO, jelikoz se bézné vyskytuji
soucasn¢. Ztoho divodu pirevlada klasicka extrakce alkaloidii stfedné polarnimi az
polarnimi organickymi rozpous§tédly nebo okyselenymi vodnymi roztoky. PANO jsou
polarni molekuly, tudiz mohou byt snadno extrahovany poldrnimi rozpoustédly, jako je
methanol nebo zfedéné vodné kyseliny. [97] Podminky extrakce mohou ovlivnit kvalitu

a mnoZzstvi vytézku PA, napf. teplota extrakce mliZze ovlivnit proces extrakce. [78]

Extrakce PA z riznych vzorkl zavisi na formé a typu sledovaného alkaloidu, jakoZ i na
slozitosti pouzité matrice. Proces extrakce zpravidla zahrnuje tii faze, kterymi jsou ptiprava

vzorku, samotna extrakce a purifikace. [59]

5.1.1 Priprava vzorku

Piiprava vzorku miZe zahrnovat jednoduché fezani rostlinného produktu, nebo také
homogenizaci, ¢i rozmélnéni zmrazeného nebo suSené¢ho materidlu za ucelem zvétSeni

povrchu pro extrakei. [59]

Dulezité je zajistit, aby byl vzorek dostatecné velky a také homogenni, jelikoZ nékteré
¢asti rostlin, jako jsou semena nebo fragmenty kofend, mohou obsahovat velmi vysoké
mnozstvi PA. Homogenizaci vzorku lze dosdhnout riznymi technikami mleti a michéni.

[115]
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Vzorky rostlin mohou byt smichany v ¢erstvém stavu, a proto mohou byt celé porce
homogenizovany v extrakénim rozpoustédle. V jinych ptipadech se miize jako vhodnéjsi
jevit vzorek zmrazit a smichat se suchym ledem nebo tlouckem ve tieci misce s kapalnym
dusikem. Rostliny lze susit na vzduchu, ve vakuu ¢i v susarné. Bohuzel nebyla provedena

zadna srovnavaci studie o zménach ve slozeni PA vyvolanych t€émito metodami suSeni. [115]

5.1.2 Extrakce

Je znamo mnoho raznych technik vhodnych pro extrakci PA z 1éCivych rostlin, pficemz
vétsina z nich je zaloZena na maceraci nebo perkolaci. Tyto zaroven ptedstavuji dva hlavni
zpisoby extrakce. Béhem macerace je vzorek maceny ¢ili nasakly rozpoustédlem (extrakce
diskontinualni), zatimco béhem perkolace rozpoustédlo protékd rostlinnym materidlem

(extrakce kontinualni). [78]

Jak PA, tak PANO jsou velmi omezené rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech (napf.
hexanu). Nejlépe se extrahuji poldrnimi rozpoustédly (napf. methanolem), piipadné
vodnymi roztoky zfedénych kyselin. Tato rozpoustédla rozpoustéji PA i PANO relativné

snadno. [115]

V soucasnosti je stale hojn€ pouzivanou extrakce typu pevna latka—kapalina, a to ptesto,
Ze je zndmo a popsano mnoho dalSich modernich a mnohdy i U¢innégjSich extrakénich
a purifikacnich technik, jako je extrakce na pevné fazi (SPE) nebo postup znamy pod

zkratkou QUEChERS. [59]

QuEChERS (z angl. Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), lze definovat
jako rychlou, jednoduchou, ekonomicky nendro¢nou, u¢innou, robustni a bezpecnou
extrak¢ni metodu. Jedna se o jednoduchou extrakéni techniku, [116] ktera se v posledni dobé
stala popularni pii analyze Sirokého spektra analyti v obrovském spektru vzorkt. Vyhodou
této metody je pouziti malého mnozstvi materidlu a rozpoustédla, a zaroven zkraceni Casu
pottebného k ptipravé vzorku. [117] Zahrnuje soucasnou extrakci a Cisténi vzorkil pro
stanoveni vice analytl soucasné. [118] Tato extrakéni metoda, jak plyne z jejiho ndzvu, ma

také vysokou ucinnost. [117]

Extrakce na pevné fazi (SPE, z angl. Solid Phase Extraction), pfipadn¢ mikroextrakce
na pevné fazi (SPME, z angl. Solid Phase MicroExtraction) se ¢asto provadi za tcelem
ziskani obohacenych frakci PA. [119] SPE je rychla, snadna a k pfirod¢ Setrna metoda, a to
diky snizené spotieb¢ rozpoustédla ve srovnani s extrakci typu kapalina—kapalina. Zaroven

je ekonomicky dostupnd, umoziiuje snadnou automatizaci a krat§i dobu analyzy, a také je
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vhodnéjsi pro vzorky s nizkou koncentraci analytu. [120] Bylo zjisténo, SPE se silnou
katexovou vyménou je vhodnd pro rostlinné extrakty a pro mnoho hepatotoxickych druhti
PA a PANO. Dale také poskytuje G¢inné zachyceni z matric na bazi medu a nésledné

uvolnéni do amoniakového methanolu. [104]

Casto pouzivana je také extrakce typu kapalina—kapalina. Z kapalného roztoku se analyt
ptevede do jiného kapalného rozpoustédla, a to manualné protiepanim obou kapalin
v délickach nebo v extraktorech, kdy se analyzuje rozpoustédlo s analytem. V ptipadé

extrakce PA lze pouzit napiiklad smés kyseliny sirové a hexanu v poméru 2:3. [121]

U velmi malych vzorkd, naptiklad hmyzu, se PA nejlépe extrahuji pomoci kyselého
methanolu, protoze rozpoustédlo 1ze pouzit jako konzervacni médium. Pred extrakci mize

byt hmyz po zmrazeni v kapalném dusiku rozemlet na prasek. [122]

5.1.3 Purifikace

Postupy cisténi se povazuji za nezbytné pro vétSinu rostlinnych a potravinatskych
matric analyzovanych s cilem stanovit obsah PA. Pro nékteré vzorky, jako je napf. med,

muze byt extrakce a ¢iSténi provedeno v jednom kroku. [115]

Terciarni PA 1 jejich N-oxidy jsou relativné polarni, tudiZ jejich roztoky v okyselené
vodé nebo ve smési vody s methanolem lze snadno vy¢istit od nepolarnich slozek, jako jsou

tuky, vosky €1 terpeny, a to promytim hexanem nebo petroletherem. [115]

5.2 Separace a identifikace

Nekteré separacni techniky (pfedevSim kapalinovd a plynova chromatografie c¢i
elektroforetické metody) jsou Casto spojeny s technikou zabezpecujici identifikaci dané¢ho
analytu (detektor), mnapf. UV-Vis, plamenové-ioniza¢ni detektor, hmotnostné-
spektrometricky detektor atp. Naproti tomu, jiné metody, jako napiiklad nukledrni
magneticka rezonance (NMR) ¢&i infradervena spektrometrie (IC) predstavuji techniky Gisté

identifikaéni.

Po extrakci vzorku nésleduje provedeni separace a identifikace jednotlivyh latek ve
vzorku se nachazejicich. K analyze PA lze pouzit mnoho separacnich technik, pficemz
v soucasné¢ dobé nejpouzivanéjSimi jsou metody chromatografické, a to diky jejich
snadnému pouziti, ¢asové a ekonomické nenaro¢nosti, a vysoké mife reprodukovatelnosti.
Standardné pouzZivanymi chromatografickymi metodami jsou vysokoucinna kapalinova

chromatografie (HPLC) a plynova chromatografie (GC), které 1ze kombinovat s riznymi
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detekénimi technikami. [59, 78] Jako nejucinnéjsi technika se v pfipad¢ separace
a identifikace PA zda byt vysokoucinna kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni

spektrometrii (HPLC-MS). [59, 78, 123, 124]

Mezi dalsi relativné ¢asto pouzivané separacni metody pro analyzu PA patii kapilarni
elektroforéza (CE), jejiz separace je zaloZena na migraci molekul v elektrickém poli. CE
byla pouzita jen pfi nékolika stanovenich PA, [59, 78, 115] jelikoz mé velmi omezené pouziti
pro stanoveni PA, a to z divodu niZzsi citlivosti pii stanoveni vice druhti téchto alkaloidi.
[122] Dale to muze byt kapkova protiproudova chromatografie (DCCC, z angl. Droplet
Countercurrent Chromatography) slouzici jako automatizovand metoda separace kapalina—
kapalina a rizné techniky elektrokinetické chromatografie (MEKC, z angl. Miscellaneous
Electrokinetic Chromatography, které jsou zaloZzeny na kombinaci elektroforetického

a chromatografického principu. [59, 78]

Vyjma hmotnostni spektrometrie se k detekci PA pouzivaji také techniky
kolorimetrické, které byly vyvinuty pro detekci 1,2-nenasycenych PA a PANO. PA
poskytuji barevné reakce s riznymi €inidly, které se obvykle pouzivaji k detekci alkaloida.
[115] DalSimi detekénimi metodami mohou byt nukledrni magnetickd rezonance,

imunologické techniky nebo techniky zalozené na UV-Vis spektrometrii. [59, 78]

5.2.1 Odstrediva protiprouda separace

Odsttediva protiprouda separace (CCCS, =zangl. Centrifugal Countercurrent
Separation) se d¢li na protiproudou chromatografii (CCC, zangl. Countercurrent
Chromatography) a odstfedivou délici chromatografii (CPC, z angl. Centrifugal Partition
Chromatography). Pro CCS jsou dostupné automatizované a relativné uzivatelsky ptivétivé
pristroje, jejichz vyhodou jsou nizké tlaky, vysoké prutoky a spousta druhli rozpoustédel,

které mohou byt pro analyzu pouzity. [125]

CCC je délici chromatografie ve fazich kapalina—kapalina, pfi niZ se pouzivaji dvé
nemisitelné rozpoustédlové faze, z nichz jedna plisobi jako stacionarni a druha jako mobilni
faze. Jelikoz zde neni pevna faze, mizi ztraty zplisobené nevratnou absorpci na pevnou
stacionarni fazi. Z tohoto divodu je také CCC velmi oblibenou a pouZivanou separacni
a purifikacni technikou v analyze ptirodnich produktt. Novéj$imi variantami CCC je vysoce
ucinnd protiprouda chromatogratie (HPCCC, z angl. High Performance Countercurrent

Chromatography) a vysokorychlostni protiproud4d chromatografie (HSCCC, z angl. High
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Speed Countercurrent Chromatography), jejichz benefitem jsou vyssi rychlosti separace.

[121]

5.2.2 Vysoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

O pouzivani vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) a ultravysokoucinné
kapalinové chromatografie (UHPLC) je stale vétsi zajem pti separaci PA, zejména proto, ze
ptistroje na bazi LC-MS jsou relativné dostupné. [59] Tento typ analytickych metod
piekonava niz§i mez detekce (LOD) a muze poskytnout uzivateli informace nejen
o molekulové hmotnostni dané molekularni entity, ale také o jeji strukture. [126] Jeji

obrovskou vyhodou je moznost soucasné detekce PA a PANO. [97]

Pouziti kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s vysokym
rozliSenim poskytuje vysokou citlivost a pfesné informace o hmotnosti, které jsou vyhodné

jak pii detekci nezndmych struktur, tak pfi stanoveni pravé charakteru pyrrolizidinu. [18]

Analyza LC-MS nevyzaduje redukci PANO na PA, tudiz je niz$i pocet krokti pfipravy
vzorku, a také mens$i pravdépodobnost degradace alkaloidi. [18] Nicméné, vzhledem
k relativné naroc¢né ptipravé vzorki a mnohdy slozité interpretaci ziskanych dat, je tato
metoda Casové 1 pracovné narocnd. [124] V poslednich letech se LC-MS pouzivéa ke
stanoveni Sirokého spektra sloucenin obsazenych v rostlinach. [18] Jeji vyhodou oproti GC
je ucinna separace a detekce bez nutnosti derivatizace, [59] €ili Gpravy nékteré z vlastnosti

vzorku pro spravné provedeni analyzy.

V soucasnosti je také velmi pouZivand jednoduchd a citlivdi metoda kapalinové
chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS). [127] LC-
MS/MS je pravdépodobné nejvhodnéjsi metodou pro analyzu PA, jelikoz extrakt miize byt
analyzovan pfimo a poskytuje cenné informace, které jsou diilezité pfi navrhu struktury dané
latky a z toho plynouciho hodnoceni toxicity. [123] Obvykle se analyza provadi pomoci
hmotnostniho analyzatoru na bazi trojitého kvadrupo6lu v reZimu monitorovani vice reakci
(MRM, z angl. Multiple Reaction Monitoring), a to z divodu vyssi citlivosti pro stopovou
analyzu. Rezim elektrosprejové ionizace (ESI) je vyhodnéjsi nez chemicka ionizace za

atmosférického tlaku (APCI), protoze ESI umoziuje snadnéjsi ionizaci polarnich PANO.

[128]
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Matteo A. Lucchetti a kol. [101] tuto metodu pouzili pro kvantifikaci Sesti riznych PA
a PA N-oxidi ptitomnych v Echium vulgare, pricemz koncentrace PA vyskytujicich se v této

rostling byla v rozmezi od 0,002 png-g™' do 0,153 pg-g .

Technika LC-MS/MS byla také pouzita v ptipad¢ Yan Zhanga a spolupracovnikt [90],
jejichz cilem bylo analyzovat PA v bylindch Eupatorium fortunei a 1éCivych piipravcich
z nich. Prostfednictim této metody identifikovali celkem osm PA, pfi¢emz intermedin N-
oxid a lykopsamin N-oxid mély nejhojnéjsi zastoupeni. Také zjistili, ze celkové mnozstvi
PA se pohybuje od 0,18 do 62 pg-g™! u 30 sarzi bylin a od 0,86 do 37 pg-g ' u 4 komerénich

vyrobka dostupnych bézné na trhu.

Bharathi Avula a kolegové [129] ve sv¢ studii pouzili spektrometr vybaveny hybridnim
hmotnostnim analyzitorem oznacovanym jako Q-TOF (kvadrupodl-analyzator doby letu).
Toto spojeni poskytlo G¢inny nastroj pro rychly screening PA ze vzorki rostlin a doplnikt
stravy. Vysledky provedenych experimenti ukdzaly, Zze metoda byla citliva, selektivni
a poskytovala ucinny piistup k charakterizaci PA a N-oxidu z rostlin a doplikil stravy

v jediném chromatografickém stanoveni.

5.2.3 Plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

Castou komobinaci pouzivanou pro analyzu PA je rovnéz plynovéa chromatografie ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii (GC-MS), standardn€ spojend s elektronovou ionizaci.
[97] Jedna se o metodu, jejiZz vyhodou je vysoka citlivost. Naopak jeji zasadni nevyhodu
predstavuji vysoké teploty pouzivané pii nastfiku vzorku do GC (~200 °C), které mohou
pouzit k analyze PANO, protoze tyto jsou pii vySe uvedenych teplotach nestabilni. GC mize

byt aplikovana na vétSinu PA s vyjimkou té€ch otonecinového typu. [122]

Mimo hmotnostni spektrometrie se GC také velmi Casto uziva ve spojeni s plamenovée

ionizacni detektorem (FID) a o néco mén¢ ve spojeni s detektorem dusiku a fosforu (NPD).

GC-MS pouzila Mary T. Fletcher a kolegové [81] pro stanoveni PA z Crotalaria
medicaginea, jejichZ struktura byla zjisténa pomoci MS a NMR analyzy, pficemZ byla
vyuzita 'H, 13C a 2D NMR. Prvni PA byl identifikovan jako 1pB,2B-epoxy-7B-hydroxy-1la-
methoxymethyl-8a-pyrrolizidin, ktery nevykazuje hepatotoxitu. Druhym izolovanym
alkaloidem byl novy makrocyklicky diester otoncinu, ktery dostal jméno kromedin.

Strukturni vzorce obou sloucenin I1ze pozorovat na Obréazek 27.
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Obrazek 27 a) Kromedin, b) 1B,2B-epoxy-7B-hydroxy-1a-methoxymethyl-8a-pyrrolizidin
(upraveno dle citace [81]).

Mary T. Fletcher tuto metodu pouzila i o dva roky diive [83] pro identifikaci
a kvantifikaci PA z druhti Crotalaria, kdy bylo identifikovano 33 riiznych alkaloidii napfic

24 studovanych taxonil.

5.2.4 Nuklearni magneticka rezonance

Nuklearni magnetické rezonance (NMR) je zalozena na interakci elektromagnetického
vInéni v oblasti kratkych radiovych vin s jadry métené latky v magnetickém poli, piicemz
aktivni jsou pouze jadra s nenulovym spinem, jelikoz pravé ta absorbuji radiové zafeni. Je
to rychla a nedestruktivni metoda slouzici zejména pro strukturni identifikaci, kdy
1 k charakterizaci slozitych molekul staci pouze nékolik miligram@ vzorku. [62] Pouziva se
pievazné pii strukturnim objasnéni purifikovanych PA, a to zejména pii pouziti 'H a 1°C
NMR experimentii. Kvantitativni stanoveni dehydroPA obvykle probiha pomoci 'H NMR
spektroskopie. 'H NMR miize poskytnout kvalitativni informace rychleji a z mensiho
mnoZstvi vzorku nez '*C NMR. V soucasnosti se pro analyzu PA pouZivaji moderni NMR

piistroje pracujici pii vysokych frekvencich (tj. >500 MHz). [97]

Vzhledem ke komplikovanéjsi struktufe fady derivatii PA se pro jejich analyzu pouziva
12D NMR. Tato technika poskytuje pokrocilejsi informace o jejich struktufe a vztazich mezi
atomovymi jadry. Jedna se o velmi pokrocilou techniku, ktera vyzaduje zkuSenost
pracovnika a specializované vybaveni. Tuto metodu, spolu s dal$imi, pouzil napi. Shuai

Huang a kolegové [95] pro objasnéni stuktury PA z Liparis nervosa.

Ramon Prata Oliveira a spolupracovnici [62] pouzili 1D NMR a 2D NMR pro zji§téni

struktury nové objeveného ethylkrotalinu, izolovaného z C. paulina.

V bachoru mrtvych ovci byla ve velkém mnozstvi nalezena semena C. retusa. V.M.T.

Nobre a kolegové [84] pouzili 'H a '3C NMR pro identifikci alkaloiddi pfitomnych
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v semenech. Zjistilo se, Ze ovce byly otrdveny monokrotalinem, jehoz koncentrace
v semenech byla 1,4 %. Z 640 g semen bylo v ethanolickém extraktu ziskano 53,4 g,

v alkaloidové¢ frakci 10,5 g a konecné mnozstvi monokrotalinu bylo 9 g.

5.2.5 Imunologické metody

Imunologické testy jsou rozsdhle pouzivané a znamé. Byly vyvinuty vyznamné
laboratorni metody pro rychlou, selektivni a citlivou detekci analyti v komplexnich
matricich. Imunotesty jsou uzivané pii detekci adukovaného proteinu, ktery vznika pii
biologické aktivaci u pokusnych zvifat a exponovanych lidi. Adukovany protein je takovy,
ktery se piipojil k cilové molekule. Pomoci spole¢ného strukturniho rysu mnoha toxickych
PA, necinové baze retronecinu, védci prokazali, ze zvySené protilatky retronecin-protein
konjugatu mohou v ELISA (vysvétleno nize) detekovat retronecin ¢i monokrotalin. [97]
Imunotesty nalézaji také Casté vyuziti v klinické praxi, jelikoz jsou snadno proveditelné
a odpadaji pozadavky na drahé vybaveni. [130] Provadéji se ve vodnych médiich a jsou

vhodné pro analyzu toxini v biologickych vzorcich. [131]

ELISA (z angl. Enzyme-linked immunosorbent assay) je enzymova imunoanalyza,
ktera byla vyvinuta jako alternativni metoda k tradi¢nim analytickym technikdm detekce PA.
Jeji vyhodou je minimalni naro¢nost na pfipravu vzorkli a moznost zpracovavat mnoho

vzorkl soucasné. [131]

Stephen T. Lee spolu s kolegy [131] popsal dvé kompetitivni inhibi¢ni ELISA. Prvni
test je specificky pro terciarni baze PA a druhy demonstruje zkiizenou reaktivitu na PANO.
Metoda bylo pouzita pro detekci a kvantifikaci riddelliinu v krvi skotu a riddelliinu spolu
s jeho N-oxidem (Obrazek 28) ve vzorcich rostlin. Riddelliin a riddelliin N-oxid nejsou
dostate¢n¢ velké molekuly, aby byly samy o sobé imunogenni. Riddelliin byl proto

konjugovan na protein s vysokou molekulovou hmotnosti, aby vyvolal imunitni odpovéd’.

Ho, —OH Ho, —OH
AN 0 AN o
o 0o

0o~ O o~ O

Obrazek 28 Riddelliin a riddelliin N-oxid.
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5.2.6 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analyticka technika pouzivand k identifikaci
chemickych sloucenin a stanoveni jejich hmotnosti. Principem metody je separace
molekulovych iontll na zaklad¢ jejich hmotnosti a naboje a nasledné detekovani téchto iontt.
Hmotnostni spektrometr se skldda ziontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru
a detektoru. Nejpouzivanéj$i hmotnostni analyzatory jsou kvadrupdlovy analyzator, tojity

kvadrupodlovy analyzator, iontova past a analyzator doby letu.

Pti analyze pyrrolizidinovych alkaloidii pomoci hmotnostni spektrometrie se obvykle
pouziva tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS), nejlépe ve spojeni s MRM. Tato
technika umoznuje identifikaci a kvantifikaci pyrrolizidinovych alkaloidl ve vzorcich. Anja
These a kolegové [132] pouzili v roce 2013 poprvé MS/MS ve spojeni s MRM pro screening
PA. Zjistili totiz, ze MRM vyuziva podobnou zakladni strukturu vSech PA, coz vede ke
spole¢nému, a tedy predvidatelnému chovani fragmentace. Na tomto zaklad¢ byla vyvinuta
metoda, ktera screenuje struktury PA a umoznuje detekci jednotlivych PA az do nizkych
koncentraci v fadech pg-kg'. Tato metoda umoziuje nejen detekci kazdého jednotlivého

PA, ale také stanoveni celého obsahu PA bez nutnosti analytickych standardt kazdé PA.

Pocatek 21. stoleti 1ze povazovat za urcity meznik v oblasti hmotnostni spektrometrie
(MS), a to diky zavedeni ambientnich ioniza¢nich technik. [133] K témto technikdm patii
napiiklad pfima analyza v redlném case (DART, z angl. Direct Analylsis in the Real Time),
kterd probiha za atmosférického tlaku nebo desorpéni elektrosprejova ionizace (DESI,
z angl. Desorption Eletrospray lonisation), které se pouZivaji ve pfimo spojeni s hmotnostni
spektrometrii. DART je zaloZena na principu ionizace inertniho plynu (helia nebo dusiku)
zaucelem vytvofeni proudu plazmového plynu, jeho zahfivanim proti vzorku, desorbovanim
aionizaci vzorku, ktery se pouziva pitimo ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Ve srovnani
s konven¢nimi postupy nevyzaduje DART-MS vakuum v ¢4sti iontového zdroje a je snadné
pfimo ionizovat vzorek bez nutnosti dal$i chromatografické separace. Pomoci DART-MS
s vysokou ucinnosti a jednoduchou obsluhou je mozné provést kvalitativni analyzu
vrealném cCase a ziskat vysledky béhem nékolika sekund. [123] Kombinace DART
a riznych hmotnostnich spektrometrti umoziiuje analyzovat vzorky potravin bez nutnosti
jejich predchozi tpravy. [124] Mezi nevyhody této metody patii komplikovanost ziskanych

spekter, omezena citlivost a selektivita.
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Yilin Chen s kolegy [123] pouzil DART-MS pro rychlou identifikaci a stanoveni Sesti
PA v Gynura japonica, tabletaich Qianbai Biyan, granulich Huahong a kravském mléce.
Vysledky DART-MS ukazuji, Ze v Gynura japonica bylo detekovano 121 pg-g~! senecioninu
a 234 ug-g ! senecifylinu, v tabletdch Qianbai Biyan bylo detekovano 37 pg-g ! adonifolinu,
granule Huahong obsahovaly 2 pg-g ™! senkirkinu a ve vzorcich mléka nebyly zjistény zadné
PA. DART-MS analyza poskytla velmi podobné vysledky jako HPLC-MS, s korelacnim
koeficientem (R?) > 0,98.

5.2.7 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie je analyticka technika, ktera se pouziva k méfeni absorpce svétla ¢i
zareni elektromagnetického spektra slou¢eninami ve vzorcich. Tato metoda je zalozena na
principu, ze molekuly absorbuji svétlo pii specifickych vinovych délkach, coz umoziuje
identifikaci a kvantifikaci sloucenin ve vzorcich. Nejcastéji se pouziva UV-Vis
spektrofotometrie, coz je technika, ktera méfi absorpci svétla ve viditelné (Vis) a ultrafialové
(UV) oblasti spektra. Pii UV-Vis spektrofotometrii se svétlo o urcité vinové délce projde
vzorkem a méfi se intenzita svétla po prichodu vzorkem. Vysledkem je spektrum absorpce,

které ukazuje, jaka ¢ast svétla byla absorbovana vzorkem pfi riznych vlnovych délkach.

Spektrofotometricka detekce dehydro PA a PANO, mimo PA otonecinového typu, je
zaloZena na jejich barevné reakci s ¢inidli obsahujicimi primarni a sekundarni aminy. Tyto
metody nejsou schopny kvantifikovat jednotlivé PA, ale umoziiuji stanoveni celkového
obsahu dehydro PA. [97] V UV spektrometrii se pouzivd Erlichovo C¢inidlo se
spektrofotometrickou detekci ke kvantitativnimu meéfeni PA v pSenici a mouce. [115]
Terciarni PA se oxiduji na odpovidajici PANO, dale probiha dehydrogenace na pyrroly,
a nakonec se spoji s Ehrlichovym ¢inidlem za vzniku purpurového zbarveni, které¢ 1ze meétit

spektrofotometricky pii 563 nm. [97]

Moznosti je také pouZziti methyloranZze, kterd je dobfe rozpustna v organickych
rozpoustédlech a tvoti zluty komplex. Methyloranz se uvolituje z organického roztoku pfi

oSetteni silnou kyselinou a méfi se spektrofotometricky pii 525 nm. [97, 134]
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6 VYHLED DO BUDOUCNA

Pyrrolizidinové alkaloidy a rizika jejich nevédomé konzumace se zacinaji dostavat do
povédomi Siroké vefejnosti, nacez je tfeba v tomto pokracovat, aby se snizila rizika spojena

s jejich konzumaci, véetné otrav a umrti lidi i zvirat.

Z hlediska potravinafstvi, je potfeba peclive sledovat PA v rostlinach, kontrolovat jejich
pfenos na potraviny, pfipadné regulovat jejich mnoZzstvi, coz je velmi dulezité pro

bezpecnost potravin a zdravi spotiebitele.

V budoucnosti je tieba dalSiho vyvoje a zlepsSeni analytickych metod pouzivanych pro
detekci a identifiakci PA v potravinach, potravinovych doplicich i rostlinach. . Tato zlepSeni
zahrnuji zvySeni citlivosti a selektivity detekce PA pomoci technik jako je kapalinova
chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS), jelikoZ tato se jevi jako
nejvhodnéjsi. [59, 64, 78] Nicméné je tieba vyvinou snahu o nalézani ¢i zlepSovani i jinych

metod stanoveni PA a PANO.

V neposledni fad¢ se jako nezbytné jevi pokracovat ve zkoumani téchto latek, jelikoz
stale chybi mnoho informaci, a to naptiklad o jejich celkové biosyntéze. Z divodu vyznamné
farmakologické aktivity a mozného budouciho 1écebného vyuziti nékterych PA je dulezité
udrzovat jejich biologickou aktivitu, a naopak snizit toxicitu na minimum. Zaroven je tieba
objevovat a studovat prozatim neznamé ¢i méné zndmé druhy PA, a to jak z hlediska jejich

potencidlniho vyuziti v medinalni chemii, tak 1 jejich moZnych nebezpecnych tcinki.
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ZAVER
Pyrrolizidinové alkaloidy jsou skupinou ptirodnich latek, které se vyskytuji v nékterych

rostlinach. Tyto latky mohou negativné ovliviovat lidské zdravi, predev§im s ohledem na

jejich hepatotoxicitu, karcinogenitu a nebezpeci vrozenych vad ¢i umrti plodu.

Toxicita této tiidy alkaloidti pro clovéka a mnoho zvitat obvykle pievysuje jejich mozné
1é¢ebné vyhody. Bez ohledu na to nelze popfit, ze PA maji zajimavé biologické u€inky a neni

tak vylouceno, Ze by mohly byt nékteré z nich v budoucnu pouzita jako 1éCiva. [59, 64]

PA jsou casto pfitomny v rostlinach jako jsou starcek, hadinec, oto¢nik a dalsi. Tyto
rostliny mohou kontaminovat potravu zvifat i lidi, pficemz se mohou dostavat do jejich
mléka ¢i masa. Konzumace potravin nebo potravinovych ptisad obsahujicich PA mtize byt

zdravi Skodliva.

Kontrolni orgdny v mnoha zemich sleduji a omezuji obsah PA v potravinach. Metody
detekce jsou na velmi dobré irovni a ¢asto se pouzivaji pro kontrolu potravinovych vyrobki,
avsak stéle je prostor pro jejich zdokonalovani. Konzumace potravin s nizkym obsahem PA
je povazovana za bezpecnou, pfi¢emz nadmérnd expozice PA mize zpusobit zdravotni

problémy.

Pyrrolizidinové alkaloidy jsou stale pfedmétem vyzkumu a zjiSt'uji se nové informace
o jejich vlastnostech a moznych rizicich. Je velmi dilezité dbat na dodrZzovani doporuceni
tykajicich se obsahu PA v potravinach a sledovat aktualni poznatky vychazejici z vysledkl

védecko-vyzkumné Cinnosti této oblasti se vénujici.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AK aminokyselina

APCI chemickad ionizace za atmosférického tlaku
BfR Spolkovy trad pro hodnoceni rizik (Das Bundesinstitut fiir Risikobewertung)
CcCC protiproudad chromatografie

CCCS odstrediva protiprouda separace

CE kapilarni elektroforéza

CPC odstiediva délici chromatografie

CSS protiprouda separace

DART pfimé analyza v redlném case

DCCC kapkova protiproudova chromatografie
EFSA Evropsky ufad pro bezpecnost potravin
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

ESI ionizace elektrosprejem

GC plynova chromatografie

GSH glutathion

HPCCC vysokouc¢inna proudova chromatografie
HPLC vysoceucinna kapalinova chromatografie
HSCCC vysokorychlostni protiproudova chromatografie
LC kapalinova chromatogratfie

LD smrtnd davka

LOD mez detekce

LOQ mez kvantifikace

MEKC elektrokineticka chromatografie

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

MRM vicenasobné reakéni monitorovani
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MS

NMR

PA

PANO
Q-TOF
QuEChERS
SPE

TLC
UHPLC
UHT

Uv

hmotnostni spektrometrie

nukledrni magnetické rezonance

pyrrolizidinové alkaloidy

N-oxidy pyrrolizidinovych alkaloida

hybridni hmotnostni analyzator na bazi kvadrupdlu a analyzatoru doby letu
rychly, jednoduchy, levny, G¢inny, robustni a bezpecny

extrakce na pevné fazi

chromatografie na tenké vrstvé

ultravysokoucinna kapalinova chromatografie

osetfeni velmi vysokou teplotou

ultrafialové
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