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Anotace

V praci byla modifikovana metoda pro HPLC-MS stanoveni tropanovych alkaloidt atropinu a skopolaminu
v historickych pozustatcich 1éCiv. Separace probihala na koloné X-Bridge BEH C18 (150%3 mm, 2,5 pm)
s pouzitim isokratické eluce binarni mobilni fazi obsahujici acetonitril a 2% vodny roztok mravenci
kyseliny s upravenym pH na hodnotu 2,2 o vzdjemném poméru 78,5:12,5 (v/v) pii pritoku 0,4 ml min .
V analyzovanych vzorcich historickych pozistatkt 1éCiv starych vice nez 200 let byly prokazany atropin
i skopolamin a zjisténo, Ze se ve vzorcich nachazi fada dalSich latek, u nichz byla provedena fragmentace
na produktové ionty, ale které se dosud nepodafilo identifikovat. Hlavni tropanové alkaloidy, atropin
i skopolamin, byly ve vzorcich kvantifikovany metodou piidavku standardu a bylo zjisténo, Ze jejich
koncentrace odpovidaji literarnim tdajum.

Kliéova slova: HPLC, degradace, tropanové alkaloidy, hmotnostni spektrometrie

Annotation

The method for HPLC-MS determination of tropane alkaloids atropine and scopolamine in historical
pharmaceuticals was modified. Separation was performed on the X-Bridge BEH C18 column (150 X 3 mm,
2.5 pum) using an isocratic elution with a binary mobile phase containing acetonitrile and a 2% aqueous
solution of formic acid (with adjusted pH to 2.2) with a ratio of 78.5 : 12.5 (v/v) at a flow rate of

0.4 ml min !

. Both atropine and scopolamine were detected, beside a wide range of other substances, in the
analyzed samples of historical pharmaceuticals older than 200 years. The mass fragmentation spectra of all
substances found was measured. Major tropane alkaloids, atropine and scopolamine, were quantified in the
samples by the standard addition method and their concentrations were found to correspond to the literature
data.

Key words: HPLC, degradation, tropane alkaloids, mass spectrometry

Podékovani

Timto chci podékovat doc. RNDr. Karlu Nesmérakovi, Ph.D. za odborné vedeni bakaldtského projektu,
odborné konzultace a rady. Dékuji také RNDr. Petru Kozlikovi, Ph.D. za umoznéni méfeni hmotnostnich

spekter a Mgr. Karlu Kudlackovi za usmériiovani a pomoc pfi méfeni.



Obsah

2.1
2.2
2.2.1
2.2.2
223
224
3

3.1
32
33
4

4.1
4.2
4.2.1
422
5

Literatura

(O3 1) 1o TSRS 6
TEOTELICKA CASE ...ttt ettt et et e e ettt et e st e et e e 7
Stabilita 16C1V @ IEKOVYCH fOr@IM .. ..cciiiiiiiiiiieeciiie et ere e e e raeeeenes 7
F N 121 0] e PSR UPRRPPI 9
Tropanove alKaloidy .........eeeiouiiiieiiiiieeieee et e e et e e et e e e eeraeeeenbeeeeenens 10
F N3 (0] 0111 PR 11
HYOSCYAMIN ....eeiiiiiiie ettt e e e ettt e e et be e e e ttaeeesssbaeeesssseeeensseeesssseeesnsseeessnsnes 15
SKOPOLAMIN ......viiieeiiiieeeiiiee ettt e ettt e e ettt e e ettt eeestbeeeesatbeeeetsaeeesssseeeesssseaessssseeeassaeasssseeennes 16
EXPErimentalng CASt......cuvveieiiiiiiieiiiieeeiieeeeiee e et ee e et e e e et e e e e abeeeesstbeeeesatseeesabaeeesnnseeeeenenes 20
ANALYZOVANE VZOTKY ...viviiiiiiiiieeiiiee ettt et e e e et e e e et e e e sstbeeeesntbeeesebaeeeennreeeeennnes 20
POUZItE CHEMIKALIE .....eoniiiiie ettt ettt et e saee e 21
Pouzité ptistroje, postupy méieni a metody zpracovani dat............cccoeveeeviienieeiiieinieenieeen, 21
VYSIEAKY @ QISKUSE ...ttt ettt ettt e st e bt e esnaeeens 24
Vybér, modifikace a optimalizace metody pro separaci atropinu a skopolaminu....................... 24
Analyza historickych VZOIKUL.........ooiiiiiiiii e 26
HmOotnoStNT SPEKITOMEIIIC. ... ..eeeieieiiieetie ettt ettt ettt et e et e esbeeeseaeeanneeens 26
Kvantifikace atropinu a skopolaminu v analyzovanych vzorcich.............cccoocoeiiiiiiniiiniieniene 29
ZEAVEL .veeeteete ettt ettt ettt ettt ettt et et e te e aaeeabeeRbeenbe Rt e eRbeanbeenbeenbeenbeeabeenbeenbeenbeenbeenbeenns 30
.............................................................................................................................................. 31



Seznam pouzitych zkratek a symbol

APCI
BDDE
CE
DAD
EI

ESI

LOD
LOQ
MS/MS
PTFE
t

tm

plocha piku

chemicka ionizace za atmosférického tlaku (angl. atmospheric pressure chemical ionization)
borem dopovana diamantova elektroda (angl. boron doped diamond electrode)
kapilarni elektroforéza (angl. capillary electrophoresis)

detektor s diodovym polem (angl. diode array detector)

elektronova ionizace (angl. electron ionization)

ionizace elektrosprejem (angl. electrospray ionization)

kapacitni faktor

mez detekce (angl. limit of detection)

mez stanovitelnosti (angl. limit of quantification)

tandemova hmotnostni detekce

polytetraflourethylen

retencni ¢as

mrtvy ¢as

hmotnostni zlomek

molarni frakce



1 Cil prace

Cilem predkladané bakalaiské prace byla analyza pozistatkti historickych 1é¢iv
obsahujicich tropanové alkaloidy z blinu ¢erného (Hyoscyamus niger). Pro tento ucel
bylo tfeba vybrat a modifikovat vhodnou HPLC metodu pro separaci a kvantifikaci
hlavnich alkaloid blinu, jimiZ jsou atropin a skopolamin, a dale se pokusit za pomoci

hmotnostni spektrometrie identifikovat jejich ptipadné degradacni produkty.
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2 Teoreticka cast

Analyza historickych lécivych ptipravkd je zajimava a pfinosnd z mnoha divodi. Tim
nejpodstatnéj$im je zjisténi informaci o dlouhodobé stabilité 1é¢ivych pripravki. Stabilita
lécivych pripravkl se bézné sleduje po relativné kratkou dobu, nékolik mésict az let [1].
V posledni dob¢ také nariista pocCet praci, které se zabyvaji zménami ve sloZeni 1é¢ivych
piipravkil v fadu desitek let, coz by mohlo pfispét k moznému prodlouzeni expiraéni
doby léCiv, kterd je nyni maximalné pét let [2, 3]. K dals$im moZnym davodim patii
bezpecnost muzejnich sbirek, pochopeni dobové farmaceutické literatury a v neposledni

fad¢ 1 snaha zjistit, zda a jaké mohly mit dané ptipravky lécivé ucinky [4].

2.1 Stabilita Iéciv a Iékovych forem

Stabilita 1éc¢ivé latky souvisi se schopnosti latky udrzet si za urcitych podminek béhem
doby uskladnéni a pouzivani stejné vlastnosti [5]. Obecné Ize stabilitu podle typu rozdélit
na chemickou, fyzikalni, mikrobiologickou, toxikologickou a terapeutickou. Fyzikalni
i chemicka stabilita jsou ovlivnény fadou shodnych faktori, mezi které patii struktura
dané latky, pH prostfedi, nebo ptitomnost kysliku, vlhkosti, svétla [6]. Degrada¢nimi
reakcemi dochdzi ke snizeni obsahu U¢inné latky a sniZzeni ucinku. Identifikaci
a kvantifikaci degradacnich produktii 1ze objasnit mechanismy degradacénich reakei, coz
je velmi dilezité z nésledujicich divodu:
1. Degradacnim produktem miize byt toxickd sloucenina. Ne ve vSech piipadech je
toxicita degradacniho produktu zndma.
2. Leéciva latka musi byt stabilni iv prostiedi gastrointestindlniho traktu, pokud je
navrzena pro oralni podani. Vétsina 1éCivych latek je dostatené stabilni pfi neutralnim
pH v tenkém stfevé, ale mohou podléhat degradaci v kyselém prostfedi Zaludku. Mezi

takové latky patii naptiklad n€kterd antibiotika.



3. Degradaci 1éCivé latky se pripravek stane esteticky neakceptovatelny. Pokud se
v pribéhu Casu objevi vyrazné zmény, napiiklad zména barvy nebo zéapach, dany
ptipravek se povazuje za znehodnoceny.

Lécivé latky maji riznou chemickou strukturu, a proto degradaci podléhaji riznymi
zpusoby. NejcastéjSimi reakcemi jsou hydrolyza, eliminace, dehydratace, isomerizace
a racemizace, oxidace, fotodegradace areakce s pfitomnymi pomocnymi latkami nebo
dal$imi lé¢ivymi latkami.

Styk s vodou je pro léCiva Casty, a proto je hydrolyza jednim z nejcastéjSich
zpusobil degradace. Pfikladem muize byt vzdusna vlhkost. Hydrolyze nejcastéji podleéhaji
latky, jejichz struktura obsahuje esterovou vazbu, naptiklad tropanové alkaloidy,
acetylsalicylova kyselina, prokain nebo methylfenidat. Mechanismus degradacni reakce
zévisi vzdy na struktufe daného esteru. Skupiny odcerpavajici elektrony podporuji
hydrolyzu, naopak skupiny dodavajici elektrony inhibuji hydrolyzu. Mezi latky, které
podléhaji hydrolyze, dale patii amidy, barbituraty, hydantoiny, imidy a Schiffovy baze.

Jednou z dalSich castych degradacnich reakci je oxidace. Kyslik se zucastiuje
vétSiny oxidacnich reakci a je pfitomen pii vyrobé a dlouhodobém skladovani 1éCivych
piipravkii. Mechanismus oxidacni reakce zavisi na struktufe dané latky, pfitomnosti
reaktivnich forem kysliku a jinych oxidantii. Napiiklad katecholamimy, jako adrenalin,
podléhaji oxidaci na chinony, kdezto oxidace fenothiazini probihd pfes komplexnéjsi
mechanismy a vznikaji rizné produkty.

Bylo objeveno, ze velké mnozstvi 1éCivych latek podléha fotodegradaci. Jedna se
obecné o velmi komplexni reakéni mechanismy s vice produkty. Casto pii fotodegradaci
probihd zaroven oxidace za pritomnosti kysliku. Proto nékteré 1é¢ivé latky, naptiklad
fenothiaziny degraduji oxidaci na jiné produkty v zavislosti na pfitomnosti nebo
nepiitomnosti svétla.

Eliminace je typickd pro latky s funkéni skupinou karboxylové kyseliny.
U nekterych 1éCivych latek se jednd o dekarboxylaci, tedy uvolnéni molekuly oxidu
uhli¢itého. Typickym piikladem je 4-aminosalicylova kyselina. U riznych dalSich
lécivych latek existuji 1jiné eliminani reakce, napiiklad trimelamol eliminuje
hydroxymethylovou skupinu a vzniké formaldehyd.

Mnoho 1éCivych latek podléhd racemizaci nebo epimerizaci. Jde o reverzibilni
pfeménu mezi dvéma optickymi izomery. Naptiklad pilokarpin podléhad epimerizaci za

bazické katalyzy, zatimco tetracykliny za kyselé katalyzy. Adrenalin po oxidaci podlé¢ha



racemizaci v siln¢ kyselém prostfedi, naopak oxazepam podléhd racemizaci rychlou
reakci v neutrdlnim az zasaditém prostiedi.

Lékové formy vétSinou neobsahuji pouze danou ucinnou latku, ale také pomocné
latky, ptipadné se jedna o smés ucinnych latek. Pomocné latky se podileji na potfebnych
praktickych vlastnostech 1ékové formy. Lékové formy podléhaji jak chemické, tak
fyzikalni degradaci. Jednotlivé uc¢inné latky spolu mohou reagovat riznym zptisobem.

Lécivé a pomocné latky existuji v riznych mikroskopickych fyzikalnich stavech
s riznou mirou uspotfadanosti. Pfikladem mohou byt amorfni, krystalické, solvatované
a hydratované stavy. Casem mohou 1é¢ivé nebo pomocné latky prejit z jednoho stavu do
termodynamicky stabilnéjSiho stavu.

V literatufe byly publikovany i udaje o stabilité¢ pozistatkli 1é¢iv starych nékolik
desitek az stovek let, pficemz v nékterych ptipadech se ukazaly ¢inné latky jako velmi

stabilni [4].

2.2 Alkaloidy

Alkaloidy jsou skupina sloucenin pomérné hojné se vyskytujicich po celé Zemi [7].
Ziskat se daji z riznych zivych organismii. Alkaloidy se tradi¢né izoluji z rostlin, ale
nachazi se ive zvifatech, hmyzu, moiskych bezobratlych a mikroorganismech. Rada
alkaloidli se pouziva v medicin€ jiz stovky let a nékteré z nich jsou dosud vynikajicimi
Iéky. V minulosti se také pouzivaly k ptipravé jedi na Sipy, coz pravdépodobné
piedchazelo vyuziti v medicingé. Piikladem muaze byt vyuziti strofantinu pii 1écbé akutni
srde¢ni nedostatecnosti.
Alkaloid je cyklickd sloucenina obsahujici dusik v negativnim oxidacnim stavu
s omezenou distribuci v zivych organismech [8]. Tato definice zahrnuje alkaloidy
obsahujici dusik vazany v heterocyklickém systému i alkaloidy obsahujici dusik, ktery
neni cyklicky vdzany. Chemie atomu dusiku umoZiuje rozdé€lit alkaloidy do minimalné
¢yt skupin dusikatych sloucenin:
1. Sekundéarni a terciarni aminy, které jsou vice nebo mén€ protonované a tudiz
hydrofilni pti pH < 7,0 a nebo lipofilni (neprotonované) pii pH > 8,0.
2. Kvarterni aminoslou€eniny, které jsou velmi polarni, nabité v celé¢ Skale hodnot pH
a musi se izolovat ve formé soli.

3. Neutralni aminoslouceniny, které zahrnuji amidy, naptiklad kapsaicin.



4. N-oxidy, které jsou obecné velmi dobie rozpustné ve vode, napiiklad pyrrolizidinové

alkaloidy.
Mnoho alkaloidii je odvozenych od aminokyselin, ale ne vsechny. Proto lze

alkaloidy rozd¢lit podle jejich biogenetického ptivodu na ¢tyti skupiny:

1. Alkaloidy odvozené zaminokyselin, napiiklad arginin, lysin, histidin, tyrosin,
tryptofan, anthranilova kyselina nebo nikotinova kyselina.

2. Purinové¢ alkaloidy, naptiklad xantin a kofein.

3. Aminované terpeny, napiiklad akonitin.

4. Polyketidové alkaloidy, kde je dusik zaveden do polyketidového skeletu, naptiklad

koniin.
221 Tropanové alkaloidy

Tropanové alkaloidy patfi k nejstar§im rostlinnym lékiim na svété [7, 9]. Jsou odvozené
od ornitinu a soucasti jejich struktury je tropanovy kruh. Struktura tropanového kruhu je
znazornéna na obr. 2.1 (cit. [7]). Tropanovy kruh vznikd kombinaci pyrrolidinu
s acetatovymi jednotkami. Vznikly produkt casto nese kyslik na uhliku C-3, ktery pak

podléha esterifikaci.

/

N

Obr. 2.1: Chemicka struktura tropanového kruhu.

Tropanové alkaloidy jsou béZzné sloZky rostlin ¢eledi lilkovité (Solanaceae) ale jsou
hojn€¢ zastoupené iv rostlindch celedi svlaccovité (Convolvulaceae) a rudodievo-
vité (Erythroxylaceae) a ztidka je 1ze nalézt v dalSich rostlinach.

V tropanovych alkaloidech obsaZenych v rostlindch riznych celedi je vyrazna
odliSnost ve struktuie. MliZe to byt substituce a stereochemie substituentli na tropanovém
kruhu a struktura esterifikujici kyseliny na uhliku C-3.

Tropanové alkaloidy se béZné pouzivaji jako spasmolytika [9]. Atropin se pouziva
v o¢nich kapkach pro rozsifeni zornicek a zabranéni akomodaci oka, coz umoziuje

oftalmologické vySetfeni. Tropanové alkaloidy maji vSak rtzné vedlejSi ucinky
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a zpusobuji kontraindikace. Je zndmo, ze zplisobuji srde¢ni poruchy spojené hlavné
s tepem, euforické stavy, dezorientaci, depresi a vysychani mukéznich membran. Nemély
by se pouZzivat u pacientli se zelenym zakalem, hypertrofii prostaty, onemocnénim
mocovych cest a v pribéhu téhotenstvi.

Kwviili jejich u¢inklim na centralni nervovou soustavu jsou tropanové alkaloidy casto
zneuzivany. Ze vSech nejvice pravdépodobné kokain. Je to druhd nejoblibengjsi
psychotropni latka, docCasné ovliviiujici mentdlni a fyzické funkce. Inhibuje zvySovani
hladiny serotoninu, noradrenalinu a dopaminu. Vys§i davky mohou vyvolat zablokovani
sodikovych kanald, coz vede k srde¢ni zastaveé. Pravidelné uzivani zptsobuje deprese,
pokusy o sebevrazdu, nespavost a retardaci. Zfidka se kokain vyuziva v mediciné pfti

nasalnich a lakrimalnich operacich.

2.2.2 Atropin

Charakteristika. Atropin je tropanovy alkaloid. Je racemickou smési enantiomert
hyoscyaminu [10, 11]. Za farmakologickou aktivitu je vSak zodpovédny pouze
L-hyoscyamin. Vysoky obsah atropinu je v jedovatém ruliku zlomocném (Atropa
belladonna) a v dalSich jedovatych rostlinach celedi lilkovité (Solanaceae) jako blin
cerny (Hyoscyamus niger), durman obecny (Datura stramonium) nebo mandragora
I€katska (Mandragora officinarum). Lze ho pfipravit isynteticky. Systematicky nazev
atropinu je (3-endo)-8-methyl-8-azabicyklo[3.2.1]okt-3-yl ester a-(hydroxymethyl)ben-
zenoctové kyseliny a ma Cislo CAS 51-55-8. Sumarni vzorec atropinu je Ci7H23NOs.

Relativni molekulovd hmotnost je 289,37. Struktury enantiomeri jsou zobrazeny na

obr. 2.2.

OH OH

(@) (b)

Obr. 2.2: Chemicka struktura (a) L-hyoscyaminu, (b) D-hyoscyaminu.
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Zakladni chemické a fyzikalni viastnosti. Atropin mize byt ve formé bezbarvych
krystald nebo bilého prasku, s bodem tani vrozmezi 114 az 118 °C, bez zépachu. Je
velmi dobfe rozpustny v ethanolu, méné dobte v chloroformu a malo rozpustny v etheru,
glycerolu a vrouci vode¢.

Syntéza. Céasteénou syntézu atropinu Fischerovou-Speierovou esterifikaci
z tropové kyseliny a tropanolu poprvé uskutecnil A. Ladenburg v roce 1879 (cit. [12]).
Tropanol a tropova kyselina se zahiivaji za pfitomnosti chlorovodiku a vznikd atropin.
Schéma reakce je znazornéno na obr. 2.3. Existuji i1postupy a schémata pro totdlni

syntézu. Ta pozlstava z totalni syntézy tropové kyseliny a totalni syntézy tropanolu.

N,-""
N~ O Q OH
ﬁ\ o ol D
OH OH

O

Obr. 2.3: Schéma syntézy atropinu esterifikaci kyseliny tropové a tropanolem.

Degradace. Zpusoby degradace atropinu a strukturu degradacnich produkta
opisuje schéma na obr. 2.4 (cit. [13]). Mezi degradacni produkty patii tropanol, tropova
kyselina, atropova kyselina a apoatropin. Apoatropin dimerizuje na o,B-belladonin a
atropova kyselina na o,B-izoatropovou kyselinu. o,B-izoatropova kyselina reakci se

dvéma molekukalmi tropanolu dava a,p-belladonin.
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Obr. 2.4: Schéma degradace a chemické struktury degradacnich produktd atropinu (upraveno podle [13]).

Toxicita u clovéka. Toxickd davka u c¢lovéka zplsobuje ospalost, strnulost,

nevolnost aZ zvraceni, tachykardii az selhani krevniho ob&hu, kiece, paralyzu a postupny

upadek do komatu [14]. Smrtelnd davka u déti ma Siroké rozmezi od 1,6 mg az do

100 mg. Dospély ¢loveék se dokazal zotavit po poziti 1 g.

Mechanismus ucinku. Atropin ma anticholinergni uc¢inek [15]. Kompetuje

s acetylcholinem a dalSimi muskarinnimi agonisty o vazebné misto na muskarinnim

receptoru. Dochézi ke vzniku iontové vazby mezi asparagovou kyselinou pfitomnou na
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N-termindlnim konci tfettho transmembranového helixu a kvartérnim dusikem
acetylcholinu nebo terciarnim a kvarternim dusikem antagonista.

Extrakce. Pro extrakci atropinu z rostlinného materidlu pro jeho moznou
kvantifikaci v takovém materidlu byla v literatuie navrzena fada metod [16]. Djilani a
Lesgeir [17] navrhli jednoduchy postup extrakce atropinu ze suchého rostlinného
materialu smési rozpoustédel methanol:acetonitril v poméru 80:20 (v/v) s vyuzitim
ultrazvukové lazné.

Analyza. Atropin je mozné analyzovat ptedevSim separanimi analytickymi
metodami [10, 18]. Nejvice pouzivanymi metodami jsou kapalinova chromatografie
a plynovd chromatografie, méné pouZivana je kapildrni zoénova elektroforéza [19].
V piipad¢ kapalinové chromatografie to byva RP-HPLC se stacionarni fizi obsahujici
oktadecylové fetézce. Mobilni faze obvykle obsahuje acetonitril a vodny pufr. Pfi pouZiti
UV detekce je tteba volit vinovou délku okolo 200 nm, vzhledem k malym hodnotam
molarnich absorpcnich koeficientll. Z tohoto diivodu se dava prednost hmotnostni detekci

(tab. 2.1).

Tabulka 2.1
Priklady HPLC-MS metod pro kvantifikaci atropinu v krvi, plasmeé a séru.

Vzorek Stacionarni fize Mobilni faze Detekce LOD LOQ  Ref.
[ug 1] [ugl™]

lé¢iva  Cig CH;CN : 0,02 M dodecylsulfat fluorescence po 10 - [20]
sodny (pH= 3.5) derivatizaci

krev Cs 0,1 % HCOOH v H:O : 0,1 % APCI 0,6-0,7 0,9 [21]
HCOOH v CH3;CN

plasma Cjs 0,1 % HCOOH v H,0 : 0,1 % ESI+ 0,01 0,05 [22]
HCOOH v CH3;CN

sérum Cig CH;COONH; + CH;COOH + ESI+ - 5 [23]
anhydrid CF;COOH : H,O :
CH;CH

« Udaj neni k dispozici.
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223 Hyoscyamin

Charakteristika. Hyoscyamin patii mezi tropanové alkaloidy a je L-izomerem obsazenym
v atropinu, zodpovédnym za farmakologickou aktivitu [10]. Velké mnozstvi
hyoscyaminu obsahuji rostliny z ¢eledi lilkovité (Solanaceae), hlavné blin cerny
(Hyoscyamus niger). Jeho systematicky nazev je (aS)-(3-endo)-8-methyl-8-aza-
bicyklo[3.2.1]okt-3-yl ester a-(hydroxymethyl)benzenoctové kyseliny a ma ¢islo CAS
101-31-5. Sumarni vzorec hyoscyaminu je C17H23NOs. Relativni molekulova hmotnost je

289,37. Struktura L-hyoscyaminu zobrazena na obr. 2.5.

N,-f"

OH

Obr. 2.5: Chemicka struktura L-hyoscyaminu.

Zakladni chemické a fyzikalni viastnosti. Hyoscyamin vykazuje optickou aktivitu.
Je jednoduSe racemizovatelny. Za laboratornich podminek bily prasek s teplotou tani
v rozmezi 106 az 109 °C. Je volné rozpustny v ethanolu a ziedénych kyselinach, velmi
dobfte rozpustny v chloroformu, mélo rozpustny v etheru a velmi malo rozpustny ve vode¢.

Syntéza. Hyoscyamin lze ptipravit esterifikaci L-tropové kyseliny tropanolem za
ptitomnosti plynného chlorovodiku pti zvySené teploté [24]. Totalni syntéza je zalozena
na totalni syntéze tropanolu a L-tropové kyseliny.

Toxicita u cloveka. Smrtelnd davka pii ordlnim podani je méné€ nez 5 mg kg™' [14].
Intoxikace orélni cestou zpiisobuje, ze Clovék je nesoustfedény, zmateny, vzruSeny
a vykazuje slabost, svalovou inkoordinaci a ma zavraté [15]. DrZeni téla afte¢ jsou
zhorSené. Muze dochazet k nevolnosti a zvraceni. Chovani a dusSevni piiznaky se
podobaji akutni psychdéze. Funkce paméti je naruSend a orientace je Spatna. Zufivost

a blouznéni nejsou neobvyklé. Pfiznaky trvaji obvykle 48 hodin nebo i déle. Pii tézkych
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otravach se objevuji deprese a selhani krevniho ob¢hu, krevni tlak klesa a dychani se
stava nedostateéné. Po paralyze a ipadku do kématu, nastavd smrt v disledku selhdni
dychéni.

Mechanismus ucinku. Jde o kompetitivni antagonismus u procesti asociovanych
s acetylcholinem a dal$imi muskarinnimi agonisty. Ovlivnény jsou receptory perifernich
tkani, které jsou stimulovany nebo naopak inhibovany muskarinem, kam patti exokrinni
zlazy, hladké svaly a srdecni sval.

Analyza. Hyoscyamin Ize analyzovat rlznymi technikami [24]. Protoze
L-hyoscyamin se nachazi spole¢né s D-hyoscyaminem v atropinu, lze oba enantiomery
separovat a stanovit chirdlni kapilarni elektroforézou s vyuzZitim sulfatovanych
B-cyklodextrinti s UV detekei pii vinové délce 214 nm (cit. [25]). Metoda je relativné

piesna, relativni smérodatnd odchylka nebyla vyssi nez 1,9 %.

224 Skopolamin

Charakteristika. Patti, tak jako atropin a hyoscyamin, mezi tropanové alkaloidy [10, 26].
Je obsazen vrostlinach celedi lilkovité (Solanaceae), nejvice urostlin rodu Datura,
Scopolia a Duboisia. Systematicky nazev skopolaminu je (aS)-(1a,2p,4B,50,7p)-9-
-methyl-3-oxa-9-azatricyclo[3.3.1.0>*Jnon-7-yl ester a-(hydroxymethyl)benzenoctové
kyseliny a ma ¢islo CAS 51-34-3. Sumarni vzorec skopolaminu je Ci7H21NOs. Jeho

relativni molekulova hmotnost je 303,35. Struktura je zobrazena na obr. 2.6.

N

OH

Obr. 2.6: Chemicka struktura skopolaminu.

Zakladni chemické a fyzikalni viastnosti. Za laboratornich podminek je skopolamin

krystalicka latka s teplotou tani 59 °C. Volné rozpustny v ethanolu, chloroformu, acetonu,
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etheru a horké vodé. Ve vodé o teploté 15 °C rozpustny v 9,5 dilech vody. V benzenu
a petroletheru malo rozpustny.

Syntéza. Skopolamin je ester skopanolu a tropové kyseliny [26]. Lze ho tedy ziskat
esterifikaci, zahfdtim skopanolu a tropové kyseliny za pfitomnosti plynného
chlorovodiku. Tuto reakci znazoriiuje schéma na obr. 2.7. DalSim zptisobem esterifikace
je reakce hydrochloridu skopanolu s acetyltropoylchloridem v nitrobenzenu. Popsan byl i

postup totalni syntézy.

N/
N/ 0 9]
OH
O +
O HCl (q), Tt
O
OH OH

O

Obr. 2.7: Schéma syntézy skopolaminu esterifikaci tropové kyseliny a skopanolem.

Degradace. Skopolamin obsahuje esterovou vazbu a podléhd hydrolyze na
skopanol a tropovou kyselinu [27]. Eliminaci vody mlize pfechazet na aposkopolamin.
Schéma degradace a chemické struktury degradacnich produktli jsou znazornény na

obr. 2.8.
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Obr. 2.8: Schéma degradace achemické struktury degradacnich produkti skopolaminu (upraveno
podle [26]).

Toxicita u cloveka. Vyssi davky skopolaminu piisobi na centrdlni nervovou
soustavu a efekt je podobny jako u toxickych davek jinych antimuskarinnich latek,
napiiklad roztrzitost, podrazdénost, dezorientace, halucinace [14, 15].

Mechanismus ucinku. Anticholinergni latka, kterd vystupuje jako kompetitivni
inhibitor v oblastech postgaliarnich muskarinnich receptort parasympatického nervového
systému a pusobi i na hladké svaly, které reaguji na acetylcholin, ale nemaji dostatecnou
cholinergni inervaci [14, 15].

Extrakce a izolace. Skopolamin se, spolecné s atropinem a hyoscyaminem, nachazi
v rostlinach celedi lilkovité (Solanaceae) [26]. Obsah skopolaminu zilezi na fazi
zivotniho cyklu rostliny. U rostlin druhu Atropa a Scopolia je hyoscyamin pievazujicim
alkaloidem po celou dobu Zivota rostliny. U durmanu obecného (Datura stramonium) je
hyoscyamin hlavnim alkaloidem v dob¢ kvétu a po dobé kvétu, zatimco u mladych rostlin
je to skopolamin. U mnoha jinych druhii rodu Datura (naptiklad Datura ferox, Datura
metel, Datura meteloides) je skopolamin zdsadnim alkaloidem listli nezavisle na stafi

rostliny, aproto se pouzivaji k izolaci skopolaminu. Pro extrakci skopolaminu
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z rostlinného materidlu pro jeho moznou kvantifikaci byla v literatufe navrzena fada
metod, jejich piehled podéava review [16].

Analyza. Popsanych bylo vice analytickych metod pro stanoveni skopolaminu
v 1é¢ivech, moci a plasmé [26]. Vyuziva se plynova chromatografie s hmotnostni detekei
(GC-MS), kapalinova chromatografie s elektrosprejovou ionizaci a tandemovou
hmotnostni detekei (LC-ESI MS/MS), vysokoucinna kapalinova chromatografie s UV
detekci a neptimou konduktometrickou detekei, kapalinova chromatografie s tandemovou
hmotnostni detekci (LC-MS/MS), kapilarni zoénova elektroforéza, spektrofotometrie
a potenciometrie. Z nov¢jSich metod lze zminit jednoduché stanoveni skopolaminu
hlavné€ pro kontrolu procesu vyroby lé¢iv metodou square wave voltametrie s vyuzitim
borem dopované diamantové elektrody [28]. Metoda je zaloZena na elektrochemické
oxidaci skopolaminu v prostiedi 0,5 M kyseliny sirové. Square wave voltametrie nabizi
lepsi citlivost, nizky nabijeci proud a rychlej$i zaznamenavani dat. Mez detekce metody

je 0,84 pmol 1.
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3 Experimentalni ¢ast

31 Analyzované vzorky

Analyzované historické vzorky pochdzi z kapucinské barokni lékarny na HradCanech,
stati vzorkt je vétsi nez 200 let [29].

Prvnim vzorkem, déle oznaCovanym jako Historicky vzorek I, jsou zachovana
semena pravdépodobné blinu cCerného (Hyoscyamus niger). Byly odebrany
z dochovaného obsahu dievéné 1€karenské nadobky, oznacené napisem ,,SEM: HYOSC:
C:*, uchované v Narodnim muzeu pod inv. ¢. H2-4781 (obr. 3.1a).

Druhym vzorkem, dale oznaCovanym jako Historicky vzorek II, byl pozustatek
lécivého piipravku, pravdépodobné extraktu z blinu Cerného. Vzorek byl odebran
z dochované sklenéné 1ékarenské nadobky, oznacené zbytkem napisu ,,[?] yosciam®,

uchované v Narodnim muzeu pod inv. ¢. H2-9510 (obr. 3.1b).

(b)

Obr. 3.1: Barokni lIékarenské nadobky z kapucinské lékarny na Hrad¢anech, které byly zdrojem (a) Histo-
rického vzorku I (Narodni muzeum, inv. ¢. H2-4781), (b) Historického vzorku II (Narodni muzeum,

inv. ¢. H2-9510)
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3.2 Pouzité chemikalie

K piipravé mobilni faze byl pouzivan acetonitril Chromasolv gradient grade for HPLC
(Honeywell), koncentrovand mravenéi kyselina, p.a. (Lach-ner, CR) a koncentrovana
kyselina chlorovodikova, p.a. (Lach-ner, CR).

K optimalizaci separace a kvantifikaci G¢innych latek v analyzovanych vzorcich
byly pouzity standardy: atropin (= 99 %, Sigma-Aldrich) a skopolamin (scopolaminium
bromatum, Zdravotnické zasobovani, CR).

K rozpousténi vzorkt a extrakci byl pouzivan methanol Chromasolv gradient grade

for HPLC (Honeywell) a vySe uvedeny acetonitril.

3.3 Pouzité pristroje, postupy méreni a metody zpracovani
dat

Pti ptipravé mobilni faze byl pouzivan pH-metr 3510 Jenway s kombinovanou
pH elektrodou HC 103 (Theta 90, CR). Ke kalibraci elektrody byla pouzivana t¥ibodova
kalibrace se standardnimi pufry pH=4,00, 7,00 a 10,00. Pii extrakci vzorkii byla
pouzivana ultrazvukova lazen Sonorex RK 100 (Bandelin Electronic, Némecko).
Roztoky byly po extrakci filtrovany pomoci stiikackovych filtrii o velikosti péri
0,45 pum, resp. 0,20 pm (Whatman).

Separace analytl byla realizovdana na koloné¢ X-Bridge BEH C18 (150%3 mm,
2,5 um; Waters), kterd byla temperovana na 30 °C. Byla pouzita bindrni izokraticka
eluce, slozkou A mobilni faze byl acetonitril, slozkou B mobilni fdze pak 0,1% vodny
roztok mravenéi kyseliny s pH upravenym piidavkem kyseliny chlorovodikové na
hodnotu 2,2. Priitok mobilni fize byl 0,4 ml min~'. Nastiikovany objem vzorku byl 5 pl.

Kapalinovad chromatografie s UV detekci byla provadéna na pfistroji UHPLC
Nexera XR (Shimadzu), vybavenym DAD. Jako detekéni vinova délka byla pouZita
hodnota 204 nm.

Kapalinovd chromatografie s hmotnostni detekci byla realizovdna na pfistroji
Agilent 1290 s hmotnostnim spektrometrem Agilent 6460 (Agilent Technologies)

s trojitym kvadrupdlovym hmotnostnim analyzatorem a ESI ionizaci v pozitivnim modu.
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Napéti na kapilafe bylo 135 V a kolizni energie 15 V. M¢feni probihalo v rozsahu
100-700 m/z.

K extrakci analytti z historickych vzorkti byla pouzita metoda podle [17]. Do
sklenéné vialky o objemu 4 ml bylo odvazeno asi 500 mg vzorku piesné, bylo ptidano
1,00 ml smési methanol:acetonitril 80:20 (v/v) a uzaviena vialka byla pfii teploté 25 °C
umisténa do ultrazvukové 14zné¢ na 60 minut. Nasledné¢ byl ziskany roztok z vialky
prefiltrovan 0,45 pm stiikackovym filtrem (Whatman) a dale analyzovan pomoci
kapalinové chromatografie.

Pti kvantifikaci atropinu a skopolaminu v analyzovanych vzorcich byla pouzita
metoda pridavku standardu tak, Ze do sklenéné vialky o objemu 4 ml bylo odvazeno asi
500 mg vzorku piesné, bylo piidano 1,00 ml smési methanol:acetonitril 80:20 (v/v), dale
100 pl standardniho roztoku atropinu a 100 pl standardniho roztoku skopolaminu (takze
celkovy objem roztoku ve vialce byl 1,200 ml). Uzaviena vialka byla pti teploté 25 °C
umisténa do ultrazvukové lazn€ na 45 minut. Nasledné byl ziskany roztok z vialky
prefiltrovan 0,45 um stiikackovym filtrem (Whatman) a dale analyzovan pomoci
kapalinové chromatografie. Jako odezva byla vybrdna plocha peaku extrahovaného
HPLC-MS chromatogramu pro piislusny iont m/z. Vypocet koncentrace analytu

v extraktu byl proveden podle vzorce

V' (standard)
V (celkovy)
A4,  V(extrakt)

A, V(celkovy)

c(standard)

c(analyt) = (3.1)

kde c(analyt) je stanovovana koncentrace analytu v extraktu [mg ml '], c(standard) je
znidma koncentrace analytu v extraktu [mg ml!], 4; je plocha chromatografického peaku
pro extrakt bez ptidavku standardii, A> je plocha chromatografického peaku pro extrakt
s pfidavkem standardt, V(standard) je pfidany objem standardu [0,100 ml], V(extrakt) je
objem vzorku vzaty ke stanoveni pted pridavkem [1,00 ml], a V(celkovy) je celkovy

objem vzorku po ptidavku standardi [1,20 ml].
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Vypocet procentudlniho obsahu analytu ve vzorku byl proveden podle vzorce

c(analyt) V' (standard) |

w(analyt)= m(vzorek)

00 (3.2)

kde w(analyt) je stanovovana koncentrace analytu ve vzorku [%], c(analyt) je
koncentrace analytu v extraktu [mg "'], F(extrakt) je objem extraktu a m(vzorek) je
navazka vzorku k extrakci [mg].

Vypocet retencniho faktoru byl proveden podle literatury [30]. Grafy byly
vytvofeny prostfednictvim programu OriginPro 6.0 (Microcal Software, USA). Vypocty
byly provadény v programu Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corporation, USA).
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Vybér, modifikace a optimalizace metody pro separaci

atropinu a skopolaminu

Pro separaci dvou hlavnich o¢ekavanych analytl, tedy atropinu a skopolaminu, byla
vybrana RP-HPLC metoda podle Fliniauxe a kol. [31]. ProtoZe je originalni metoda
zaloZena na pouziti mobilni faze, jejiz slozkou je kyselina fosfore¢na, kterd je neZzadouci
pii1 pouziti hmotnostni detekce, bylo nutné metodu modifikovat. Kyselina fosfore¢na byla
proto nahrazena mravenci kyselinou.

Pti optimalizaci metody byla pouzita kolona X-Bridge BEH Cis (150%3 mm,
2,5 um). Jako mobilni faze byla pouzita binarni isokratickd eluce. Slozkou A mobilni
faze byl acetonitril, slozkou B mobilni fdze 2% vodny roztok mravenci kyseliny, jehoZ
pH bylo upraveno ptidavkem chlorovodikové kyseliny na 2,2.

Pomoci roztokl standardii atropinu a skopolaminu byl studovan vliv slozeni
mobilni fize na separaci peaki obou latek. M¢feni probihala pii obsahu acetonitrilu
10,0 %, 12,5 %, 15,0 % a 17,5 %. Ziskané retencni Casy, resp. kapacitni poméry jsou
uvedeny v tabulce 4.1. Je patrné, Ze piky standardi atropinu a skopolaminu byly
separovany s pomérné¢ velkym rozdilem retencnich c¢asi a tedy 1 s dostatecnym
rozliSenim. Na obr. 4.1 je uvedena zavislost log k na logaritmu molarni frakce vody
v mobilni fazi, ktera je linearni pro obé studované latky a je tedy patrné, ze je mozné
mobilni f4zi snadno modifikovat pro piislu§na méfeni s historickymi vzorky.

Pro dal$i méteni byla vybrana mobilni fdze s obsahem 12,5 % slozky B. Na obr. 4.2
je uveden HPLC-MS chromatogram smési standardll atropinu a skopolaminu pfi separaci

s timto slozenim mobilni faze.
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Tabulka 4.1

Vliv slozeni mobilni faze (slozka A: acetonitril, slozka B: 2% vodny roztok mravenci kyseliny s upravenym
pH na hodnotu 2,2) pfi separaci atropinu a skopolaminu na koloné X-Bridge BEH C18 (150%3 mm,

2,5 um) isokratickou eluci pii pritoku 0,4 ml min~! na hodnoty retenénich Casti a retenénich faktorti obou

latek.

%(A) tw/min skopolamin atropin
t/min k t/min k

10,0 1,49 8,48 5,69 19,23 12,91
12,5 1,49 5,80 3,89 11,49 7,71
15,0 1,49 4,27 2,87 7,47 5,01
17,5 1,48 3,35 2,26 5,23 3,53

x T T T T T T T T

S 1.2 4

Obr. 4.1: Zavislost log k na logaritmu molarni frakce vody pro atropin (e) a skopolamin (o) pfi jejich
HPLC separaci na koloné¢ X-Bridge BEH C18 (150%3 mm, 2,5 um) isokratickou eluci pii pritoku

0,4 ml min~!, binarni mobilni fize, slozka A: acetonitril, slozka B: 2% vodny roztok mravenéi kyseliny

1,0

0,8

0,6

04

0,2

s upravenym pH na hodnotu 2,2.
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relativni odezva
N
T

7.5 10.0 12.5
t/min

Obr. 4.2: HPLC-MS chromatogram smési standardii (1) skopolaminu (c = 88,6 mg1™') a (2) atropinu
(¢=91,3 mgl") analyzované na koloné X-Bridge BEH C18 (150x3 mm, 2,5 um) isokratickou eluci

s binarni mobilni fazi obsahujici acetonitril a 2% vodny roztok mravenci kyseliny s upravenym pH na

hodnotu 2,2 o0 vzdjemném poméru 78,5:12,5 (v/v) pfi priitoku 0,4 ml min~".

4.2 Analyza historickych vzorku

4.2.1 Hmotnostni spektrometrie

S vyuzitim modifikované metody pro HPLC separaci atropinu a skopolaminu byly
zméfeny HPLC-MS chromatogramy extrakti obou studovanych historickych vzorku. Jak
je patrné z obr. 4.2 a 4.3 v chromatogramech obou extrakti byla nalezena tada latek.
Navic byla pozorovdna koeluce obou sledovanych latek, skopolaminu i atropinu,
s dal§imi latkami; v pfipadé skopolaminu (#=15,34 min) to byla neznamé latka
sm/z=371, v ptipadé atropinu (#=10,42) pak neznamd litka o m/z=459. Pro
identifikaci byla provedena fragmentace prekurzorovych iontl jednotlivych latek,
hodnoty m/z vzniklych produktovych iontli jsou uvedeny v tabulce 4.2. Zadna z hodnot
vSak neodpovida m/z degradacnich produkti G€innych latek uvedenych v literatufe. Pro
atropin (m/z = 290) i skopolamin (m/z = 304) odpovidaji hodnoty m/z produktovych iontd
hodnotdm nalezenym v literatufe, ktera pro atropin udava m/z = 123, 94 a 91 (cit. [32]) a

pro skopolamin hodnoty m/z = 156, 138 a 121 (cit. [33]).
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relativni odezva

0.0 2.5 5.0 75 10.0 12.5
t/min

Obr. 4.2: HPLC-MS chromatogram extraktu Historického vzorku I analyzovaného na kolon¢ X-Bridge
BEH C18 (150x3 mm, 2,5 pm) isokratickou eluci s binarni mobilni fazi obsahujici acetonitril a 2% vodny
roztok mravenci kyseliny s upravenym pH na hodnotu 2,2 o vzajemném pomeéru 78,5:12,5 (v/v) pfi pritoku

0,4 ml min~'. Identifikace ozna&enych peakii viz Tabulka 4.2.

relativni odezva

0.0 25 5.0 75 10.0 12.5
t/min

Obr. 4.3: HPLC-MS chromatogram extraktu Historického vzorku II analyzovaného na koloné¢ X-Bridge
BEH C18 (150%3 mm, 2,5 um) isokratickou eluci s binarni mobilni fazi obsahujici acetonitril a 2% vodny
roztok mravenci kyseliny s upravenym pH na hodnotu 2,2 o vzajemném poméru 78,5:12,5 (v/v) pfi prutoku

0,4 ml min~!. Identifikace oznadenych peak viz Tabulka 4.2.
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Tabulka 4.2
Identifikace hlavnich slozek HPLC-MS chromatogramu analyzy historickych vzorku: ¢islo peaku, reten¢ni

Cas, m/z prekurzorovych a produktovych iontd, identifikace latky.

Cislo peaku # /min m/z identifikace

prekurzorovy ion produktové ionty

1 3,26 283 89, 133
2 4,07 327 89, 133, 177
3 5,34 371 327,283,221,177,133, 131, 89, 87, 73
304 138,121, 110, 98 skopolamin
4 7,19 415 133, 89, 177, 87, 131
5 9,91 459 133, 89, 177, 87, 131
6 10,42 290 124,93, 77 atropin
7 11,74 210 182
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4.2.2 Kvantifikace atropinu a skopolaminu v analyzovanych

vzorcich

Hlavni tropanové alkaloidy, atropin a skopolamin, byly v obou studovanych historickych
vzorcich kvantifikovany metodou piidavku standardu. Byly pouzity extrahované MS
chromatogramy pro m/z = 290 v piipadé¢ atropinu a m/z = 304 v ptipadé skopolaminu.
Naméiené a vypocitané hodnoty uvadi tabulka 4.3. Ze zjisténych hodnot je patrné,
7e obsah alkaloidl v Historickém vzorku 11, tedy extraktu z blinu, je ve stejném fadu jako
v semenech. To by ukazovalo na to, Ze pfi pfipravé tohoto extraktu byla pouzita pouze
digesce vodou (jak udavaji dobové prameny [34]). Obsah atropinu v Historickém vzorku
I, tedy v zachovanych semenech blinu, je srovnatelny s udaji v literature, kterd udava
obsah atropinu v rozmezi 5,0 - 107> hm. % az 4,0 - 1072 hm. % (cit. [35, 36]). Pro obsah

skopolaminu v semenech nebyly nalezeny relevantni literarni tidaje.

Tabulka 4.3

Kvantifikace atropinu a skopolaminu v analyzovanych historickych vzorcich metodou piidavku standardu
pomoci HPLC-MS (pouzité koncentrace strandardd: c(atropin) = 1,095 mgml™!, c(skopolamin)=
= 1,063 mg ml ™).

Historicky vzorek 1. Historicky vzorek II.

m(vzorek) / g 0,50108 0,50084

atropin A/ rel. odezva min 85292589 39724870
A> / rel. odezva min 439115690 318953349
w/ % 420-1073 2,50-1073

skopolamin Ay /rel. odezva min 33125095 22328876
A/ rel. odezva min 278000981 109860820
w/ % 2,30-1073 430-107
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5 Zaver

Byla modifikovana a optimalizovana HPLC-MS metoda pro analyzu vzorki historickych
l1éciv obsahujicich tropanové alkaloidy. Pomoci hmotnostni spektrometrie byly v obou
studovanych vzorcich prokdzany atropin i skopolamin a dale zjisténo, ze se ve vzorcich
nachazi fada dalSich latek, u nichZ byla provedena fragmentace na produktové ionty, ale
kter¢ se dosud nepodafilo identifikovat. Hlavni tropanové alkaloidy, atropin
1 skopolamin, byly ve vzorcich kvantifikoviny metodou pfidavku standardu a bylo
zjisténo, ze jejich koncentrace odpovidaji literdrnim udajim. Podafilo se rovnéz prokazat,
ze Historicky vzorek II, byl nejspiSe ptipraven digesci blinu pouze vodou (jak odpovida
dobové farmaceutické praxi), protoze obsah alkaloidii v tomto extraktu je nizky, nez

kdyby pfi jeho ptipraveé byla pouzita etxrakce ethanolem.
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