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Anotace

Tato préace se zabyva studiem vybranych alkaloidii a praci s nimi pomoci moder-
nich analytickych metod. U chininu a papaverinu jsou zkoumany jejich koncetrace
v populérnich tonikovych néapojich a starsich tabletach. U hunnemaninu je zkou-

ména hodnota pKr a jeho schopnost vazby na G-kvadruplexové struktury DNA.

V teoretické ¢asti jsou popsény alkaloidy jako skupina biochemickych latek obecné,
dale pak struktury DNA a analytické metody, které byly pii vyzkumu pouzity.
V experimentalni ¢asti jsou prezentovany vysledky jednotlivych méteni a jejich

interpretace.

Klicova slova

Alkaloid, hunnemanin, chinin, papaverin, UV-Vis spektroskopie, fluorescen¢ni spek-

troskopie, G-kvadruplex

Annotation

This paper concerns itself with the study of a number of chosen alkaloids
and the modern analytical methods used to examine them. The concentrations
of quinine and papaverine are determined in popular tonic drinks and older drug
tablets respectively. The pKr value and the ability to bond with G-qadruplex DNA

stretures of hunnemanine is also examined.

In the theoretical part, alkloids as a group of biochemical compounds are described,
so are the different structures of DNA and the analytical methods that were used
for this research. In the experimental part, the results of individual measurements

are presented along with their interpretation.

Key words

Alkaloid, hunnemanine, quinine, papaverine, UV-Vis spectroscopy, fluorescence

spectroscopy, G-quadruplex
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1 Uvod a cile prace

Alkaloidy jsou vysoce diverzni skupinou biochemickych latek, které jsou charakteris-
tické pritomnosti heterocyklu, jehoz heteroatomem je dusik [1]. Zpravidla jsou také
znacné bioaktivni a u zivoc¢ichii piusobi v télech rizné. Nékteré z nich jsou proslulé
jako psychotropni latky (morfin, kokain), jiné se zase pouZivaji jako lé¢iva (berbe-
rin, sanguinarin) [2]. Dobfe funguji jako psychotropni latky, protoze se ¢asto struk-
turné podobaji nékterym neurotransmiterim, nejcastéji serotoninu nebo dopaminu.
Neuroreceptory mohou aktivovat i inhibovat. Vliv ale mohou mit také na DNA.
Neékteré z nich stabilizuji anomalie v sekundarni strukture (klastry nukleotidi),
coz muze zamezit replikaci nebo opravam DNA (vide infra). Mezi né patii tfeba

vySe zminény berberin a sanguinarin [3], ale také hunnemanin.

Tato préce se blize zabyva tfemi konkrétnimi alkaloidy, hunnemaninem, papaverinem
a chininem. U kazdého z nich je zkoumana jina véc tak, aby bylo mozné na vyzkumu
ukazat vyuziti modernich metod chemické analyzy zalozenych primarné na optickych

vlastnostech téchto sloucenin.

U papaverinu a chininu byly zkoumany jejich koncentrace v produktech,

které je obsahuji.

Chinin je bézné obsazen v toniku a dodava mu tak jeho charakteristickou hotkou
prichut. Jeho konzumace ale neni vhodna v téhotenstvi kvili moznym vedlejsim
uc¢inktm na plod. Obecné vyssi mira konzumace tonikové vody nebo jinych produkti
obsahujicich chinin muze vést k nepiijemnostem, obvykle nevolnosti. Koncentrace
ve tfech vybranych tonikovych népojich byla zjisténa metodou absorpcni

a fluorescen¢ni spektroskopie (vide infra).

Papaverinové tablety jsou dnes dostupné pouze v nékterych statech a jako
lé¢ivo uz v Cesku bz dostupné nejsou. Papaverin se pouzival primérné na lé¢bu
nékterych poruch traviciho traktu, migrén, ve formeé injekci také pro potize s erekci.
Koncentrace papaverinu ve starsim baleni tablet byla zjisténa metodou absorpéni

spektroskopie.

U hunnemaninu byly zkoumény celkem dvé jeho vlastnosti. Nejprve byla zjisténa
hodnota pH, pfi niZ je v rovnovaze protonovana a deprotonované forma alkaloidu.
Tato hodnota byva obecné oznacovana jako pKr. Dalé bylo provedeno studium vazby
hunnemaninu na G-kvadruplexové strukutry DNA. Vysledkem byl pocet molekul,
které se na tyto struktury navazaly (vide infra). Vyzkum hunnemaninu byl provadén

metodou absorpéni a fluorescenéni spektroskopie (vide infra).
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Teoretickd cast se zabyva blizsi klasifikaci alkaloidi a jejich vyskytem v prirodé.
Zkoumané alkaloidy jsou pfiblizeny z obecného hlediska, pripadné také jejich uziti.

Navic jsou také teoreticky popsany vyse zminéné analytické metody.

V experimentalni ¢asti jsou prezentovany vysledky vyzkumu spolu s diskusi a jinymi

zéveéry z nich vyplyvajicimi.

Primérnim cilem této prace je zahajeni vyzkumu mélo znamého alkaloidu hunne-
maninu a jeho mozného vyuziti v 1é¢bé rakoviny v prvotnich stadiich a to zjisténim,
zda se alklaoid vaze na guaninovy kvadruplex, nekanonickou strukturu DNA.
Tato jeho vlastnost miize byt dale zkoumana a blize urceny efekty vazby hunne-

maninu na guaninovy kvadruplex.

Sekundarnim cilem této prace miize byt zvySeni zadjmu o méné zndmé latky,
jakou je tfeba hunnemanin. Zrovna alkaloidy jsou velmi diverzni skupinou
a o spousté z nich toho mnohé nevime. Vérim ale, Ze jsou to pravé alkaloidy, které

nam mohou v budoucnosti pomoci nejen pii lécbé rakoviny.

Mym osobnim cilem je vyzkouset si moderni metody chemické analyzy zalozené
primarné na optickych vlastnostech zkoumanych latek. To je také ostatné divodem,

pro¢ neni v této praci zkoumén pouze hunnemanin.



Petr Gersl 2 Teoreticka c¢ast

2 Teoretickid cGast

2.1 Klasifikace alkaloidua

Alkaloidy jsou zpravidla déleny do tii skupin podle biosyntetického puvodu.
Nejvétsi skupinou jsou pravé alkaloidy, dale pak protoalkaloidy a pseudoalkaloidy.

2.1.1 Pravé alkaloidy

Pravé alkaloidy jsou odvozeny od aminokyselin, obvykle vznikaji kondenzaci dekar-
boxylované aminokyseliny s vhodnym uhlovodikovym zbytkem, ktery neobsahuje
dusik. Dusik aminokyseliny se tak stane soucésti heterocyklické ¢asti alkaloidu.
Mezi aminokyseliny, ze kterych se pravé alkaloidy syntetizuji, patii ornitin,

tyrosin nebo tryptofan [4]. Konkrétni piiklady alkaloidi jsou uvedeny nize.

0]

OH
H,N OH
NH,

NH, HO

(a) Ornitin (b) Tyrosin (c) Tryptofan

Obréazek 1: Struktury vybranych aminokyselin

2.1.2 Protoalkaloidy

Protoalkaloidy jsou podobné jako pravé alkaloidy odvozeny od aminokyselin,
ale dusik aminokyseliny v nich neni soucasti heterocycklu [4]. Jejich struktury jsou
v porovnani s pravymi alkaloidy o néco jednodussi. Mezi protoalkaloidy patii napii-

klad meskalin nebo synefrin a hordenin.

IS

¢} OH ‘
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e o ////J:::::::::::]/////\\\\\\///// A
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(a) Meskalin (b) Synefrin (c) Hordenin

/

Obrazek 2: Struktury vybranych protoalkaloidu
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2.1.3 Pseudoalkaloidy

Pseudoalkaloidy jsou casto heterocyklické slouceniny, které ale nejsou strukturné
ani biosynteticky odvozeny od aminokyselin, nybrz od jejich pre- nebo postkurzor.
Mohou také vznikat v procesech, které nejsou s aminokyselinami nijak spojeny,
napiiklad pfi riznych transaminac¢nich procesech. Patii mezi né znamé latky jako

kapsaicin nebo kofein.

N JI/ H
1) L
0)\\ N/ \()Qv M\

(a) Kofein (b) Kapsaicin

Obrézek 3: Struktury vybranych pseudoalkaloida

Alkaloidy! lze jinak délit také podle biologického ptivodu, totiz z jakych druht &
Celedi rostlin pochézeji. Déle je 1ze klasifikovat na zakladé strukturnich podobnosti.
Mnohé alkaloidy se mohou navzajem docela podobat a jejich struktury lze jeden od
druhé navzajem odvozovat. Mluvime potom napiiklad o protopinovych alkaloidech,

protoze jsou strukturné odvozené od alkaloidu protopinu.

2.2 Nomenklatura alkaloida

Neexistuje jednotny systematicky model na pojmenovani jednotlivych alkaloidii.
Tradi¢né jsou alkaloidy pojmenovavany pomoci taxonomického nézvu rostliny,
z niz byly extrahovany, pridanim koncovky -in (v angl. -ine). JestliZe z jedné rostliny
je extrahovano hned nékolik alkaloidii, potom je tfeba koncovku upravit, obvykle na
-idin, -anin, -alin, -inin nebo jiné?. Pokud ani to nestaci, piidavaji se ke jménu rtizné
predpony, tifeba iso-, nebo ¢isla. U alkaloidu jiného ptivodu se nazvy tvoti obdobné,
stejné tak u alkaloidu strukturné podobnych [6].

1Slovem alkaloidy budou dale v této praci oznaovény pravé, proto- i pseudoalkaloidy dohro-
mady.

2Prikladem mohou byt alkaloidy extrahované ze stromu Cinchona officialis - kinchonin|4, 5| a
kinchonidin[4].
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2.3 Vyskyt alkaloidi v prirodé

Velkd cast alkaloidi méa ptivod v rostlinach, jsou to casto kone¢né produkty
jejich metabolismu. Stéle se ale objevuji nové alkaloidy s rozdilnym ptvodem.
Mnoho se jich objevuje u zvifat, hmyzu, moiskych rostlin, ale také u mik-
roorganismi. V kazdém z organismiu, ve kterém se nachézeji, maji svou roli.
V rostlinach casto funguji jako ldkadla pro zajisténi opylovani, zaroven ale mo-
hou fungovat jako ochrana rostliny pfed predatory, at uz je to jejich hotkou chuti
nebo toxicitou. Totéz plati o nékterych mikroorganismech [2|. Pro ucely této préce
jsou zajimavé primarné dva zdroje alkaloidu a to rostlinné celedi Apocynaceae

a Papaveraceae.

Rostliny z ¢eledi Makovité (Papaveraceae) obsahuji alkaloidy odvozené od tyro-
sinu. Celed je relativné velkd a vyskytuje se zejména, ale ne vyhradné, v sub-
tropickych oblastech severni polokoule. Alkaloidy pochézejici z rostlin této cCeledi
maji silné biologické vlastnosti a jsou ¢asto silnymi narkotiky. Mezi né patii napii-
klad znadmy morfin, kodein, narkotin nebo papaverin (vide infra), ale také protopin,

allokryptopin a hunnemanin (vide infra) [4, 7|.

Rostliny z celedi Tojestovité (Apocynaceae) obsahuji celou radu alkaloidi.
Nejvyznamnéjsi jsou ty odvozené od tryptofanu [4], ale ¢eled obsahuje také né-
které steroidové alkaloidy (holonamin, konimin) s riiznou biologickou aktivitou [§]
a alkaloidy odvozené od indolu (iboganinové alkaloidy) [9, 10]. Od trypto-
fanu jsou odvozeny napiiklad alkaloidy chinin (vide infra), reserpin, rescinnamin
nebo také vyse zminény iboganin [4].

2.4 Pouzité alkaloidy

2.4.1 Hunnemanin

Hunnemanin je pravy alkaloid patiici mezi alkaloidy strukturné odvozené od pro-
topinu - protopinové alkaloidy. Protopin se ukazal jako relativné efektivni 1é¢ivo
proti rakoviné prostaty. Zamezuje mitéze rakovinnych bunék a podporuje jejich
apoptickou smrt [11]. Podobné funguje také protopinovy alkaloid berberin [12].
Protirakovinné ucinky ma relativné velké mnozstvi alkaloidid, mezi dalsi patii
napiiklad sanguinarin nebo chelerythrin. Jako lé¢ivo se dnes pouziva treba
vinblastin [13].

Hunnemanin byl poprvé izolovan v roce 1942 z rostliny Hunnemannia fumariifolia

spolu s protopinem a allokryptopinem. Tehdy byla také zjisténa jeho struktura [14].

5
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Hunnemanin byl déle extrahovan z rostliny FEschscholtzia californica a zkouman
jako mozny fungicid s vybornymi vysledky [15]. Spolu se smési dalsich alkaloidi
byl izolovan také z rostliny Dactylicapnos torulosa [16] a jako majoritni slozka byl

identifikovan v rostliné Argemone fruticosa [17].

Obrazek 4: Struktura hunnemaninu

2.4.2 Papaverin

Papaverin je pravy benzylisochinolinovy alkaloid. Poprvé byl izolovan v roce 1848
z latexu rostliny Papaver somniferum [18]. Jeho vyskyt v ném je ale minoritni,

a proto se musi syntetizovat.

Papaverin je biologicky aktivni latkou a jeho efekty na lidsky organis-
mus se velmi rizni. M& pozitivni G¢inky pii 1é¢bé infekénich onemocnéni,
napiiklad sepse, ale i jinych [19]. Déle byl studovan jeho vliv na rakovinné bunky
prostaty s pozitivhim efektem na vyvolani jejich apoptoézy s nizkou toxicitou
pro okoli [20], zlatitopapaverinovy komplex ma antirakovinné téinky na nékteré
rakovinné buiiky prsu a prostaty s nizkou toxicitou okoli [21]. Zkouméan byl také
vliv papaverinu na viry chfipky [22] a COVIDu-19 [23, 24].

Papaverin se pouziva také jako relativné bézné léc¢ivo. Pouzivd se jako
antispasmodikum, déle jako vazodilatator, je podéavan pacienttim s poruchami cév,
zejména v mozku nebo v koncetinach. Na lé¢bu impotence se podava injekei piimo do
postizené oblasti, obecné dokaze uvoliovat hladké svlastvo [2]. V soucasnosti oviem

nenf v Ceské republice registrovany zadny lék obsahujici papaverin (dle SUKL).

Obrézek 5: Struktura papaverinu
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2.4.3 Chinin

Chinin je pravy alkaloid vyskytujici se ve stromech z rodu Cinchona. Poprvé byl
izolovan v roce 1820 Pelletierem a Caventouem [25|. Jeho struktura je ale zna¢né

komplexni a proto byla totalni syntéza sestavena az v roce 1944 (26, 27].

Obrézek 6: Struktura chininu

Chinin a chininové alkaloidy tvori podstatnou ¢éast alkaloidu extrahovanych
ze stromu rodu Cinchona. Pouziva se primarné jako 1é¢ivo proti malérii a nékterym
onemocnénim souvisejicim s kie¢emi nebo svaly, které po kontrakci nejsou schopné
relaxovat. Tradicné se pouZiva také jako dochucovadlo tonikové vody (toniki)

a zpusobuje jeji charakteristickou horkou piichut [2].

2.5 Struktura DNA

Struktura DNA byva obvykle popisovana na tfech trovnich:

1. poradi dusikatych béazi (priméarni struktura)
2. prostorové usporadani fetézcu téchto bazi (sekundéarni struktura)

3. usporadani celé molekuly DNA (terciarni struktura)

2.5.1 Primarni struktura DNA

DNA se sklada ze ¢tyt dusikatych bézi - purinové béaze, adenin a guanin,
spolu s pyrimidinovymi bazemi, cytosinem a thyminem, cukerné slozky (v pripadé
DNA je to deoxyriboza) a fosfatu. Molekuly deoxyribozy jsou spojeny diesterovymi
fosfatovymi mustky a tim tvofi kostru celé molekuly DNA. Na cukernych molekulach

jsou zaroven navazany dusikaté béze.
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Dusikata baze, cukerna slozka a fosfat dohromady tvori ttvar nukleotid®*.
Retézce nukleotidi (resp. poradi dusikatych bazi v Fetézci) definuji primarni struk-
turu DNA [28].

NH, o)

NH, O
\ HO
o <, UL UL
N N) N N)\NHQ N 0 N 0 OH
/ / | |
H H H H HO
(a) Adenin (b) Guanin (c) Cytosin (d) Thymin (e) Deoxyriboza

Obrazek 7: Struktury dusikatych bazi a cukerné slozky DNA

2.5.2 Sekundarni struktura DNA

Molekula DNA je slozena ze dvou fetézcu dusikatych bézi, které jsou spojeny
v dvojsroubovici prostfednictvim vodikovych miistkii mezi komplementarnimi
b4azemi na obou fFetézcich®. Vznikla struktura piipomind dvousroubovici,

ktera se staci kolem spole¢né osy [28].

Sekundarni struktura mé tii typy — A-DNA, B-DNA a Z-DNA. Nejbéznéjsi je
B-DNA. Takova dvouSroubovice je pravotoCiva a antiparalelni. Na jeden zavit pii-
pada Tetézec deseti bazi a roviny part béazi jsou na osu Sroubovice kolmé [28].
A forma obsahuje namisto deseti na zavit celkem jedenéct bazi a jejich pary nejsou
na osu Sroubovice kolmé. Z forma je levotoc¢iva a na jeden zavit pripada dvanact bazi.
Vyskytuje se obvykle v delsich fetézcich stiidajicich se purinovych a pyrimidinovych
bézi [29].

Sekundérni struktura DNA je zna¢né zavisla na struktuie primarni. Ta muze zapii-
¢init vznik mnoha strukturnich anomalii. Kostra DNA (tj. cukerny fetézec spojeny
fosfatovymi mustky) je do zna¢né miry flexibilni a umoziuje tak relativné snadny
vznik téchto anomalii. Nejbéznéjsi anomalii je deformace osy Sroubovice. V prostiedi
s niz§im pH byvaji stabilni H-triplexy. Vznikaji mezimolekularnimi interakcemi tii
bazi a zapfi¢inuji komplexnéjsi zmény ve struktute DNA. Pro sviij vznik potiebuji
delsi sekvence stejnych pyrimidinovych bazi na jednom z vlaken a delsi sekvence

purinovych béazi na druhém z vlaken [30].

3Hovoiime-li pouze o dusikaté bazi a cukerné slozce dohromady, mluvime o nukleosidu.

4Nukleotidy se ovéem nenachézi pouze v DNA a b&zné se vyskytuji volné v t&le. P¥iklad je tieba
adenosintrifosfdat (pfip. adenosindifosfdt, adenosinmonofosfdt), ktery je v bunéénych procesech
zdrojem (resp. zasobarnou) energie.

5Dusikaté baze jsou v zéavislosti na své struktuie mezi sebou komplentarni. Komplementarni

pary jsou adenin-thymin, guanin-cytosin.
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2.5.3 Guaninovy kvadruplex

Guaninovy kvartet (piip. tetrada) je deformaci sekundarni struktury DNA.
Vznikd mezimolekularnim spojenim ¢ty molekul guaninu do planarniho c¢tverco-
vého usporadani. Guaninovy kvadrupler (nékdy téz tetraplex) je spojeni néko-
lika kvartetii nad sebou. Stabilni G-kvadruplexové struktury se obvykle nachézeji

na telomerech chromosomi, kde DNA obsahuje sekvence bohaté na guanin [30, 31].

Struktura G-kvadruplexu G-kvadruplexy vznikaji intermolekularné
nebo intramolekularné. V zavislosti na sméru vlaken (resp. ¢asti vldken),
lze rozdélit kvadruplexy na paralelni (vSechna vladkna mifi stejnym smérem),
antiparalelni (dvé vldkna mifi jednim smérem a dvé vlakna opacnym smérem)
a hybridni (t¥i vlakna mifi jednim smérem a jedno vldkno opaénym smérem)
[30, 31]. Nekolik prikladii téchto struktur je zakresleno v obrazku nize.

(a) Antiparalelni forma (b) Antiparalelni forma (C) Hybridni forma (d) Hybridni forma (e) Paralelni forma
(zidlickova) (kosikova)

Obrazek 8: Schematické struktury G-kvadruplexu

Stabilita G-kvadruplexu Ackoliv G-kvadruplex se vytvaii samovolné,
k jeho stabilizaci jsou potfeba monovalentni kovové ionty. Nejvétsi efekt ma

draselny kation KT, dale pak rubidny, cesny, sodny nebo lithny kation [31].

Vliv na stabilitu G-kvadruplexu maji také alkaloidy [32, 33, 34, 35, 36, 37|.
Jejich vliv a mechanismus stabilizace je aktualné predmétem vyzkumu, mj. také
v Cesku. Zména stability G-kvadruplexu je Casto urcena teplotou, pii niz se struk-

tura rozpada.

Stabilita G-kvadruplexu je klicova pro vyzkum moznych léku a léc¢ebnych metod
riznych typu rakoviny. Stabilni G-kvadruplex totiz muze zamezit replikaci DNA

rakovinné bunky a tim zastavit rust nadoru nebo zamezit metastazi.
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2.6 Pouzité analytické metody

V experimentélni ¢asti této prace byly pouzity dvé analytické metody — ultrafialovo-
viditelna spektroskopie (UV-Vis spektroskopie, ¢asto také absorpéni spektroskopie)

a fluorescencni spektroskopie.

2.6.1 Ultrafialovo-viditelna spektroskopie

Princip metody UV-Vis spektroskopie spoc¢iva v excitaci valen¢nich elektroni
zkoumané latky (nuklidu nebo molekuly) pii absorpci energie svétla o dané
vlnové délce. Dochazi tedy ke zméné zativého toku. Pomér ptivodniho zatrivého toku
a zarivého toku proslého skrze vzorek vyjadiuje veli¢ina transmitance. Absorbance je
definovana jako zaporny dekadicky logaritmus transmitance. Absorbance ma speci-
fickou hodnotu pro kazdou vlnovou délku. Dohromady hodnota absorbance v zavis-
losti na vinové délce tvori absorpcni spektrum. Absorpéni spektrum lze interpretovat
kvalitativné, jelikoz jednotlivé charakteristické skupiny latek maji rizné absorpéni
vlastnosti. Kvantitativné lze absorpéni spektrum vyuzit pfi zjistovani koncentrace

znamé latky pomoci Beerova-Lambertova zakona® [38, 39).

Instrumentace Zdrojem viditelného svétla byvaji obvykle halogenové lampy.

Zdrojem ultrafialového zafeni je deuteriova lampa [38, 40].

Zareni zdroje je smési mnoha vinovych délek a pro analyzu je tfeba izolovat jednot-
livé vlnové délky. Na to se vyuziva monochrométor, nejc¢astéji Czerného-Turnerova
konstrukce. Zafeni z monochrométoru poté putuje na vzorek. Vzorek je umistén
v kyveté, ktera je nejéastéji vyrobena z kiemenného skla’. Pied vloZzenim do spektro-
metru musi byt kyveta dikladné oc¢isténa a je tfeba dbat na dotyky prsti v oblasti,

kudy prochéazi zafeni spektrometru |38, 39].

Proglé zareni dopada na detektor, ktery prevadi energii zafeni na elektricky signal.

Hodnota je zaznamenéna a vyhodnocena poécitacovym rozhranim |38, 39].

Vzorek

Zdroj zafeni ——— Monochromator Detektor

Obrazek 9: Schéma instrumentace UV-Vis spektroskopu

6Dle Beerova-Lambertova zdkona je absorbance (A) p¥imo timérna koncentraci absorbujict
latky (c¢) a tloustce absorbujici vrstvy (). Kazda latka ma sviij molarni absorpéni koeficient,

ktery je charakteristicky pro kazdou latku za danych podminek pifi dané vlnové délce (¢). A = cle
"Bézné jsou také plastové a sklenéné kyvety, ale ty nejsou vhodné pro vyzkum v UV oblasti

spektra.

10
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2.6.2 Fluorescencni spektroskopie

Princip metody Fluorescen¢ni spektroskopie spociva v excitaci valenénich elek-
tront molekuly, které pii deexcitaci uvolni nabytou energii emisi fotonu. Pti ozareni
vzorku riuznymi vlnovymi délkami zafeni dochazi ke zméné intenzity fluorescence
a ziskava se excitacni spektrum. Pii konstantni excitacni vinové délce lze poté mérit

intenzitu emise v jednotlivych vinovych délkach a vznika emisni spektrum [38, 39].

Plati, Ze maxima intenzit excita¢niho a emisntho spektra jsou zhruba stejna a spektra
jsou navzajem ¢asto zrcadlovymi obrazy®. Rozdil ve vlnovych délkach maximalnich

intenzit obou spekter se nazyva Stokesiv posun [38, 39|.

1 —— Emisn{ spektrum ||
— Excita¢ni spektrum

Intenzita

%70 300 330 360 390 420 450 480 510 540 570 600
Vlnova délka (nm)

Obrazek 10: Excita¢ni a emisni spektrum

Instrumentace Instrumentace fluorimetru je podobnéa absorp¢nim
spektrometrim. Zdrojem zafeni je cCasto xenonova obloukovd lampa,
nékdy také lasery. Monochrométory jsou analogické tém z absorpénich spek-
trometri, jsou ale v tomto piipadé dva. Jeden z nich pro zafeni ze zdroje,

druhy pro zafeni ze vzorku. Zareni dopadéa na fotonasobice [38, 39).

Zdroj zafeni Emisni monochrométor Fotonasobid

Excitaéni monochroméator Vzorek

Obrazek 11: Schéma instrumentace Juorimetru

8Emisni a excita¢ni spektra dohromady tvoii ezcitacné-emisni matice, které jsou pro mnohé

organické latky charakteristické a proto jsou vhodné pro kvalitativni analyzu.

11
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3 Experimentalni cast

3.1 Pouzité pristroje

e fluorimetr (Aminco Bowman Series 2, Thermo Spectronic, USA)
e absorpéni spektrometr (UV-1601, Shimadzu, Japonsko)

e pH metr (ORION 2-star, Thermo Scientific, USA)

3.2 Pouzité chemikalie

e kyselina trihydrogenborita (H3BOsg, ¢ista, 99,50%)
e kyselina trihydrogenfosforeéna (H3PO,, konc., 85,00%)
e kyselina octova (CoH,O0,, Cista, 99,80%)

e kyselina sirova (H2SO4, 96,00%)

e kyselina chlorovodikova (HCI, 35%)

e hydroxid sodny (NaOH, ¢isty)

e chlorid draselny (KCl, ¢isty)

e hydrogenfosfore¢nan draselny (KoHP,, ¢isty)

e dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH5POy, ¢isty)
e hunnemanin (CyoHg O5N, roztok)

e chinin (CgoHy4O2Ny, Cisty)

e papaverin (CyoHy O4N, Eisty)

e oligonukleotid GG1 (5-GGGCGGGCGCGAGGGAGGGT-3’, roztok)

12
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3.3 Priprava roztokt

Brittoniv-Robinsontv pufr Brittonuv-Robinsoniv pufr byl pfipraven rozpus-
ténim 2,4856 ¢ H3BO3, 4,6118 g H3PO4 a 2,92 ml CoH4O45 v malém mnozstvi deioni-
zované vody a doplnén do odmérné banky na 11. Mensi objemy tohoto roztoku byly
titrovany 0,2M roztokem NaOH na hodnoty pH postupné 4,00; 5,00; 6,00; 7,00; 7,50;
7,75; 8,00; 8,25; 8,50; 8,75; 9,00; 9,25; 9,50; 10,00; 11,00 a 12,00. Pripravené pufry
o riznych hodnotach pH byly mezi experimenty uskladnény v plastovych nadobach

v lednici.

Draselny pufr Draselny pufr byl pfipraven rozpusténim 0,7496 g KCI v malém

mnozstvi deionizované vody a doplnén do odmérné banky na 50 ml (konc. 0,201M).

Fosfatovy pufr Fosfatovy pufr byl pfipraven rozpusténim 1,5233 g KCI,
2,3206 g KsHPO4 a 1,3062 ¢ KHPO, v malém mnozstvi deionizované vody.
Roztok byl doplnén do odmérné banky na 100 ml o celkové koncentraci draselnych
kationtu 0,5667M.

Standardni roztok chininu Standardni roztok chininu o koncentraci
100 mg - 17! byl pripraven rozpusténim 10 mg chininu v malém mnoZstvi

ziedéné kyseliny sirové a doplnén do odmérné banky na 100 ml.

Standardni roztok papaverinu Standardni roztok papaverinu o koncentraci
100 mg - 17! byl pfipraven rozpusténim 2,5 mg papaverinu v malém mnoZstvi zfedéné

kyseliny chlorovodikové (pH ~ 2,6) a doplnén do odmérné banky na 25 ml.

13
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3.4 Urcovani pKr hunnemaninu

3.4.1 Popis experimentu

Hodnota pKr hunnemaninu je takova hodnota pH, pii niZz je protonovana forma

hunnemaninu v rovnovéze s deprotonovanou formou.

0 0
< N/ <
0 0
0 H' 0
OH
l o/

Obrazek 12: Deprotonovana a protonované forma hunnemaninu

Nejprve byl v kyveté vodou zfedén pivodni roztok hunnemaninu na
koncentraci 107°M. Kyveta byla o¢isténa technickym lihem a vloZena do fluo-
rimetru a bylo stanoveno excitacni spektrum hunnemaninu. Excita¢ni maximum
bylo urc¢eno na vlnové délce 280 nm. Bylo zméreno také emisni spektrum tohoto

vzorku, emisni maximum bylo uréeno na vlnové délce 330 nm.

— Excita¢ni spektrum | |
—— Emisni spektrum

Intenzita (norm.)

| |
%00 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

Vlnova délka (nm)

Obrazek 13: Zmétené excitacni a emisni spektrum hunnemaninu

Pro kazdy pripraveny Brittontuv-Robinsoniv pufr byla v kyveté pripravena smés
roztoku hunnemaninu a pufru o dané hodnoté pH o koncentraci hunnemaninu 10=°M
a zméreno jeho emisni spektrum. Excitaéni monochromator byl pii tom nastaven
na 280 nm a méfeni provedeno tiikrat za sebou. Toto métfeni bylo provedeno celkem
trikrat.

14
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Z namérenych dat byla vytvorena zavislost intenzity emisniho maxima hunnemaninu
v jednotlivych prostrfedich na pH. Tato zavislost byla prolozena logistickou kiivkou

a v jejim inflexnim bodé stanovena hodnota pKr hunnemaninu.

3.4.2 Vysledky

Mérenim emisnich spekter hunnemaninu v riznych prostiedich vznikl tento soubor

spekter:
I I
—pH = 4,00
1 pH = 5,00 | |
—pH = 6,00
——pH = 7,00
pH = 7,50
pH = 7,75
—pH = 8,00
— —pH = 8,25
% —pH = 8,50
= —pH = 8,75
& pH = 9,00
g —pH = 9,25
% pH = 9,50
— ——pH = 10,0
pH = 11,0
—pH = 12,0
0 — \ e——

s | A = ‘ | |
300 325 350 375 400 425 450 475 500 = 525
Vlnova délka (nm)

Obréazek 14: Emisni spektra hunnemaninu v riznych prostiedich

Z dat z téchto emisnich spekter byla sestavena zavislost intenzity emisniho ma-
xima (330 nm) na prostiedi. Tato zavislost byla proloZena logistickou kiivkou
dle predpisu, kde a je minimélni hodnota intenzity, b je maximéalni hodnota intenzity
(resp. hodnota intenzity pfi nejnizsim pH), ¢ je hodnota inflexniho bodu kiivky (pKr)

a d je sitka esovité c¢asti kiivky:
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Intenzita (norm.)

9 10 11 12

Obrazek 15: Zavislost intenzity emisnitho maxima hunnemaninu na prostiedi

Meéreni | 1.

2.

3.

Prumér

Odchylka

pKr 8,15

8,37

8,28

8,27

0,09

Tabulka 1: Hodnoty pKr hunnemaninu a standardni odchylka

Méfeni bylo provedeno celkem tiikrat. Standardni odchylka byla vypocitana

ze vztahu, kde n je pocet konkrétnich namérenych hodnot, x; je konkrétni namérena

hodnota a p je aritmeticky primeér:

3.4.3 Diskuse

Zjisténa hodnota pKr hunnemaninu se v jednotlivych méfenich znacné lisila,

a proto by bylo tfeba pro jeji zpfesnéni provést jesté nékolik dalSich méfeni.

Hodnotu pKr lze také stanovit metodou absorpcéni spektroskopie, coz ostatné bylo

také provedeno. Dostupnym absorpénim spektroskopem ale bohuzel nebylo mozné

dojit k davéryhodnym vysledkiim.

16
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3.5 Titrace G-kvadruplexu hunnemaninem

3.5.1 Popis experimentu

Zhruba tyden pred samotnym méfenim byl pfipraven zékladni roztok oligonukleo-
tidu, aby se formovaly kvadruplexové struktury (stabilizované pritomnosti drasel-
nych kationt). Roztok byl pfipraven smési fosfatového pufru (findlni konc. Kt
0,01M), draselného pufru (findlni konc. KCI 0,006M) a roztoku oligonukleotidu
(findlnf konc. 7,14 - 107°M). Pfipraveny roztok byl skladovan v lednici.

Tésné pred méfenim byl pfipraven titra¢ni roztok oligonukleotidu smési diive pri-
pravené¢ho zakladniho roztoku oligonukleotidu a roztoku hunnemaninu (finélni konc.
2 - 107°M).

Nejprve byl v kyveté pripraven zakladni roztok alkaloidu smési fosfatového
pufru (findlni konc. Kt 0,01M), draselného pufru (finalni konc. KCI 0,005M),
roztoku hunnemaninu (findln{ konc. 2 - 107°M) a zméfeno emisni spektrum hun-

nemaninu v tomto roztoku.

Potom byl do té stejné kyvety pridavan titracni roztok oligonukleotidu (konc. oli-
gonukleotidu 7,07 - 107°M). Mezi kazdym pifdavkem titra¢niho roztoku bylo zmé-
feno emisni spektrum hunnemaninu. Davka titracniho roztoku se také postupné
v prubéhu zvysovala. Piidavka bylo celkem 11. Titra¢ni roztok byl pripraven tak,

ze se koncentrace zadné jiné slozky kromé oligonukleotidu v kyveté neméni.

Z naméfenych dat byla sestavena zavislost koncentrace oligonukleotidu na in-
tenzité emisnitho maxima. Tato =zavislost byla prolozena nékolika kiivkami,
které predikuji zménu emisniho maxima pii navazdni daného poctu molekul
alkaloidu na G-kvadruplex a metodou nejmensich ¢tverct byla vybrana ta nejblizsi

naméfenym hodnotam.

17
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3.5.2 Vysledky

Mérenim emisnich spekter roztoku s konstantni koncentraci hunnemaninu a zvysujici

se koncentraci oligonukleotidu vznikl tento soubor spekter:

I

1l — c = 0M |
c=1,18-10""M
—c¢=235-10""M
¢ = 4,68 -107"M
— c=7,00-10""M
E c=1,16 - 10-°M
2 ¢ = 1,72 - 10°5M
= / ¢ =283 -107°M
S ——c =442 - 1075M
= \ —c=17239-10"M
o c=1,10 - 107°M
N c=1,49 - 107°M
A\ —¢ =196 - 10°M

- /dN“WV\x ==
0 — \ \ s s

| | T t
325 350 375 400 425 450 475 500
Vlnova délka (nm)

Obréazek 16: Emisni spektra hunnemaninu pfi titraci oligonukleotidu

7, dat z téchto emisnich spekter byla sestavena zavislost intenzity emisniho maxima

(330 nm) hunnemaninu na koncentraci oligonukleotidu:

1 e Namérené hodnoty | |
— 1:1
— 1:2

1:3

1:4

Intenzita (norm.)

0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 14 1.6 1.8

O | |

Koncentrace oligonukleotidu (M) 107°

Obrazek 17: Zavislost intenzity emisniho maxima roztoku na koncentraci oligonuk-
leotidu
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Pomér (oligonukleotid:alkaloid) | Sou¢et obsahu ¢tverci
1:1 2.98 - 1072
1:2 6,09 - 103
1:3 483104
1:4 6,91 - 104

Tabulka 2: Vyhodnoceni metody nejmensich ¢tverct

Metodou nejmensich ¢tverci bylo vyhodnoceno, Ze nejlépe naméfené hodnoty

propisuje kiivka pro pomér 1:3 oligunukleotidu ku hunnemaninu.

3.5.3 Diskuse

Pro zpresnéni vysledki tohoto experimentu by bylo zapotiebi jej provést jesté néko-
likrat. Zajimavé by také mohlo byt blize zkoumat mechanismus vazby hunnemaninu
na G-kvadruplex, déle presna struktura vzniklého G-kvadruplexu. Zaroven by bylo
mozné déle zkoumat, jak se zméni teplota rozkladu G-kvadruplexu pii navazani

alkaloidu nebo jestli je vaznost hunnemaninu zavisla na pH.

3.6 Stanoveni chininu v toniku

3.6.1 Popis experimentu

Nejprve byl pomoci standardniho roztoku chininu do kyvety pfipraven novy roztok
o koncentraci 1,50 mg - 17'. Zméfeno bylo excita¢ni spektrum chininu.
Excita¢ni maximum bylo urceno na vlnové délce 347 nm. Nésledné bylo zméreno

emisni spektrum chininu. Emisni maximum bylo uréeno na vlnové délce 448 nm.

— Excita¢ni spektrum | |
——  Emisni spektrum

Intenzita (norm.)

0 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600
Vlnova délka (nm)

Obrézek 18: Zmétfené excitaéni a emisni spektrum chininu
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Fluorimetricka kalibrac¢ni kiivka Pomoci standardniho roztoku byly do kyvety
postupné pripraveny kalibra¢ni vzorky chininu o koncentracich 0,25; 0,50; 0,75; 1,00;
1,25 a 1,50 mg - 17!, U kalibra¢nich vzorki bylo zjisténo jejich emisni spektrum.
Excita¢ni monochrométor byl pfi tom nastaven na 347 nm a méfeni provedeno

trikrat za sebou.

7, namérenych dat byla vytvofena zéavislost intenzity emisniho maxima chininu
(448 nm) kalibra¢nich vzorki na koncentraci chininu. Tato zavislost byla prolozena

linearni kiivkou (kalibra¢ni kiivka).

Absropéni kalibraéni krivka Pomoci standardniho roztoku byly do kyvety
postupné pripraveny kalibra¢ni roztoky chininu o koncentracich 10, 20, 30, 40
a 50 mg - 171, U kalibra¢nich roztok bylo zjisténo jejich absorpéni spektrum

a kazdé méteni bylo provedeno tiikrat za sebou.

7 naméfenych dat byla vytvofena zavislost intenzity absorp¢niho maxima chininu
(347 nm) v kalibra¢nich vzorcich na koncentraci chininu. Tato zavislost byla prolo-

zena linearni kiivkou (kalibra¢ni kiivka).

Analyza toniki Pro analyzu byly pouzity tfi bézné dostupné sycené tonikové
napoje. Pfed analyzou byly zbaveny prebytecného oxidu uhli¢itého stérchénim
s lahvi a prelitim do kadinek. V kadinkach byly nékolik minut odstaty.

Postupné byly do kyvet pripraveny jejich smési se zfedénou kyselinou sirovou
pro absorpéni spektrometr (dvakrat ziedény) a pro fluorimetr (padesatkrat ziedény).
U vsech bylo zjisténo jejich emisni a absorpéni spektrum a urcena intenzita fluo-
rescence (resp. absorbance) pii 448 nm (resp. 347 nm). Tato hodnota byla nésledné

dosazena do predpisu kalibracnich kfivek a urcena koncentrace chininu v toniku.
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3.6.2 Vysledky

Méfenim emisnich spekter chininu v riiznych koncentracich a vzorcich tonikt vznikl
tento soubor spekter:

T T
1 —c =150 mg - 17!
—c=125mg - 17!
¢ = 1,00 mg - 17!
—¢=0,75mg - 17!
c—=0,50mg - 17!
—c =025 mg - 17!
Tonik 1
Tonik 2
Tonik 3

Intenzita (norm.)

\ \ \ | L — =
450 475 500 525 550 575 600

Vlnova délka (nm)

L | |
375 400 425

Obrazek 19: Emisni spektra kalibrac¢nich roztoki chininu a roztoku toniku
7 dat z emisnich spekter byla sestavena zavislost intenzity na koncentraci chininu

v kalibrac¢nich vzorcich. Zavislost byla prolozena linearni kiivkou a z jejiho predpisu
(y = 0.660171x 4 0.018663) dopocitana koncentrace chininu v toniku.

| e Naméfené hodnoty

I ' Kalibra¢ni kiivka
° Tonik 1
Tonik 2
/ Tonik 3

Intenzita (norm.)

| |
0.25 0.5 0.75 1 1.25 1.5

Koncentrace chininu (mg - 171)

Obréazek 20: Emisni kalibra¢ni kifivka s koncentracemi chininu ve vzrocich toniku
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Mérenim absorpénich spekter chininu v riznych koncentracich a vzorcich toniku
vznikl tento soubor spekter:

—c=50mg - 17!
c=40mg - 171 ||
—c¢c=30mg - 17!
c=20mg- 17!
— Tonik 1
Tonik 2
Tonik 3

Absorbance (norm.)

[ | | | | |
275 300 325 350 375 400
Vlnova délka (nm)

Obréazek 21: Absorp¢ni spektra kalibracnich roztoku chininu a roztoki tonikt

7 dat z absorp¢nich spekter byla sestavena zéavislost absorbance na koncentraci
chininu v kalibra¢nich vzorcich. Zavislost byla prolozena linearni kiivkou a z jejiho
predpisu (y = 0.015692z + 0.225369) dopoéitdna koncentrace chininu v toniku.

| | | e Namérené hodnoty

1h - Kalibra¢ni kiivka
° Tonik 1
Tonik 2

q

Intenzita (norm.)

20 25 30 35 40 45 20

Koncentrace chininu (mg - 171)

Obrazek 22: Absorpéni kalibra¢ni kiivka s koncentracemi chininu ve vzrocich toniku

22



Petr Gersl 3  Experimentalni ¢ast

Fluorescence! Absorbance'
Emy i i dv A v c
Tonik 1| 0,73 1,08 54,17| 0,68 29,13 58,25
Tonik 2| 0,61 0,91 4537| 0,66 28,24 56,48

Tonik 3| 0,80 1,18 58,93| 0,75 33,27 66,53

' norm.

ii s .
emisni maximum (norm.)

" yypoctena koncentrace chininu ve vzorku toniku (v mg -
1-1)

" koncentrace chininu v toniku (v mg - 171)

¥ absorpénf maximum (norm.)

Tabulka 3: Koncentrace chininu v populérnich tonikovych napojich

7, namérenych dat plyne, Ze v popularnich tonikovych napojich se koncentrace
chininu pohybuje v rozmezi od 45 do 67 mg - 17!, coZ je pod maximéalni hra-
nici stanovenou americkym Ustavem pro kontrolu potravin a lé¢iv (83 mg - 171)°.
Koncentrace chininu v zakoupenych znackach toniki se nepodarilo dohledat.
Obecné se udéava, ze komeréni tonikové napoje obsahuji chinin v koncentraci zhruba
od 25 do 60 mg - 17! [41].

3.6.3 Diskuse

Pro zpresnéni métfeni by bylo tfeba méfeni provést jesté nékolikrat. Zaroven je
problematickd nesnadna ovétitelnost nalezenych hodnot, protoze vyrobci koncen-
trace chininu ve svych napojich nesdili. V tomto pripadé bylo stanoveni provedeno
metodou fluorescenc¢ni spektroskopie i absorpéni spektroskopie, ale za relevantnéjsi
je tfeba povazovat vysledky fluorescencni spektroskopie, jelikoz tato metoda je mno-
hem citlivéjsi a je hlavné selektivni. ProtoZe neznédme piesné sloZeni vybranych
tonikovych népoji, nemizeme si byt jisti, Zze ve vzorku absorbuje pouze chinin.
Ostanté je zfejmé, ze tomu tak neni vzhledem k rozdilnosti spekter jednotlivych
tonikti od kalibracnich vzorku. Je tedy mozné, Ze v tonicich absorbuje jesté jina
slozka, a tudiz z méfeni plyne obecné vyssi koncentrace chininu v napojich nez ta,

ktera byla zméfena fluorimetricky:.

9dle 21 CFR 172.575
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3.7 Stanoveni papaverinu v tableté

3.7.1 Popis experimentu

Pomoci standardniho roztoku byly do kyvety postupné piripraveny kalibra¢ni vzorky
papaverinu o koncentracich 10, 20, 30 a 40 mg - 17'. U kalibra¢nich vzorkt bylo

zjisténo jejich absorpéni spektrum.

Z namétrenych dat byla vytvorena zavislost absorbance pfi 310 nm na koncentraci

papaverinu. Tato zavislost byla proloZzena linearni kiivkou (kalibra¢ni kiivka).

Pro analyzu byla pouzita starsi tableta papaverinu, diive bézné dostupna jako
lécebny pripravek. Tableta byla rozpusténa v mensim mnozstvi zfedéné kyseliny
chlorovodikové (pH =~ 2,6) a poté doplnéna v odmérné bafice na 100 ml. Na obalu
tablety byla zjisténa hmotnost papaverinu v tableté na 40 mg. Pripraveny roztok
tak mél mit koncentraci 400 mg - 171, Do kyvety byl tento roztok proto Sestnactkrat
ziedén (tj. konc. 25 mg - 171).

3.7.2 Vysledky

Meérenim absorpcnich spekter kalibracnich vzorki papaverinu v riznych koncentra-

cich a roztoku papaverinové tablety vznikl tento soubor spekter:

— ¢ =40mg - 17!

) c=30mg- 17!
—— ¢=20mg - 17!
c=10mg - 17!

—— Tableta (pramér)
— Tableta (méfeni)

Absorbance (norm.)

!
200 225 250 275 300 325 350 375 400
Vlnova délka (nm)

Obrazek 23: Absorpéni spektra kalibra¢nich vzorku papaverinu a roztoku tablety
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7 dat z absorpé¢nich spekter byla sestavena zavislost absorpéniho maxima na koncen-
traci papaverinu v kalibra¢nich vzorcich. Zavislost byla prolozena linearni kiivkou
a z jejiho predpisu (y = 0.023113z + 0.078827) dopoditdna koncentrace papaverinu
v tableté.

1l ,| ® Namérfené hodnoty
— Kalibra¢ni krivka
e Tableta (prameér)
Tableta (méteni)

Intenzita (norm.)

10 15 20 25 30 35 40
Koncentrace chininu (mg - 171)

Obrazek 24: Kalibracni kiivka s koncentraci papaverinu v tableté

Méreni 1. 2. 3. 4. 5.
Obsah (v mg) 40,99 | 36,87 | 37,52 | 40,95 | 41,06
Realna hodnota 40,00

Primér 39,48

Rozptyl 4,19

Odchylka 1,86

Lorduv test (u) 0,12

Tabulka 4: Obsah papaverinu v tableté

V roztoku tablety byla koncentrace papaverinu stanovena na 24,68 mg - 17
koncentrace v ptivodnim roztoku tablety tedy 394,83 mg - 17!, z piivodni tablety
tedy papaverin tvoril 39,48 mg. Méfeni bylo provedeno celkem pétkrat.

Spravnost vysledku byla ovefena Lordovym testem. Hodnota Lordova testu pro toto
méfeni up s presnosti nad 95% je nizsi nez kritickd hodnota testu wu; (=0,306).
Hodnota ug se poc¢ita ze vztahu, kde z je realna hodnota (tj. hmotnost papaverinu
uvedend na baleni tablet), u je pramér naméfenych hodnot a R je rozptyl namére-
nych hodnot:
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3.7.3 Diskuse

Pro vétsi presnost by se méfeni mohlo provést jesté nékolikrat. Podivna jsou opét
zméfend absorpéni spektra papaverinu. Absorpéni maximum papaverinu je v nizsich
vlnovych délkach, ale to se nepodafilo na spektrech piesné ukazat. Proto na vytvo-
feni kalibracni kiivky nakonec nebyla pouzita absorbance u maxima, ale u vyssi
vlnové délky, kde jsou zmény v absorbanci 1épe pozorovatelné. Tyto nesrovnalosti
mohou byt zptsobeny vyskytem jinych absorbujicich slozek tablety, jejichz vyskyt

miize také souviset se starim tablety.
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4 Zavér

V praci se podarilo prokdzat navazdni hunnemaninu na guaninovy kvadruplex,
coz otevira dvefe pro dal$i vyzkum této interakce. Na tuto préaci lze navazat
presnym vyzkumem stability guaninového kvadruplexu po navazéani hunnemaninu,
napiiklad pozorovanim zmény teploty tani této struktury pred a po navazani
alkaloidu. To muze déle vést primo k vyzkumu alkaloidu pii interakci s nadorovymi

bunkami.

Vérim, ze tato prace muze byt impulsem k vyzkumu nejen hunnemaninu, ale také
jinych méné znamych latek, o kterych toho i pres ¢as, kdy vime o jejich existenci,
mnohé nevime. Spoustu z nich ani nezkouméame. Piikladem je préavé hunnemanin.
Posledni vyznamnéjsi ¢lanek, ktery byl o hunnemaninu vydén, je vice nez patnact
let stary. Jenze latek, jako je hunnemanin, je cela spousta. Bez toho, aniz bychom

je ale zkoumali, nemtzeme védeét, jestli nam mohou byt takové latky k uzitku.

Chemie akaloidi a vyzkum neznadmych a neprobadanych latek jsou pro mé neuvé-
fitelné zajimavé a staly se pro mé jesté zajimaveésimi v prubéhu tvorby této prace.
Rad bych se v tomto oboru angazoval dal a pomahal prozkoumaévat ty oblasti chemie,
které nemusi ted na prvni pohled pusobit piili§ zajimavé, ale v budoucnosti
mohou pomoci s urychlenim vyzkumu nebo s vécmi, které si v soucasnosti neumime

ani predstavit.
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