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1. Uvod

Namelové alkaloidy predstavuji skupinu pfirodnich 14-
tek se Sirokym spektrem biologickych aktivit podminénych
interakei s riiznymi typy neuroreceptori!. Derivaty téchto
latek proto nalézaji Siroké uplatnéni v klinické medicing,
predevsim v neuroendokrinologii a pfi 1é¢bé chorob souvi-
sejicich s poruchami nervového pfenosu jak na urovni
centralni, tak periferni nervové soustavy, napi. migrény,
Parkinsonovy choroby nebo komplexu staieckych cho-
rob’"”. Nejzndméj$im producentem namelovych alkaloid
je tvrdohouba Claviceps purpurea (Fr.) Tul. parazitujici
pievazné na zitu, podle niZ je tato skupina alkaloidii pojme-
novéana'. Namelové alkaloidy jsou viak produkovany i ce-
lou fadou dalgich hub, nap¥. rodu Balansia®, Sphacelia®,
H,IZY a byly
nalezeny i ve vy&ich rostlinach!3:'4. Zna¢ny podet réiznych
produkénich organismil spolu s nizkou specifitou nékte-
rych enzymil podilejicich se na syntéze alkaloid prispivaji
k existenci fady strukturné odliSnych alkaloidti, jejichz
potet kazdym rokem dale nartistd!5:16,

Vedle NMR spektroskopie a RTG difrakcese piiurcovani
struktur ndmelovych alkaloidi vyrazné uplatiiuje hmot-
nostni spektrometrie. Mezi jeji pfednosti patii vysoka rych-
lost, nizkd mez detekce a v neposledni fad€ pak pii pouzi-
ti kombinovanych technik (GC/MS, LC/MS, MS/MS)
schopnost fesit struktury latek v komplikovanych smésich.
Pro feSeni struktur vétS§iny namelovych alkaloidl se jako
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i R'! HO [T ;
! L e L0t !
_ CO————-NH ¥, 7 N 4AK!
. I - Tl Qg Do TIENR
' 1 I .--"_I :'_I N_«¢ -"J:K\_ i
: If:-&_}_l O *T O |
TR Vo l!- “:N—CH, | i R !
e R . . :
: ﬂ A { | i
| BN

| T B || '
1 HNLZ :

__________________ LAK ' 2.AK | 1..ﬂ1|{_l

Obr. 1. Struktura peptidovych namelovych alkaloidi s oznacenim pozic jednotlivych aminokyselin
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nejvhodnéjsi ukazuje elektronova ionizace (EI), pii které
ionty vznikaji v dsledku interakce ionizujicich primarnich
elektronti s molekulami vzorku v plynném stavu. Na frag-
mentacni chovani ndmelovych alkaloidi za EI podminek
ma vliv predevsim struktura kruhu D a charakter substituce
na C-8. Popisu fragmenta¢nich mechanismi namelovych
alkaloidii a zhodnocendi ptispévkii jednotlivych ioniza¢nich
metod v dosavadni analyze této biologicky vyznamné sku-
piny latek je vénovana tato prace. Vzhledem k vysokému
poctu dosud zndmych ndmelovych alkaloidii a diverzité
jejich struktur se tento pfehled soustfeduje na alkaloidy
s tetracyklickym ergolinovym skeletem: klaviny', glyko-
sidy ndmelovych alkaloidi!8, peptidové (obr. 1) a laktamové
alkaloidy.

2. Klavinové namelové alkaloidy

Klavinové ndmelové alkaloidy obsahuji kompletni
¢tyrkruhovy ABCD systém. Podle charakteru a stupné na-
syceni D-kruhu je 1ze dale rozd¢lit na né€kolik podskupin:
ergoliny s nasycenym D-kruhem, 8-ergoleny (A%9) a 9-er-
goleny (A’-"). Otevfenym D-kruhovym systémem v pozi-
cich 6,7 se vyznacuji seko-ergoliny. Dalsi skupinu pifrod-
nich derivati klavinovych alkaloidl tvoii jejich glykosidy.
Z ramce uvedenych fad svou strukturou vybocuji nékteré
ojedinélé namelové alkaloidy, napf. rugulovasiny, cyklokla-
vin nebo klavicipitova kyselina, které poskytuji odliSnou
fragmentaci a nejsou v této praci podrobné uvadény.

2.1.9-Ergoleny

Spektra 9-ergolentt maji intenzivni pik molekuldrniho
jontu M . Hlavnim fragmenta¢nim procesem je elimina-
ce'’ substituentu z C-8 poskytujici ion m/z 223 (obr. 2),
ktery charakterizuje kompletni tetracyklicky systém. Na-
slednou ztratou jednoho resp. dvou atomi vodiku vznikaji
ionty m/z 222 am/z 221. Plvod iontu m/z 192 je vysvétlo-
vén® eliminaci molekuly CH, = NH z m/z 221. Odstg-
penim methylu z m/z 222 vznikd konjugovany systém (7/z
207) majici vysokou &etnost pfedev§im u amidd kyseliny
lysergové. Alternativnim fragmentacnim mechanismem
iontu m/z 223 je St€peni piperidinového kruhu poskytujici
ion m/z 181, ktery ztratou vinylu dale fragmentuje na m/z
154. Uvolnénim molekuly kyanovodiku z m/z 154 vznika
ion m/z 127. Ztrita molekuly CH, = CHR pfimo z M*
vede ke vzniku iontu n/z 196, ktery ndslednou eliminaci
methyleniminu poskytuje ion m/z 167. Charakteristické
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iontové druhy n/z 167 am/z 154, odpovidajici plné konju-
govanému ABC systému, jsou spole¢né pro vSechny name-
lové alkaloidy’'.

2.2.8-Ergoleny

Latky tohoto typu fragmentuji pfi elektronové ionizaci
méné ochotné a iontové druhy uvedené pro 9-ergoleny se
u nich vyskytuji s mensi Cetnosti. V jejich spektrech se
navic neobjevuji ionty m/z 181 am/z 192. Pfitomen je v8ak
velmi intenzivni pik iontu [M-H]*, ktery byva ¢asto pikem
zékladnim. Jeho stabilita je vysvétlovdna eliminaci vodiku
z C-10 poskytujici konjugovany systém’'.

2.3. Ergoliny

Vedle ¢etného molekularniho iontu ergoliny poskytuji
charakteristické iontové druhy m/z 197 (C;3H,3N,) a pfe-
dev8im m/z 144 (C,oHgN), které prokazuji nasyceny D-
-kruh. Ton m/z 144 vznikd p¥imo z molekularniho iontu.
V jejich hmotnostnich spektrech je pro ergoleny typicky
dublet m/z 221/223 posunut do oblasti m/z 223/225. Toto
pravidlo neplati, je-li D-kruh dale substituovan (u fumiga-

klavint”, roquefortini®

dt’’ apod.). Eliminace molekuly ethylenu z m/z 225 a rov-
néZ ztrdta molekuly CH, = CHR z [M-H]" vedou™ ke
vzniku iontu #/z 197. Spektra ergolinti dale poskytuji dosti
Cetny ion m/z 182 (Cy3H,N). Neobjevuji se vsak piky

iontt m/z 196, 192 a 181.

, 8-hydroxy-ndmelovych alkaloi-

2.4. Seko-ergoliny

Charakter substituce na C-8, poloha a pocet dvojnych
vazeb v D-systému vedou ke vzniku iontl typickych pro
jednotlivé seko-ergoliny. Tyto iontové druhy se vyskytuji
v oblasti spektra nad m/z 200 a napomahaji fesit strukturu
D-kruhu®. Obecné je ve spektrech intenzivni pik moleku-
larniho iontu a piky iontll n/z 183 (C{,H{1N,) a m/z 196
(Cy3H,N5). lonty charakterizujici ABC kruhovy systém
jsou v porovnani s klavinovymi alkaloidy posunuty o jednu
hmotnostni jednotku vyse (tj. na n/z 155, resp. m/z 168).

2.5. Glykosidy ndmelovych alkaloidt

Z ptirodnich zdroji byly dosud popsdny pouze nékteré
O-glykosidy odvozené od klavinovych alkaloidt?5-28, Syn-
teticky byly krom& fady daldich O-glykosidi26:29-32 pi-
praveny rovnéz i nékteré N-glykosylované alkaloidy™"*".



Obr. 2. Dominantni fragmentaéni mechanismy 9-ergolenii za podminek elektronové ionizace



Zatimco méfteni oligoglykosidii vyzaduje pouziti tzv. mék-
kych ioniza¢nich metod jako jsou desorpce a ionizace lase-
rem za pomoci matrice (MALDI) nebo ionizace rychlymi
atomy (FAB), EI byla vyuzita pii strukturni analyze mono-
glykosidi ndmelovych alkaloid@”. Ve spektrech je domi-
nantni pik molekularniho iontu ajsou pritomny fragmenty
vznikajici St€épenim sacharidové Casti s retenci naboje na
aglykonu. lonty patfici aglykonu samotnému maji minorit-
ni zastoupeni, a proto Ize strukturu erginové Casti fesit jen
Castednd. V CI spektrech monoglykosidii*! dominuje pik
protonované molekuly [M+H]*. Tonty patfici sacharidu
maji opét nizkou Cetnost a informace o jeho typu tedy
poskytuje pouze rozdil v m/z iontd [M+H]* a aglykonu™.
FAB ionizace v kombinaci s tandemovou hmotnostni spek-
trometrii umoZznuje charakterizovat rovnéz termolabilni
vy$i glykosidy véetné uréeni jejich sekvence®. Tato tech-
nika byla napfiklad pouzita k analyze smési vznikajicich
biotransformacemi riznych ndmelovych alkaloidl, které
obsahovaly aglykon, volny cukr, mono- a oligoglykosi-
dy?2535,

3. Peptidové namelové alkaloidy

Peptidové ndmelové alkaloidy (ergopeptiny) jsou z bio-
syntetického hlediska tetrapeptidy tvoiené jednou terciarni
[-aminokyselinou - kyselinou lysergovou (ptipadné 9,10-
-dihydrolysergovou™ nebo 8-hydroxy-lysergovou’”) a tfe-
mi o-aminokyselinami tvoficimi tzv. cyklol. Biosyntéza
ergopeptinili probihd extraribozomalné pomoci multienzy-
matického komplexu. Tento typ biosyntézy mé podstatné
nizsi specifitu nez ribosomalni syntéza, a proto mdze vznik-
nout cela fada piibuznych alkaloidt. Ve druhé poloze te-
trapeptidu byly dosud nalezeny L-aminokyseliny Ala, Abu,
Val a lle, ve tfeti poloze pak Abu, Val, Met, Leu, Ile,
homo-Leu, homo-Ile, Phe. Ctvrtou aminokyselinou je ve
vétsSin€ alkaloidi L-prolin, v pfipadé ergobalansinu pak
L-alanin. Plvodni linearni tetrapeptid je v priibéhu biosyn-
tézy dile modifikovan a postupné ztraci typické vlastnosti
linearniho peptidu. Acylace tieti aminokyseliny terminalni
karboxyskupinou za vzniku diketopiperazinového cyklu
poskytuje intermedidt, ktery je nachylny k racemizaci -
-prolinu na D-prolin. Pokud k racemizaci nedojde, ndsledné
dochéazi k hydroxylaci o-uhliku druhé aminokyseliny
a vzniku cyklolu tvofenému tfemi ptivodnimi c-aminoky-
selinami, ktery je navazany na kyselinu lysergovou jedinou,
dosud nemodifikovanou peptidovou vazbou (obr. 1). Tyto
alkaloidy jsou majoritnim produktem biosyntézy. Alka-
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loidy obsahujici D-prolin a otevieny E-kruh mezi atomy
C-2', C-12’ se dalsiho biosyntetického kroku netiCastni,
hromadi se jako minoritni inaktivni produkty a jsou ozna-
¢ovany jako laktamové namelové alkaloidy.

Ve spektrech peptidi maji obecné kli¢ovy diagnosticky
vyznam imoniové a acyliové ionty, které se podle hmotnos-
tn& spektrometrického nédzvoslovi® oznaduji jako ionty
typu &' resp. b' (index oznacuje pozici dané aminokyseliny
v peptidu). V piipadé peptidovych namelovych alkaloidi
je tieba mit na zfeteli fakt, Ze vlivem naslednych modifikaci
puvodniho linedrniho peptidu a také podle typu dané ami-
nokyseliny, neposkytuji vSechny zastoupené aminokyseli-
ny oba typy iontll. Napiiklad prvni, tfeti a ¢tvrta aminoky-
selina je v EI spektrech zastoupena imoniovymi ionty (m/z
223, R2-CH = NH,, m/z 70), druhd aminokyselina pak
acyliovym iontem R!-CO* (viz dale).

3.

1. Fragmentaéni schéma

ergopeptint

Fragmentaéni schéma ergopeptin®® uvadi obr. 3. Re-
lativni intenzita molekuldrniho iontu je velmi nizka (maxi-
malné 1 % zdkladniho piku). Ve spektru obecné dominuji
ionty z cyklolové ¢asti molekuly. Ionty z erginové Césti,
které tvofi pouze asi 10-20 % celkového iontového proudu,
jsou zastoupeny iontem lysergamidu m/z 261 a dale pak
ionty m/z 223 a 221, jejichz struktury jsou totozné jako
u fragmentace 9-ergolenti (obr. 2). Eliminaci C,HsN z ion-
tu m/z 267 vznikd ion m/z 224, ktery naslednou ztritou
molekuly amoniaku poskytuje ion m/z 207. U 9,10-dihy-
droergopeptinti jsou odpovidajici erginové ionty posunuty
o dvé hmotnostni jednotky vyse.

Fragment ¢ vypovidajici o velikosti celé cyklolové Casti
je komplementérni k iontu m/z 267. Jak jiz bylo zdtiraznéno
drive, zdsadni vyznam pro identifikaci pfitomnych amino-
kyselin maji jejich pfislusné acyliové ionty b’ a imoniové
jonty a'. Acyliové ionty obsahuji substituent R! a informuij
o velikosti druhé aminokyseliny, obdobné imoniové ionty
charakterizujitfeti aminokyselinu cyklolu (tabulka I). Frag-
mentaci iontu ¢ vznikd iontovy druh d nesouci substituent
R’, ktery opét d4vé informaci o velikosti tfeti aminokyse-
liny cyklolu. O velikosti druhé aminokyseliny vypovida
rovnéz hmotnostni rozdil iontu ¢ aiontu d. Pfitomnost iontu
m/z 153 (jeho relativni intenzita Casto pfevySuje 50 % za-
kladniho piku) ukazuje, Ze tfeti aminokyselinou cyklolu je
Phe, zatimco ve spektrech alkaloidii s alkylovou skupinou
na C-5' je intenzivni pik m/z 154 (neztotoziiovat s izoba-
rickymerginovym iontem elementarniho sloZzeni C | | HgIN).



Ztratou molekuly oxidu uhelnatého z iontu m/z 153 nebo
radikdlu «CHO z iontu m/z 154 vznika fragment m/z 125,

Z nj pak naslednou eliminaci molekul CO a HCN vznikd  kych 6’-deoxo-ergopeptinti“? iontovy druh m/z 111,
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Obr. 3. Charakteristické fragmenta¢ni procesy pozorovatelné v EI spektrech peptidovych namelovych alkaloidt
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ion m/z 70, ktery je u témér viech ergopeptini nejéetnéjsi.
Analogickym iontem k m/z 125 je v pripadé semisyntetic-



Tabulka I
Imoniové a acyliové ionty aminokyselin pozorovatelné ve
spektrech dosud zndmych pfirodnich ergopeptinti

] ! Iona Ion b
Aminokyselina mi2) ml2)
Ala - 43
Abu 58 57
Pro 70 >
Val 72 71
Leu/Ile 86 85
homo-Ile 100 =
Met 104 =
Phe 120 .
Kys. lysergova 223 -
Kys. 8-hydroxy-lysergova 239 -
Kys. 9,10-dihydrolysergova 225 -

3.2.Laktamové namelové alkaloidy

Racemizace L-prolinu na D-prolin u laktamovych alka-
loidt vede ke zcela jiné konformaci molekuly, ktera prav-
dépodobné brani nésledné hydroxylaci na druhé aminoky-
seling. Proto je molekulovd hmotnost laktamovych alkaloi-
di o 16 jednotek nizs8i a jejich fragmentace je ponékud
odligna od peptidovych alkaloidi*!. Poskytuji sice zndmou
sérii iontl z peptidové Casti m/z 154 nebo 153, 125 a 70,
rovné’ je piitomen ion a3. Ve spektru viak chybi acyliovy
ion b’ aion m/z 267. Erginovou &4st zastupuje iontovy druh
m/z 221. U alkaloidl s alkylovou skupinou na C-5' chybi
rovnéZz ion d, jen v piipadé Phe ve tfeti poloze alkaloidu se
ion d vyskytuje (m/z 244). Velikost druhé aminokyseliny
umoznuji ur€it charakteristické ionty /[ a m (obr. 4).
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Obr. 4. Fragmenta¢ni mechanismus laktamovych namelovych
alkaloidd
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3.3. Odliseni izobarickych
aminokyselin pomoci spekter
ziskanych elektronovou ionizaci

Ur¢it aminokyseliny pfitomné ve struktufe cyklolu umoz-
nuje tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS) v kom-
binaci s kolizné indukovanou disociaci (CID) charakte-
ristickych iontfl. K provedeni MS/MS experimentu je tfeba
mit k dispozici systém alesponi dvou sprazenych hmot-
nostnich analyzadtorli, napf. sektorovy pifistroj s BE geo-
metrii, kde je magneticky analyzator piedfazen elektrosta-
tickému. Pii klasickém uspoiadani, kdy je aktivace vybra-
ného iontu realizovdna v tzv. druhém prostoru bez pole
(FFR 2), slouzi prvni spektrometr k vybéru zadaného ion-
tového druhu. Druhym hmotnostnim spektrometrem je pak
analyzovdna smés iontl vzniklych jeho kolizné induko-
vanou disociaci. Je-li kolizni aktivace provddéna v 1. pro-
storu bez pole (FFR 1), dochézi k simultanni aktivaci vSech
iontli fokusovanych z iontového zdroje do kolizni cely.
Produkty nasledné kolizné indukované disociace jsou pak
zaznamenany spojenym B/E skenem. Rozvoj poli obou
analyzator( je volen tak, aby pomér intenzity elektrosta-
tického pole E a magnetické indukce B byl konstantni
a odpovidal rychlosti pohybu dcefinych iontti v(, (obr. 5).
Mateiské ionty se stejnou strukturou ale rozdilného ptivodu
poskytuji téméf totozna dcefina spektra, coz umoznuje
srovnavat spektra neznamych iontli se spektry standardd,
a tak ziskavat informace o jejich struktufe.

Kli¢ovou roli v analyze aminoKyselin pfitomnych v er-
gopeptinech hraji ionty ¢, b, a (obr. 3). Kolizni spektra iontu c,
ktery zahrnuje celou peptidovou c¢ast alkaloidu, davaji in-
formace o celkové velikosti substituentu R! i R a upfesiiuji
charakter vétveni v bo¢nim fetézci aminokyseliny ve tieti
poloze alkaloidu®. Jednoznacné odliSovat izobarické amino-
kyseliny (tj. kyseliny o stejné hmotnosti), napf. Leu a lle,
umoziiujf deefind spektra imoniovych ionti a3 (obr. 6). V piipa-
d¢ isoleucinu je v odpovidajicim koliznim spektru zakladnim
iontovym druhem 77/z 69 vznikajici eliminaci amoniaku z ma-
tefského iontu. Naopak u leucinu mohou byt pozorovany typic-
ké iontové druhy m/z 30 (CH,= NH,), m/z 43 (C3H7)
am/z 44, ktery vznika ztrdtou propenu z imoniového iontu.

Kolizni spektra acyliovych iontd typu &° vypovidaji
pouze o velikosti druhé aminokyseliny cyklolu®.
3.4. Vyuziti jinych ionizac¢nich metod

Ke studiu struktur peptidovych ndmelovych alkaloidt
byly vyuzity rovnéz mekké ioniza¢ni metody jako jsou



desorpce polem (FD), ionizace rychlymi atomy (FAB) teploty emitoru pouze intenzivni pik m?t , pfi termalné
a chemickd ionizace (CI), které v8ak neposkytuji tolik frag- indukované disociaci pak i piky iontdl erginové (m/z 267)
mentovych iontd a ve srovndni s elektronovou ionizaci se a peptidové &asti®.

uzivaji predevSsim k jednoznacnému urceni molekulové Pti FAB ionizaci se snimdnim pozitivnich iontd do-
hmotnosti. FD spektra obsahuji za podminek optimalni minuje ve spektrech pik protonované molekuly [M+H]*
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Obr. 5. Princip B/E spojeného skenu na sektorovém hmotnostnim spektrometru s BE geometrii; 1. Z. - iontovy zdroj, DET. -
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a déle je pozorovana série iontll z erginové Casti m/z 223,
221, 196, 192, 181, 167, 154 a 127, kterd je analogicka
fragmentaci za EI podminek®.

PHi pouziti chemické ionizace® jsou ve spektrech pii-
tomny piky protonované molekuly [M+H]", fragmenti
[c+H]", [d+H]" a dalSich ionth z peptidové Casti m/z 154
a 70. Dominantni je pik iontu 7/z 268 odpovidajici proto-
novanému lysergamidu. U chemické ionizace negativnich
iontli byly podobné pozorovany iontové druhy [M-H]~,
[d-H]", m/z 266 a pik iontu c¢" celé peptidové Casti, ktery je
nejcetnéjsi. Jeho dcefind spektra umoziuji urCovat velikost
tret{ aminokyseliny cyklolu* a rovnéZ i &asteéné charakte-
rizovat typ vétveni alkylu R’.

4. Kovantitativni analyza

Hmotnostni spektrometrie v kombinaci s plynovou chro-
matografii (GC/MS), tenkovrstvou chromatografii (TLC/MS)
nebo s kapalinovou chromatografii (HPLC/MS) nachdazi
stale vétsi uplatnéni pfi kvantitativni analyze namelovych
alkaloiddi. Zatimco kombinaci GC/MS lIze pouZit pouze pro
klaviny a jednoduché derivaty Kkyseliny lysergové, spojenim
kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie je
mozno analyzovat prakticky jakékoli namelové alkaloidy
ajejich metabolity. V porovnani s dosud uzivanymi chro-
matografickymi a imunologickymi metodami vykazuje
hmotnostni spektrometrie vysSsi rychlost a selektivitu.

Aby se prokazalo zneuzivani halucinogenti, bylo vyvi-
nuto nékolik GC/MS metod stanoveni diethylamidu ky-
seliny lysergové (LSD) a metabolitli v lidskych télnich
tekutindch”. Pro zvysen citlivosti se LSD a jeho metabo-
lity prevadéji na trimethylsilyl - (TMS) nebo trifluoracetyl
- (TFA) derivaty. Meze detekce jsou u EI i CI fadové
v desitkdch pg/ml. Dalsi zvyseni selektivity a moZnost sta-
novit vybranou latku ve smési dava spojeni GC/MS/MS*8.
Silylaci vSak nelze obecné doporucit jako vhodnou metodu
pro kvantitativni analyzu vzhledem k nizké reaktivité né-
kterych namelovych alkaloida®.

Metod zaloZenych na méfeni pyrolytickych produktii
ziskanych termickym rozkladem ergopeptinti pomoci ply-
nové chromatografie je moZno pouit v toxikologii® nebo
farmakologii pro stanoveni ergotaminu, dihydroergopep-
tin(i®! nebo dalich semisyntetickych ndmelovych derivati
napf. bromokryptinu nebo nicergolinu. Pti GC/MS analyze
ergotaminu s EI ionizaci se meze detekce pohybuji v fadu
nékolika desitek pg/ml plazmy”. Kombinaci MS/MS
spektrometrie s chemickou ionizaci se zdznamem negativ-
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nich iontd lze meze detekce pro ergotamin™ a bromo-
kryptin® sniZit na jednotky pg/ml. Vzhledem k tomu, Ze
podil j ednotlivych pyrolytickych produktt znaéné zavisi na
pouzitych podminkich (teploté a dobé rozkladu) a fada
produktti je spole¢na pro vice rliznych biologicky aktivnich
i neaktivnich derivatii (napf. pro ergopeptiny a jejich 8-epi-
mery), jsou tyto metody postupné nahrazovany technikami
HPLC/MS.

Vyvoj v oblasti metod spojujicich vysokotic¢innou ka-
palinovou chromatografii s hmotnostné spektrometrickymi
technikami byl v minulosti podminén konstrukci vhodného
spojeni mezi kapalinovym chromatografem a hmotnostnim
spektrometrem. Zavedeni novych ioniza¢nich metod jako
jsou elektrosprej (ESI)*°"" a chemick4 ionizace za atmo-
sférického tlaku (APCI)°® umoznilo rutinné realizovat pii-
mé spojeni HPLC/MS v Sirokém rozsahu priitokovych
rychlosti mobilni faze (2 ul.min! az 2 ml.min'!). Dalg
vyhodou téchto technik je moznost provadét aktivaci iontil
pfimo v iontovém zdroji. Ziskana kolizni spektra jednotli-
vych ndmelovych alkaloidi postupné eluovanych z chro-
matografické kolony pak davaji dal$i detailni strukturni
informace o jednotlivych slozkach smési. HPLC/ESI-MS
a HPLC/APCI-MS se tak vyborné hodi k analyze novych
(minoritnich) alkaloidd v pfislusnych fermentacnich tekuti-
néch a predevsim ke stanoveni struktur metabolitti namelo-
vych alkaloidi. Spojeni kapalinové chromatografie a hmot-
nostni spektrometrie s vyuzitim termospreje pro ionizaci
bylo napf. pouZito pro studium metabolismu syntetického
namelového derivatu CQA 206-291 (cit.”).

Kromé kvalitativni analyzy je HPLLC/MS pouzivana i ke
kvantifikaci. Napiiklad u nicergolinu byly pouzity kombinace
HPLC/MS s ionizaci za atmosferického tlaku (API)®-*'
nebo spojeni chromatografie na tenké vrstvé s hmotnost-
ni spektrometrii sekundarnich iont (TLC/SIMS)®. Pfi
HPLC/API-MS jsou meze detekce fadové v jednotkach
az desitkdch ng/ml moci, resp. krve. U TLC/SIMS byly
detekéni meze urCeny v fadu desitek ng/ml. Vedle sledova-
ni farmakokinetiky 1éCiv na bdzi ndmelovych alkaloid(
a studia jejich metabolismu je dnes druhou nejvyznamnéj-
$i oblasti potencidlniho vyuziti HPLC/MS analyza name-
lovych alkaloidii v zemédé€lskych produktech. Sledovana
je predevsim koncentrace ergovalinu a nékterych dalSich
namelovych alkaloidi v travich kontaminovanych nékte-
rymi endofytnimi houbami, jejichz zkrmovani ptisobi
znaéné veterinarni problémy®"®. V nékterych oblastech
svéta dosud zlstavé stdle aktudlni i monitorovani name-
lovych alkaloidli v potravinach, mouce a hotovych vyrob-
cich®.
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Spectrometry of Ergot Alkaloids

Mass spectrometric methods used for the identification
and analyses of ergot alkaloids are surveyed. Attention is
paid to characteristic ions and fragmentation schemes for
a given series of ergot alkaloids. The use of linked-scan
techniques is demonstrated for the distinguishing of iso-
baric ergopeptines. The potential of the coupled HPLC/MS
techniques for the analysis of complex ergot alkaloid mix-
tures and their metabolites is also briefly mentioned.





