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Abstrakt:

2-Nitrobenzantrhron a 3-nitrobenzanthron jsou Siroce zastoupené polutanty v Zivotnim
prostfedi. Jejich zdrojem je automobilova doprava, ale i1 jiné spalovaci procesy. 3-
nitrobenzanthron je prokdzanym mutagenem a karcinogenem v sav€ich i bakteridlnich
systétmech. Po metabolické aktivaci tvofi adukty s purinovymi bazemi v DNA. Zatimco
ptibuzny 2-NBA vykazuje o 3—4 tady nizsi genotoxické plsobeni.

Jednim z cilii prace bylo stanovit rozpustnost 2-NBA, a také dalSich dvou modelovych
karcinogend - Sudanu I a ellipticinu ve vodném prostiedi. Ziskané hodnoty porovnat mezi
sebou a s jiz znamou rozpustnosti 3-NBA. Rozpustnost by mohla byt jednim z moznych
vysvétleni velmi nizkych genotoxickych G€inkd 2-NBA oproti ostatnim sledovanym latkam.
Sudan I je bézné azobarvivo, které se bézné pouziva k barveni nejriiznéjSich latek, a je to
prokazany lidsky karcinogen. Ellipticin, rostlinny alkaloid, je latka zajimava zvlast¢ diky
svym protinddorovym uc¢inkam, které pravdépodobné souvisi s jeji genotoxicitou.

K dalsim cilim patfilo stanoveni rozpustnosti sledovanych latek v metanolu, ziskani
jejich extinkénich koeficientl a ovéfit popiipade vylepsit spektrofotometrické techniky, které
byly pouzity pro tato stanoveni. Ke stanoveni byly pouzity dvé rGzné spektrofotometrické
metody. Jedna byla zalozena na vymezeni platnosti Lambertova — Beerova zdkona. Zatimco

druha stanovovala koncentraci nad srazeninou, poptipadé krystaly dané latky.

Klicova slova: rozpustnost, UV-VIS spektroskopie, 3-nitrobenzanthron, 2-

nitrobenzanthron, ellipticin, Sudan I



Abstract:

2-Nitrobenzanthron (2-NBA) and 3-nitrobenzanthron (3-NBA) are pollutants widely
occurring in the environment. The main sources of benzanthrones are combustion products
(i.e. diesel exhausts, wood and cigarette smoke ...). 3-NBA is proven strong mutagen and
carcinogen for bacteria and mammals and it is probably mutagenic also to humans, while 2-
NBA shows genotoxic properties lower by 3-4 orders of magnitude. Here we consider the
possibility that large difference in the solubility, and consequently also the difference in
bioavailability of these isomers could be the factor partially explaining this phenomenon.

One of our goals was to determine the solubility of 2-NBA in water and compare it with
3-NBA and also with other carcinogens studied in our laboratory (Sudan I, ellipticin). The
second aim was to determine extinction coefficients of these compounds in water and in
methanol.

Two different methods were employed to determine the solubility of the model
compounds. The first method was based on spectrophotometric verification of the Lambert-
Beer law. The results were than compared with other method utilizing determination of
concentration of a compound in equilibrium with solid phase.

(In Czech)

Key words: solubility, UV-VIS spectroscopy, 3-nitrobenzanthrone, 2-nitrobenzanthrone,

ellipticine, Sudan |
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1 Uvod

Soucasny vyvoj spolecnosti védy a techniky pifindsi do naseho stylu Zivota nevidany
rozvoj a relativni blahobyt. Bohuzel nam také piinaSi spoustu obtizi, které souhrnné
nazyvame civiliza¢ni choroby. Krom obezity spojené s kardiovaskuldrnimi potizemi, se mezi
civilizacni choroby muze zatadit 1 rakovina.

Nadorova onemocnéni byla v roce 2010 druhou nejcastéjsi pti¢inou umrti. V témze roce
bylo nové evidovano na 82 606 ptipadii novych zhoubnych a in situ novotvari a zemielo
27 834 pacientt. [1] Podle incidence nadorovych onemocnéni je dlouhodobé nejcastéj$im
onemocnénim rakovina kize nasledovany nadorem prostaty a prsu a tlustého stieva. I kdyz
onkologickych p¥ipadii dlouhodob& piibyva. Umrtnost vykazuje stagnaci a v poslednich
n¢kolika letech 1 mirny pokles (viz.Obrazek 1) [1].
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Graf 1: Wyvoj incidence ZM a novotard in situ u muzl a Zen [1986—2010)
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Graf 2: Vyvoj imrtnosti na ZH u mu#i a 2en (1986-2010)

18000
16000
14000
12000
0000 -
so0 HlE

EEEEEE:

Aot podet

6 00D

4000 4 - st (shisclutni pedet Cawey jabschrni padet
2 000 4 —tr— v [vecpeiy sienderd| ——ary [eveagsky standerd]

o LA L o o o e o o o o
FEPPPIPFIF PSP EEPFFFEPHEPS

g

EStandardimovand mira na 100 000 muliien

=of

Obriazek 1: Casovy vyvoj zhoubnych novotvari a novotvartl in situ a vyvoj Gmrti na
zhoubné novotvary v letech 1986 az 2010 v Ceské republice a v Ceskoslovensku délenych
podle pohlavi v porovnani s evropskym standardem. Graf uvadi absolutni pocty i
standardizovanou miru na 100 000 obyvatel [1].

1.1 Vyvoj onkologického onemocnéni

Projevem onkologického onemocnéni je nador (novotvar, tumor). Jedna se o nadmérné a
nekontrolovateln¢ vznikajici novou tkan. Takto vzniklé nadory mizeme délit na benigni tedy
nezhoubné a maligni (zhoubné). Maligni nadory pronikaji do jinych tkani. Tvofi metastaze,
které se pomoci lymfatického nebo krevniho fecisté sifi dale do téla, kde se usazuji a rostou.
Zatimco benigni nadory zistavaji lokalizovany ve svych pivodnich organech a jsou tedy
snaze chirurgicky odstranitelné [2—4].

Vznik nddorového onemocnéni je ovlivnén riznymi faktory. Tyto faktory se v prvni fadé

déli na faktory vnitini a vn&j$i. Vnitini faktory jsou dédicnost, oslabeni ¢i poSkozeni
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obranyschopnosti jedince. Vnéjsi faktory se vyskytnou az u 90 % procent vSech nadorovych
onemocnéni [5,6].

Jsou déleny podle druhu vlivu na:
Fyzikalni:
Tento vliv zahrnuje napfiklad Rentgenovo, ultrafialové ¢i radioaktivni a kosmické

zéateni. Dal$im vlivem mohou byt submikroskopické Castice a s nimi spojena onemocnéni jako

jsou azbestdza a berylioza, které se projevuji dlouhodobym zjizvovanim plic [5-7].
Biologicky:

Tento vliv zahrnuje predevsim infekce organismi virdl, bakterii a paraziti. Onkoviry

podle odhadi mohou zpiisobit 15 — 20 % vSech piipadl onkologickych onemocnéni [5-7].
Chemicky:

Chemickym vlivem se rozumi vliv chemickych latek, se kterymi Clovek ptichazi do
styku. Jejich ucinek se dé€li podle zplsobu ucinku na genetickou informaci, a to na
genotoxickeé, které tvoii kovalentni adukty s DNA, nebo na chemické karcinogeny zptisobujici
zmény struktury DNA. Témi se mysli zlomy DNA, délené na jednotetézcové (angl: single-
strand break DNA) a dvou-fetézcové zlomy (angl: double-strand break DNA), nebo pfesmyk
fetézcll (angl: cross-linking). Pfesmyk mize byt intramolekularni ¢i intermolekularni mezi
dva fet¢zce DNA, nebo muze dochdzet k interakci s proteiny. Posledni moznosti jsou
mechanismy epigenetické, které tvori nekovalentni interakce s DNA. Témito interakcemi se
mysli napfiklad vmezefeni do Sroubovice DNA. VSechny moZnosti jsou zobrazeny na

schématu (Obrazek 2) [2,3,8,9].
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Obrazek 2: Schematické znazornéni genotoxickych u¢inkt riznych vnéjsich faktort. [3]
1.2 Karcinogeneze

Karcinogeneze ptedstavuje nékolikastupiiovy proces, pii kterém se dlouhodobé kumuluji
poruchy na urCitych genech. Naruseni téchto genli nasledovné nabourava funkci jimi
kédovanych proteinil. K rozvoji procesu staci, aby doslo k porucham v piiblizné 0,1 % vSech
gent. Geny, jejichZ poskozeni vede ke vzniku naddorového bujeni, se déli na protoonkogeny a
tumor-supresorové geny [3,4,9]. Mutaci protoonkogenii vznikaji onkogeny, které se prepisuji
jako onkoproteiny. Ty nésledné¢ nekontrolovatelné¢ plsobi na proliferaci bunck, a tak
rozbéhnou nadorové bujeni. Onkoproteiny mohou byt ristové faktory (Sis), jejich receptory
(Erb B), tyrosinkinasy (Abl, Src, Fes), G-proteiny (Ras), serinové nebo threoninové
proteinkinasy (Raf, Mos) nebo transkrip¢ni faktory (Fos, Jun, Myc, Myb, Rel) [3,4,9].

Tumor-supresorové proteiny pracuji jako inhibitory cyklin-dependentnich kinas. Kinasy
tlumi proliferaci a néasledné indukuji proces fizeného zaniku bunc¢k — apoptozu. Cykliny,
cyklin-dependentni kinasy a jejich inhibitory jsou regulatory bunéného cyklu. Nadorové
onemocnéni pak piipadné vznika jejich nevyvazenou ¢innosti, které se projevuje nadmérnym

a nekontrolovatelnym rastem bunék. [3,4,9]

1.2.1 Faze karcinogeneze
U karcinogeneze rozliSujeme tfi faze. Iniciacni, promoc¢ni a progresni. Cely prib¢h je

znazornén na obrazku (Obrazek 3)
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Obrazek 3: Prubéh karcinogeneze [3]. Na obrazku je znazornén pribéh karcinogeneze, od
expozice karcinogenu, pies metabolickou aktivaci a vSechny tii faze karcinogeneze. Také je
zde uvedena Casova osa, na které je videt, ze mize dojit ke vzniku onemocnéni az za desitky
let od expozice.

Inicia¢ni faze:

V té to fazi dochazi ke zménam na DNA. Jedna se o mutace, které¢ vedou ke spusténi
onkogentl a k deaktivaci tumor — supresorovych genti. Dojde k tvorbé tzv. iniciované bunky.
K tomuto jevu mtize dojit spontanné, nicméné reparacni procesy €i imunitni odezva zpusobi
napravu. Nejvetsim podilem zmén ve struktufe DNA je zastoupena kovalentni vazba, a to az
90 % u lidskych karcinogenti. To se projevuje vazbou karcinogenu na bazi ¢i deoxyribosu
DNA [2,3].

Dalsi moznosti modifikace DNA je tvorba hydroxyderivati bazi DNA pasobenim
radikalovych forem kysliku. Mize ji byt také tvorba cyklickych adukti vznikajicich
z genotoxickych bifunkénich ¢inidel. Radiace ¢i tvorba interkalatd, nebo vznik

pyrimidinovych dimert [3,8].

Promocni faze

V této fazi se zvysi proliferace iniciovanych bunék, to vede ke vzniku benigniho nadoru.
Na tento jev ptisobi rizné promotory. Tedy latky s epigenetickym ucinkem. Ty mohou byt
organov¢ specifické (sacharin — mocovy méchyt, fenobarbital — jatra), nebo pusobit

v n¢kolika tkanich najednou. Nicméné mezi klicové faktory jsou hlavné zahrnuta aktivita a
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regulace proteinkinas a fosfatas. Vyznamnym faktorem mohou byt aktivni formy kysliku

[2,8].

Faze progrese

.....

modifikace DNA. Tak vznikaji maligné pozménéné buiiky, které se nadale Siti do dalSich

tkani [2,8].

1.3 Biotransformace xenobiotik

Xenobiotika je oznaceni pro cizorodé latky, kterym mize byt organismus vystaven, i
kdyz se v ném bézné vyskytovat nemaji. Tyto latky ¢asto maji toxické ucinky. Mohou byt
prirodniho ptivodu, nebo vznikajici lidskou ¢innosti. Sem se fadi pfevazné latky vyrdbéné
cilen¢ at’ uz vchemickém (plasty, natérové hmoty), potravinaiském primyslu (barviva,
emulgatory), zemédélstvi (pesticidy, herbicidy, fungicidy). Mezi vyznamné zdroje xenobiotik
fadime 1 farmaceuticky primysl ¢i zplodiny z dopravy. [10,11]

Vstup téchto latek do organismu mulze probihat bud’ per oralné, inhalacné nebo
popiipad¢ trans dermdlné a jinak. Pak nasleduje transport krvi nebo lymfou k cilové tkani.
Zpisob detoxifikace organismu zavisi na schopnosti rozpoustét se ve vodnych roztocich nebo
v tucich. Hydrofilni latky jsou schopny projit organismem rychle a brzy se vylou¢i napf.
moci. Zatimco hydrofobni latky se maji tendenci hromadit v buiikach, potom co projdou pies
membranu do bun€k. Proto jsou podstoupeny tzv. biotransformaci. Tak se oznacuje souhrn
enzymov¢ katalyzovanych reakci, které vedou k pfeméné latky na latku s vys$si rozpustnosti.
Tedy dojde ke zvySeni jejich hydrofilnich vlastnosti. Tyto latky se pak snadnéji vylucuji
z organismu. K biotransformacnim procesim dochazi v mistech vstupu do organismu. (plice,
kaze, GIT). Dale v ledvinach, ale nejvice latek je pfeménovano v jatrech.

Biotransformace se déli na dvé zadkladni vétve (Obrazek 4). Prvni je vétev
detoxifika¢ni, kdy dojde k odstranéni xenobiotika z buiiky a k naslednému vylouceni. Druhou
cestou je cesta aktivacni. Pfi této cesté vznika vyrazné vice biologicky aktivni latka, nez je
puvodni matefska sloucenina [10,11].

Této skutecnosti se vyuziva pii aktivaci 1éCiv, kdy dochdzi k pfeméné na aktivni formu
lIéku. Nicméné u jinych latek takto roste toxicita a mutagenni a karcinogenni vlastnosti jinych

xenobiotik [12].
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U Zivocichi se biotransformace déli na dvé faze. V prvni fazi dojde k zabudovani nebo
odkryti funkcéni skupiny. Tato faze se t€Z nazyva derivatizacni. Tak se latka pfipravi na
druhou konjugacni fazi. V této fazi dochazi ke tvorbé konjugati nové preménéného
xenobiotika s endogennimi slouc¢eninami. Tak dojde k dalsimu navySeni hydrofility cizorodé

latky. A nasledné maze dojit k jejimu snadnéjSimu vylouceni [13].

KARCINOGEN

Metabolicka aktivace| 7

1. FAZE BIOTRANSFORMACE
(oxidace, redukce, hydrolyza)

Metabolicka detoxikace

Aktivovany karcinogen Detoxikovany karcinogen
‘“‘HH 2.&AZ_E BIO'I;CRAhllskFORMACE

onjugace s kys. glukuronovou,

DNA \‘\\\ glutathionem, aktivnim sulfatem,
~—_ acetatem)
“-L_H_‘k
H“'\
\"'\-..

—

Perzistentni adukty v onkogenech a Konjugat
tumor supresorovych genech
Mutace Eliminace z bunék
Nadorovy proces Vylouéeniz organismu

Obrazek 4: Prabéh karcinogeneze. Schéma zobrazuje jednotlivé déje biotransformace.
Rozdéluje dveé zakladni vétve: Metabolickou aktivaci a detoxikaci. Dale zdlraziuje mozny
pfesmyk v druhé ¢asti biotransformace [13].

1.3.1 Prvni faze biotransformace

V této fazi musi dojit ke zvySeni polarity latky. Toho je docileno bud’ zavedenim nové
polarni latky, nebo jejim demaskovanim na molekule této latky. Toho dosahneme jednim ze
tii mechanismi, a to oxidacnimi reakcemi, nebo redukénimi reakcemi popiipadé
hydrolytickymi reakcemi. Jako oxida¢ni reakce bereme C-hydroxylace, N-hydoxylace, S-
oxidace a N-oxidace. Déale to mohou byt dealkylace a deaminace, epoxidace a oxidace
alkoholii. Reduk¢ni reakce zastupuji nitroredukce a azoredukce. Hydrolytickych reakei se
ucastni estery a amidy [10,11].

Pokud je jiz cizoroda latka dostate¢né polarni, mize byt vylouc¢ena. Pokud neni, vstupuje
do konjugaéni faze, aby mohla byt vyloucena v konjugéatu. VSechny reakce prvni faze jsou

spojeny s enzymovymi systémy. Tyto systémy jsou lokalizovany v endoplasmatickém
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retikulu. Hlavni systém, ktery katalyzuje rekce, je systém monooxygenas se smiSenou funkci
(MFO). Jako terminalni oxiddza slouzi Cytochrom P450. Dale se reakci ucastni peroxidasy,
dioxygenasy, alkoholdehydrogenasa, monooxygenasy, aldehyddehydrogenasa, katalasa . Dale
se na reakcich prvni faze biotransformace podili xanthinoxidasa,
NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa (NQO1) a NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa
[3,10,11].

1.3.2 Druha faze biotransformace

V konjugacni fazi probihaji metabolické reakce, pii kterych dochézi k syntéze konjugatu
s endogenni slou¢eninou nebo funkéni skupinou. Takto vznikly konjugat je rozpustnéjsi ve
vod¢ oproti pivodni slouceniné a je tedy schopen byt vylou¢en moci nebo ve zluci. Latka
vstupujici do konjugatu musi obsahovat funkéni skupinu, kterd je do latky zavedena v prvni
casti biotransformace. Mezi endogenni slouCeniny, reagujici s xenobiotiky za vzniku
stabilniho produktu, patii kyselina glukuronova, aktivni sulfat, acetat, glutathion, glycin,
taurin. VétSina konjugatu vede k detoxifikaci. Nicméné v urcitych ptipadech vede vznik
konjugatu k tvorbé toxictéjsiho aktivniho metabolitu. Touto slouceninou mize byt N-
hydroxylovany amin nebo aktivni acetat. Takové acetaty se pak mohou rozpadnout za vzniku
karbeniového nebo nitreniového iontu. Tyto reaktivni ionty mohou reagovat s DNA (Obrazek
4). A zahdjit tak proces karcinogeneze [3,10,14].

Enzymy konjugacni faze jsou pfedevSsim ve skupiné transferas. Nejvyznamnéj$imi
predstaviteli jsou UDP-glukuronosyltransferasy, N-acetyltransferasy, glutathion-S-transferasy

a sulfotransferasy [3,10,14].

1.4 Vyznamna xenobiotika a karcinogeny

1.4.1 Sudan |

Sudan I systematickym nazvem (fenylazo)-2-naftol je vyznamnym predstavitelem
azobarviv. Z toho jsou také odvozeny jeho C. I. (colour index) nazvy: Solvent Yellow 14
nebo Oil Orange. Azobarviva jsou rozsdhlda skupina chemicky pfibuznych latek, které
absorbuji ve viditelné oblasti spektra. Azobarviva pokryvaji celou $kélu barev od Zlutozelené
pres oranzovou az po hnédou nebo modrou barvu. Proto tvofi vice jak 50 % vSech barviv.
Jejich barevnost jim propijéuje funkéni skupina -N=N-, s obsahem dvou sp” hybridizovanych

atomu. NejCastéji se vyskytuji barviva s obsahem jedné azo skupiny, nicméné mohou vznikat
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diazo a triazo slouCeniny. Azobarviva mohou mit nékolik tautomernich forem. Azobarviva
muzeme rozdé€lit do skupiny azo pigmentl, kterd je ve vod€é nerozpustna a na skupinu azo
barviv, ktera se ve vod¢ rozpousti. Azo pigmenty se déli do n€kolika skupin v zavislosti na
struktuie [15].

Azo barviva vorganismu podléhaji primarné pireméné pusobenim NAD(P)H -
dependentnich reduktas, poptipadé¢ pfeménou v jatrech diky jaternim reduktasdm. Tak
vznikaji aromatické aminy. Tyto latky jsou pro organismus karcinogenni a mohou se délit do
péeti skupin. Na aniliny, rozvinuté aniliny (jako je benzidin). Dale na sloucené aromatické
aminy, heterocyklické aminy ¢i aminoazo a jiné azo slouceniny[16,17].

Pti metabolické aktivaci aminoazo barviv dochéazi pravé ke zménam na jejich amino
skupin€é. N-hydroxylace nebo sulfatace a nasledny rozpad konjugitu vede k tvorbé
nitreniovych ¢i karbeniovych iontl. Tyto ionty nasledné kovalentné modifikuji DNA, coz
vede k rozvoji procesu karcinogeneze [16,17].

Samotny Sudan I je smési dvou tautomernich forem, (Z) azo fenolicka forma a (Q)

chinon(hydrazonova).

Obrazek 5: Tautomerni formy Sudanu I [18]

Sudan I byl v minulosti pouzivan jako potravinairské barvivo. Dokud nebyl oznacen za
nebezpecny, protoze je puvodce nadora v jatrech, mocovém meéchyii sledovanych organismu
(krys, mysi a kralikit). V roce 2005 byl oznafen za genotoxicky a karcinogenni pro lidsky
organismus. Pfed timto zjiSténim byl oznacen piivodcem kontaktni dermatitidy. A pfidan na
seznam lidskych koznich alergeni. I pies tato fakta byl Sudan I pouzivan jako barvivo v chilli
kotfeni, ¢i olejich a dalSich potravinach. A nadale zOstdvd vyznamnym barvivem pro

nejriznéjsi materidly, jako jsou oleje, benziny, boty ¢i podlahy. [19]
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Metabolicka pfeména Sudanu I probiha v jatrech, v kterych dochazi k oxida¢nim ¢i
redukénim déjim (Obrazek 6). Studie prokdzaly, Zze oxidacni reakce vede k tvorbé
hydroxylovanych produktd. V misté 4° benzenového kruhu. Zde dochazi ke vzniku 4‘-OH-
Sudanu I (1-[(4-hydroxyfenyl)azo]-2-naftolu) a ke vzniku 6-OH-Sudanu I (1-
(fenylazo)naftalen-2,6-diolu). Vylouceni téchto metabolitli je snadné, at’ uz samostatné nebo
ve spojeni s kyselinou glukuronovou ¢i sulfatem. Sudan I miize byt dale metabolizovan 1
redukénimi cestami. U nich dochazi k tvorb& 1-amino- 2- naftolu a para-amino-fenolu. I zde
se jedna o detoxifikacni cestu organizmu.[20]

Nicméné dochazi i k tvorbé minoritnich produktt identifikovanych jako 3',4'-di(OH)-
Sudan I (1-[(3,4-dihydroxyfenyl)azo]-2-naftol) a 4'.6-di(OH)-Sudan 1. (1-[(4-
hydroxyfenyl)azo]naftalen-2,6-diol). Také byl rozpoznan produkt oxidaéniho Stépeni
azoskupiny. Ten byl detekovan pomoci techniky *’P-postlabeling a jednd se
benzendiazoniovy iont, stanoveny vreakci se zbytky guaninu v DNA jako 8-
(fenylazo)guanin. Tento adukt byl detekovan po aktivaci pomoci cytochromy P450 a také byl
nalezen v jaterni DNA potkant, ktefi byli Sudanu I vystavéni. V DNA mocového méchyie
vSak dochazi k aktivaci Sudanu I pasobenim enzymii - peroxidas za tvorby odlisnych
produktt [21,22].

Na biotransformaci Sudanu I se v mensim rozsahu podileji i redukéni reakce. Jednim z

enzym, které se podili na tomto metabolickém dé¢ji je NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa.
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Obrazek 6: Metabolismus Sudanu I [19]

1.4.2 Ellipticin

SBee:

I-Z=-

Obrazek 7: Vzorec ellipticinu

Ellipticin (5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]karbazol) (Obrazek 7) a jeho derivaty 9-
hydroxyellipticin, 2-methyl-9-hydroxy-ellipticin jsou rostlinné alkaloidy. Pochazeji z rostlin
Apocynaceae. Ellipticin a jeho polarni derivaty se vyuzivaji jako protinadorova léciva.
K Ié¢bé karcinomu prsu se vyuzivaji pfedevsim acetaty, ty jsou ucinné i na kostni metastaze.
Ellipticin je déle uc¢inny proti akutni myeloblastické leukémii, ¢i karcinomu §titné zlazy. Déle
vykazuje aktivitu proti HIV. Vyhody ellipticinu v klinickém vyuziti jsou vysoka u¢innost
proti nadorovym onemocnénim, nizka hematologicka toxicita a minimalni nefrotoxické
ucinky [23-25].

Ellipticin je v organismu pfeménovan na pét metaboliti (Obrazek 8). A to predevSim 9 -

hydroxyellipticin, dale pak N” - oxid ellipticinu, 12 - hydroxyellipticin, 13 - hydroxyellipticin,
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vmensi mife pak na 7-hydroxyellipticin. Tyto metabolity jsou tvofeny v jaternich

mikrosomech ¢loveka a dalSich zivocichu (kralika, potkana a mysi) [25].

Detoxifikace Aktivace
CH
722
9/1{1 1 1
CYP1A1/2 |/ M \I SN cypaag
CYPIB1 5y A\ NP NP CYPaDe
H | CYP1A2
6 CH
132 c.;)za
ellipticin ao"f
8
o0 | O
<< | <
3|3
282
CHs

NZ-oxid ellipticinu

Obrazek 8: Metabolismus ellipticinu pomoci lidskych cytochromi P450 [26].

Ellipticin je pfeménovan enzymy z rodiny cytochromti P450. Jeho aktivaci zplsobuji
tyto enzymy CYP3A4, 1A 2D6 a 2C9. Zatimco detoxifikaéni cestu zajistuji enzymy
CYP1Al, 1B1 a 2D6. Ellipticin je dale pfeménovan peroxidasamy [27].

Zatimco CYP jsou exprimovany hlavné v nddorovych buiikdch prsnich a ledvinovych,
v jinych buiikach jsou jejich mnozstvi fadové nizsi. Ellipticin je oxidovan fadou peroxidas:
Myeloperoxidasou (MPO), kienovou peroxidasou (HRP), lidskou cyklooxygenasou (COX-2),
ovéi COX-1, nebo hovezi laktoperoxidasou [28,29]. Adukty téchto metaboliti s DNA se
shoduji s adukty tvofenymi po metabolické aktivaci pomoci CYP (Obrazek 9) [29,30].
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Obrazek 9: Metabolicka aktivace ellipticinu za vzniku aduktu s DNA pomoci lidskych CYP
a peroxidas [30]. (Slouceniny v zdvorkach nejsou experimentalné prokazany)

Aktivaéni metabolity ellipticinu jsou prekurzory sloucenin, které tvofi kovalentni vazbu

s DNA a vytvareji tak adukty. Tyto adukty byly stanoveny pomoci dvou nezavislych metod a

32p_postlabelingem a pomoci [*H] ellipticinu [31]. Tak byly detekovany dva adukty.
Majoritni, ktery vznikal jen v pfitomnosti aktivacnich enzymil. Zatimco minoritni adukt
vznikal samovolné, pravdépodobné autooxidaci (Obrazek 10) [31].

Tvorba aduktli byla sledovana v tkanich potkana. Déle v plicnich fibroblastech kifecka
(V-97), které byly transfekovany lidskymi cytochromy (CYP3A4, 1A1, 1A2). V lidskych
buiikach byl sledovan v neuroblastomech, v prsnim adenokarcinomu (MC7-7) a také v
leukemickych bunkach (HL-60 a CCRF-CEM). Metabolity, které tvoii adukty s DNA, jsou
12-hydroxyellipticin, 13-hydroxyellipticin. Zdrojem adukti také mize byt N*-oxid ellipticinu.
Ten podléha Polonowskiho piesmyku za vzniku 12-hydroxyellipticinu, z n¢j vznika reaktivni

agens ellipticin-12-ylium, ktery vede ke vzniku minoritniho aduktu. Majoritni produkt pak
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vzniké z 13-hydroxyellipticinu ptes ellipticin-13-ylium. Minoritni i majoritni adukty se vazou

na deoxygunanosin [27,32].

Obrazek 10: Adukty ellipticinu s DNA detekovany pomoci metody 32P - postlabeling.
Adukty vznikly po aktivaci cytochromy P450: A - potkan, B - krélik, C - ¢lovék a D - bez
enzymové aktivace. 1- majoritni adukt vznikly aktivaci pomoci enzyma. 2 - minoritni produkt
vznikajici samovoln¢.[33]

1.4.3 Nitrobenzanthrony

Nitrobenzanthrony (NBA) jsou predstavitelem latek souhrnné oznaCovanych
nitroaromatické polycyklické uhlovodiky (N-PAH). Tyto latky jsou jako skupina
vyznamnymi polutanty Zivotniho prostfedi. Maji vyznamné karcinogenni a toxikologické
ucinky a jsou silné podezielé jako lidské karcinogeny [13]. I kdyz stale nejsou jako lidské
karcinogeny jednozna¢né prokazany. Takika celd skupina projevuje silné mutagenni
vlastnosti v bakteridlnich a dokonce savcich bunikdch. N-PAH prostupuji vSechny slozky
zivotniho prosttedi, proto je najdeme adsorbované na prachovych ¢asticich, vznikajicich jako
disledek intenzivniho automobilismu a primyslu. V povrchovych vodach a pudach v okoli
sidel a primyslovych aglomeraci. O kontaminaci prostiedi t€émito latkami mitize svédcit i1 fakt,
7e se nachdzeji v ficnich sedimentech. Dal§im zdrojem muze byt napfiklad cigaretovy kouf,
popftipadé grilovana jidla [13,34].

Prvni prace, kterd prokézala pritomnost NBA v zivotnim prostiedi, byla uvetejnéna roku
1997, jeji naplni bylo stanoveni NBA ve spalindch dieselovych motor a v prachovych
¢asticich ziskanych z ovzdusi [35]. Od té doby byly NBA sledovény i v jinych prostiedich
v ruznych koncentracich.

Nitrobenzanthrony se utvareji reakci matetské slouceniny benzanthronu s oxidy dusiku.
3-NBA siln¢ karcinogenni derivat benzanthronu se tak vytvari za atmosférickych podminek.

Jeho synteticka ptiprava vSak probihd v atmosféte oxidu dusicitého a ozénu [36,37].
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Do soucasnosti bylo pfipraveno a zkoumano pét riznych mono derivati NBA a
(jmenovité 1- nitrobenzanthron (1-NBA), 2- nitrobenzanthron (2-NBA), 3- nitrobenzanthron
(3-NBA), 9-nitrobenzanthron (9-NBA), 11-nitrobenzanthron (11-NBA). Také byly pfipraveny
tf1 dinitroderivaty benzanthronu, a to 1,9 - dinitrobenzanthron, 3,9-dinitrobenzanthron a jeden
trinitroderivat benzanthronu 3,9,11-trinitrobenzanthron (3,9,11-NBA). U téchto derivati byly

jednak zkoumany mutagenni vlastnosti, ale 1 nékteré fyzikalni konstanty.
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Obrazek 11: Strukturni vzorce znamych nitro derivati benzanthronu. [36] Prvni fadek zleva
1-NBA: 1-nitrobenzanthron, 2-NBA: 2-nitrobenzanthron, 3-NBA: 3-nitrobenzanthron, 9-
NBA: 9-nitrobenzanthron, 11-NBA: 11-nitrobenzanthron, Druhy fadek z leva 1,9-DNBA:
1,9-dinitrobenzanthron, 3,9-DNBA. 3,9-dinitrobenzanthron, 3,11-DNBA: 9,11-
dinitrobenzanthron, 3,9,11-TNBA: 3,9,11-trinitrobenzanthron.

Mutagenni vlastnosti autofi testovali na riznych kmenech bakterie Salmonella
typhimurium, a to v pritomnosti S9 jaterni mikrosomdlni frakce. Ale i bez ni. Mutagenni
vlastnosti téchto latek se pohybuji v rozmezi od 6 do 208 400 rev/nmol pro kmen bakterie
TA98 bez S9 frakce. S touto frakei pro stejny kmen se mutagenita pohybuje kolem pouhych
21-1114 rev/nmol [36]. K dal§im zajimavym vysledklim studie patfi, Ze mutagenni aktivita
NBA je minimalné ovlivnéna fyzikalné - chemickymi vlastnostmi latky. Tyto vlastnosti byly
nasledujici: Energie nejniz§iho neobsazené¢ho orbitalu (LUMO), redukéni potencial
jednotlivych sloucenin, orientace nitroskupiny a hydrofobni chovéani. To bylo stanoveno
pomoci rozdélovaciho koeficientu oktanol - voda ziskaného z chromatografickych dat v jeho
logaritmické forme [36].

Rozdélovaci koeficient (P) je jednou z fyzikdlnich vlastnosti sledovanych latek casto
spojovanych s chovanim sledované latky v organismu. Je definovan jako pomér

rovnovaznych koncentraci latky ve dvou nemisitelnych fazich vody a oktanolu. Urcuje miru

hydrofobniho chovani chemické latky. Jeho hodnota roste pro slouceniny s nepolarnimi
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strukturami, jako je vice aromatickych jader nebo délka fetézce. A nabyva malych hodnot pro
slouceniny s polarni skupinou. Bé€zné se jeho hodnoty pohybuji v rozdilu 12 tadd, proto se
uvadi jako logP. V rlznych studiich se pouziva jako ukazatel schopnosti prostupovat
membranami a interagovat s biologickymi receptory [38].

Pro sledované nitrobenzanthrony se hodnoty dekadickych logaritmii pohybuji v rozmezi
od 3,60 do 3,99. Tento rozdil pouhych 0,39 vedl autory kzavéru, Ze prostupnost

nitrobenzanthrontl do bun¢k neni rozhodujicim faktorem pro jejich mutagenni aktivitu [36].

Tabulka 1: Ptehled fyzikaln¢ - chemickych vlastnosti riznych derivatu benzanthronu [36].
Dekadicky logaritmus mutagennich vlastnosti u kmenu TA98, LUMO - energie nejnizs§iho
neobsazen¢ho molekulového orbitalu. Ered — redukéni potencial, logP - dekadicky logaritmus
rozdélovaci rovnovahy oktanol - voda znédzornujici hydrofobni chovani latek a jejich
prostupnost ptes biologické membrany.

dihedralni dhel (stupné °)
Log Erea Log
TA9% LUMO (eV) (@) P 1 2 3 9 | 11
1-NBA 3,75 -1.896 -1063 | 3,60 | 62,3
2-NBA 2,20 -1,909 -1113 | 3,99 1,1
3-NBA 5,32 -2,099 -987 3,90 0
9-NBA 4,93 -1,929 -1087 | 3,79 2,5
11-NBA 0,78 -1,722 -1084 | 3,67 64,2
1,9-DNBA 4,62 -2,435 -854 3,75 | 60,9 0,8
3,9-DNBA 4,67 -2,605 -833 3,82 05 | 1
3,11-DNBA 3,52 -2,417 -861 3,79 10,4 69,8
3,9,11-TNBA 4,47 -2,934 -703 3,61 13,8 | 1,9 | 63,7

U jinych studii se autofi zamétili na ultimativni karcinogen - nitreniovy ion, ktery vznika
pii metabolické aktivaci nitrobenzanthronll. Zde bylo zjiSténo, Ze mutagenni vlastnosti téchto
sloucenin lze dat do souvislosti se stabilitou jejich nitreniového iontu [39]. U jednotlivych
latek byl pozorovan vyznamny rozdil u rovnovaznych konstant pfislusnych hydrolytickych
reakci vedoucich ke vzniku ultimativniho karcinogenu. Tato data ukazuji, ze metabolity 2-
NBA se na pfisluSny iont rozpadaji vyrazné neochotnéji, a to az o 3 - 4 fady nez metabolity
nejcastéjSiho karcinogenniho nitrobenzanthronu 3-NBA [40]. Také byly pozorovany rozdily
v redukci 2- a 3-NBA pomoci bakteridlnich reduktas a také sav¢i chinon:oxidoreduktasy [39].

Redukce 2-NBA pomoci chinon:oxidoreduktasy na rozdil od redukce 3-NBA prakticky
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neprobiha. Proto by se dal 2-NBA oznacit za Spatny substrat reduktasy, a proto je jeho
aktivace vyrazn¢ pomalejs$i. Pomoci vypocti se vSak odhaduje, ze vazba 2-NBA do aktivniho
mista enzymu probiha s podobnou afinitou. I kdyZ v orientaci méné vhodné k redukci [40].
Mutagenita nitrobenzanthronli se pravdépodobné zvysuje v sav¢ich buiikach. Tyto organismy
obsahuji systém sulfotransferas a N-acetyltransferas, ktery participuje na aktivaci diky

konjugacnim reakcim. Tento systém je jiny nez v bakterialnich bunikach [36,41].

Obrazek 12: Porovnani vazby 2- a 3- NBA do aktivniho mista NQO1 [40].

2- NBA ve srovnani s 3-NBA

2-NBA (2-NBA, 2-nitro-7H-benz[de]anthracen-7-on) na rozdil od svého izomeru 3-NBA
(3-NBA, 3-nitro-7H-benz[de]anthracen-7-on) nepatii mezi nejsiln€jsi mutageny.
3-NBA izomer je prokazanym karcinogenem pro hlodavce a potenciondlnim pro ¢loveka

[42]. Genotoxické Ucinky této latky byly prokdzany tvorbou adukti s DNA, kterd byla
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pozorovana in vitro v bunécnych kulturach a in vivo u laboratornich potkanti a mysi. Pro 2-
NBA byla pozorovana jen minimalni tvorba aduktt s DNA in vitro [34,37,41,43,44].

Oba derivaty jsou hojné zastoupeny ve slozkach Zivotniho prostiedi a byly prokdzany
teprve nedavno. Byly detekovany ve spalinach dieselovych motorti, proto by genotoxickou
aktivitou mohli byt zasazeni piredevsim lidé pracujici v dopraveé, zaméstnanci ¢erpacich stanic
a pochopiteln¢ rizni mechanici autodilen a jinych opravarenskych podnikd. To potvrzuje
nalez metaboliti 3-NBA v moci hornikil, vystavenych zplodinam dieselovych motorii. 2-NBA
vSak majoritné vznika pfeménou v atmosféie [34,37,45-49].

Koncentrace 3-NBA vovzdusi je srovnatelnd sbéznymi polutanty jako jsou
benzo(a)pyren, 1-nitropyren, 1,3-, 1,6-, a 1,8-dinitropyreny. 3-NBA se pohybuje v rozmezi od
0,6 do 6,6 p.p.m. Proto se denni pfijem ¢lovéka mize pohybovat az okolo 90 pg 3-NBA [50].
Néktera data ukazuji, Ze obsah 2-NBA ve vzorcich vzduchu mtze byt az 70x vétsi nez 3-
NBA. Takto zji§téna koncentrace byla 495 pg/m’® pro 2-NBA, zatimco 3-NBA obsahoval
pouhych 6,8 pg/m’ [21]. Proto je divné, Ze pi tak rozdilné moZnosti expozice organismu jsem
nenasel zadna data, v kterych by byly detekovany metabolity 2-NBA ve vzorcich moci stejné,
jak tomu bylo u 3-NBA [37].

I kdyz nékteré studie ukazuji, ze u 2-NBA dochazi k tvorbé aduktu s DNA, neni stalé
znama jeho presna aktivacni cesta, na rozdil u jeho izomeru 3-NBA.

Stanoveni aktivacni cesty je dulezity krok pro posouzeni individudlni -citlivosti
organismil [37]. Na schématu (Obrazek 13) je zndzornéna hlavni aktivacni cesta 3-NBA
v organismu. Hlavni redukéni cesta z3-NBA na N-hydroxy-3-aminobenzanthron (N-OH-
ABA), kterd je prvni casti biotransformace, vede pies nitroredukci. Ta je katalyzovana
pomoci cytosolarnich reduktas, kterymi jsou hlavné NA(P)H:chinon-oxidoreduktasa (NQO1),
minoritné pak xanthinoxidasa, nebo mikrosomdlni enzym NADPH:cytochrom-P450-
reduktasa (POR) [50-53].

N-OH-ABA je nestabilni [50]. V druhé fazi biotransformace dochéazi k preméné na
nitreniovy nebo karboniovy iont. Tyto ionty reaguji s DNA za vzniku kovalentnich adukti.
Na druhé fazi se podili N,O-acetyltransferasy (NAT) a sulfotransferasy (SULT), které jsou
obsazeny i v jaternich bunikdch. U NAT se majoritné podili NAT 2 a s mensim podilem NAT
1. U SULT to jsou pak enzymy SULT1A1 a ¢aste¢né SULT1A2.

Na schématu (Obrazek 13) je také znazornéna druha cesta vedouci ke vzniku N-OH-
ABA, a to je zpétnd oxidace hlavniho metabolitu 3-aminobenzanthronu (3-ABA). Proto je
oxidace 3-ABA povazovana za hlavni oxidacni cestu. V jatrech a v plicich je tento d¢&j

katalyzovan pomoci enzymi z rodiny cytochromti P450. Jako hlavni enzymy této reakce
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vystupuji CYP1A1 a CYP1A2. Dal§im aktivaénim enzymem mohou byt peroxidasy, které pro
tuto ¢innost mohou vyuzit peroxid vodiku vznikly pfi metabolické aktivaci 3- NBA. Tato
cesta pievlada v organech, ve kterych se CYP1A1 a CYP1A2 vyskytuji jen minoritné, jako
jsou ledviny, mocovy méchyft €i prsni zlazy. Zastupci, kteti se na tomto mohou podilet, jsou
prostaglandin-H-syntasa (PHS), laktoperoxidasa (LPO), myeloperoxidasa. Pii téchto reakci
muze dojit ke vzniku radikal, které mohou poskodit DNA [52,53].

H ¥l H H ™
" e N NG
# S ™o-R 7! e
+ DNA dG-NV-ABA

o _ ’ o e s
( “‘;’ J s— (:J\)V ﬂt\yl\)\y — | dG-CE-N-ABA
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Obrazek 13: Schéma metabolické aktivace 3-NBA v organismu [53]. 3-NBA je redukovan
NQOI1 a POR na N-hydroxyaminobenzanthron. Z této latky dale vznika nitreniovy iont, ktery
mize pfesmyknout na karbokationt.

Adukty 3-NBA a 2-NBA byly detekovany pomoci metody znaceni radioaktivnim
fosfatem ,,**P-Postlabelling* a naslednou HPLC nebo TLC. Adukty vznikaji na purinovych
bazich a to na deoxyguanosin (dG) a Deoxyadenosin (dA). Pomér aduktt je 70 % (dG) ku 30
% (dA). Vzniklé adukty byly identifikovany jako: 2-(2‘-deoxyadenosin-N°-yl)-3-
aminobenzanthron (dA-N°-ABA), N-(2¢-deoxyguanosin —N*-yl)-3-aminobenzanthron (dG-
N?-ABA) a N-(2¢-deoxyguanosin —8-yl)-3-aminobenzanthron (dG-C8-N-ABA) [37].

Nejnovéji byl také v moci detekovan N-Acetyl-S-(3-aminobenzanthron-2-yl)cystein (3-
ABA-MA), a to pomoci hmotnostni spektrometrie (LC-ESI-MS) [54].

I kdyz neni znama ptesnd aktivani cesta 2-NBA, tak se na jejim urceni pracuje.
Nejnov¢jsi stanoveni ukazuji, ze 2-NBA neni vhodny substrat pro enzymy, které preménuji 3-
NBA [40,55]. A ke vzniku aduktti s DNA v [41] doSlo pravdépodobné pomoci jinych, zatim

neurcenych enzymi [55,56].
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1.5 Enzymy podilejici se na biotransformaci xenobiotik

1.5.1 Systém monooxygenas se smisenou funkci.

Systém monooxygenas se smiSenou funkci nebo téZ mirkosomalni monooxygenasovy
systém (MFO) se podili na oxida¢nich, oxygenacnich a dokonce reduk¢nich reakcich. Sklada
se z NADPH:cytochrom P450 reduktasy, cytochromu P450 a fosfolypidové membrany. Déle
muze fakultativné obsahovat cytochrom b5 a NADH:cytochrom b5 reduktasu.

U eukaryot je MFO umistén na vn¢j$i stran¢ membrany endoplasmatického retikula (ER)
pfevdzné v organech, ve ktery je vySsi koncentrace xenobiotik, jako jsou predevSim jatra,
plice a GIT. Sam se zde pak podili na prvni fazi biotransformace. V piirodé se vyskytuji tii
systémy MFO. Krom vySe zminéného muize existovat tzv. mitochondrialni enzymovy systém
P450. Ten je umistén na vnitini stran¢ mitochondridlni membrany a sklada se
z membranového cytochromu P450 a zrozpustného NADPH-P450 redukujiciho systému.
Tento MFO systém byl detekovéan pouze v zivoc€isné fisi. Tietim typem je bakterialni systém,

ktery ma jiz obé slozky volné rozpustné v cytoplasmé [5,57].

1.5.2 Cytochromy P450 (EC 1.14.14.1.)

V ptipadé cytochromu P450 se jedna o hemovy enzym podilejici se na oxidac¢nich dé&jich
v metabolismu lipofilnich latek. CYP je hemthiolatovy protein, ktery se sklada z ptiblizné 500
aminokyselin a prosthetické skupiny protoporfyrinu IX. Zelezo vazané v CYP je vazano pies
thiolatovou skupinu cysteinu na rozdil od klasickych cytochromii, kde je védzano pies
imidazolovy zbytek histidinu.

Lidské CYP se d¢li na 18 rodin a 44 podrodin. Bylo identifikovdno 57 funk¢nich
cytochromi, které¢ maji nejriiznéjsi funkeéni substratovou i tkafiovou specifitu [58].

CYP existuji ve dvou spinovych forméch. Prvni z téchto forem je forma vysokospinova,
v které se ion zeleza vyskytuje v pentakoordinovaném stavu a vSechny jeho valenéni
elektrony jsou nesparované. Spin ma tedy hodnotu 5/2. Ion Zeleza se drzi nad rovinou
porfyrinového skeletu. Druhd nizkospinovda forma se vyznacCuje tim, ze Zelezo je
v hexakordinovaném stavu a spin nabyva hodnoty 1/2. Ion miZe interagovat s jinym
ligandem. Atom Zeleza se vyskytuje v roviné kruhu [59].

CYP vystupuje vsysttmu MFO jako terminalni oxidasa, kterd pifimo katalyzuje
zabudovani atomu kysliku do molekuly substratu. VSechny funkce, kterych miize cytochrom

P450 nabyvat, jsou nasledujici: Oxidasova, v které¢ dochéazi k aktivaci molekuly kysliku pro
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dalsi oxygenasovou reakci CYP. Oxygenasova, ve které je aktivovany kyslik v¢lenén do
molekuly substratu. Peroxidasova, kdy je kyslik nahrazen peroxidem bez spotfeby NADPH.
Redukéni, pii které neni aktivovan kyslik, protoZe je vazan substrat jako 6 ligand. Posledni
moznou funkei je produkce peroxidu vodiku a aktivnich forem kysliku. To nastava v ptipad¢,
kdyz aktivovand molekula kysliku neni zabudovana do molekuly substratu, ale je uvolnéna do
prostoru. Tam z ni zpravidla vznika peroxid vodiku [14,59].

Druhy kyslik z molekuly je redukovan na vodu. Elektrony k tomu potfebné jsou

zajistény NADPH:cytochrom P450 reduktasou [14,59].

1.5.3 NAD(P)H:chinon oxidoreduktasa (EC 1.6.5.2)

Je dals$im enzymem, ktery se podili na biotransformaci xenobiotik, tentokrat redukéni
cestou.

Tento enzym je piedstavitelem skupiny flavoproteinii. Své redukcni vlastnosti uplatiiuje
na Siroké spektrum latek, jako jsou chinony, naftochinony a azo- ¢i nitroslouc¢eniny. NQOI
funguje jako dvouelektronova reduktasa, kterd muze vyuzivat NADH i NADPH jako
kofaktory[60].

NQOI se vyskytuje v cytosolu bunck eukaryotnich organismii. U savcl je nejvice
exprimovan v jatrech. Je to homodimer, ktery obsahuje v kazdém centru jednu prosthetickou
skupinu FAD. Aktivni centrum je tvofeno z obou podjednotek. V piipad¢ pisobeni NQO1 se
setkavdme s ping-pongovym mechanismem. Pii tomto mechanismu dochdzi k redukci
flavinového kofaktoru pomoci pyridinovych nukleotidi. Oxidovany nukleotid se uvolni a
nasledné vaze substrat. Pouzitim heterodimerti bylo zjiSténo, ze podjednotky enzymu NQO1

funguji v ptipad¢ dvouelektronovych redukénich reakei nezavisle na sobé [60,61] .

1.6 Spektrofotometrie

Pouziti spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné ¢asti spektra (UV - VIS) je zakladni
metodou stanoveni v biochemické laboratofi. VétSina biologicky aktivnich latek kromé
sacharidi ma v této oblasti specifické absorpéni pasy a jejich koncentraci lze stanovit na
zéklad¢ spektralnich vlastnosti. O oblasti UV spektra mluvime pii absorpci pfi vlnovych
délkach piiblizné od 180 do 400 nm [62]. O viditelném spektru se hovoii pfi vlnovych
délkach od 400 do 750 nm [62,63].

Pro UV - VIS spektrofotometrii maji zakladni vyznam kvantované ptechody elektrond ze
zakladniho do excitovaného stavu. Diky kvantovani jednotlivych hladin maji vyznam jen ty

fotony, které splituji podminku, Ze jejich energie odpovida energii ptfechodu elektronu mezi

30



hladinami. Ramcové se zde uplatiuji pfechody mezi o (vazebny) a o* (antivazebny). Tyto
absorbuji ve vzdalené UV oblasti a nejsou pro béznd stanoveni pouzitelnd. Daleko
vyznamnéj$i pfechody n (vazebny) a m* (antivazebny) a n (nevazebny), které absorbuji pfi
vyssich vinovych délkach, jsou charakteristické pro molekuly s nasobnymi vazbami.
Pfechody n—m* a n—o* jsou vyznamné pro prechody latek s heteroatomy[63,64].

Cisté elektronova spektra by méla poskytnout ¢arové linie (spektra). Nicméné pii
bézném stanoveni za laboratorni teploty ziskdvame spektra, ve kterych se zohlediuje 1 vibrace
a rotace molekul, to vede k ziskdni spojitych spekter. Na tvar spekter ma kromé teploty vliv i
pouzité prostiedi, ¢im polarnéjsi, tim vice dochazi k vyhlazovani linii. Rozpoustédlo ma také
vliv na posun absorpénich maxim [63,64]. Césti molekuly, které maji své specifické absorpéni
pasy, se oznacuji jako chromofory. Typickym chromoforem je peptidova vazba s absorpcnim
pasmem v rozmezi 200 - 225 nm, absorpce bazi nukleovych kyselin pti 260 nm [63,64].

Vlastnosti absorpce spojené s urcitymi chromofory se vyuziva pii enzymovych reakcich,
v kterych se muze sledovat specifickd absorbance NAD(P)H pii 340 nm a jeji zména
v prubéhu reakce. Také se spektrofotometricky d4 stanovit mnoZzstvi cytochromu P450
pomoci komplexu s CO po redukci hemu. Takto vznikly komplex ma pii vinové délce 450 nm
specificky absorpcni pas [63,64].

Zakladem kvantifikacnich spektrofotometrickych metod je Lambertiv - BeerGv zédkon
(Rovnice 1), ktery je spojenim dvou samostatnych zakont. Lambertiv zédkon stanovuje
zavislost zmény intenzity svétla proslého vzorkem na zméné délky kyvety. Zatimco Beertiv
zdkon stanovuje zavislost této intenzity na zméné koncentrace. Jejich spojenim ziskame

vysledny zakon, ktery se nejcastéji zapisuje:

A=¢c-c-l Rovnice 1

Kde ,,A*“ je absorbance (zaporny dekadicky logaritmus transmitance). ,,&“znaci extinkéni
(moléarni absorp¢ni koeficient) ,c*“ je koncentrace sledovan¢ho roztoku a 1 je délka

optického prostoru.

31



2 Cil prace

Hlavnim cilem prace bylo stanovit rozpustnost vybranych modelovych karcinogent
(Sudanu 1, ellipticinu a nitrobenzanthronil) ve vodném prostfedi pomoci spektroskopickych
technik. Dil¢imi cili pak bylo ur€it extink¢éni koeficienty studovanych latek ve vodé i v
methanolu. Ovéfit k tomuto ucelu jiz diive zavedené spektroskopické metody pro stanoveni
rozpustnosti malo rozpustnych latek a tuto techniku dale vylepSit za ucelem zvySeni jeji
citlivosti. VylepSenou metodiku pak pouzit k uréeni rozpustnosti latky s velmi nizkou
rozpustnosti ve vodé (2-NBA). Bude-li to mozné ovétit rozpustnost zajmovych sloucenin také

dalsi metodikou a vysledky porovnat.
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3 Material a metody

3.1 Laboratorni pristroje a chemikalie

Pristroje:

Spektrofotometr Hewlett - Packard 8453(HP 8453) s diodovym polem
Membranova Cistirna vody s UV lampou-Millipore Simplicity 182
Ultrazvukova lazett Elma E30H Elmasonic

Vodni lazen

Centrifuga Beckmann ALEGRA x22R

Centrifuga Eppendorf 5418

Analytické vahy OHAUS discovery DU216CD

Ttepacka Yellow-line
Chemikalie:

Deionizovana voda

Fosfatovy pufr o pH7

Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a. LACHNER Ceské republika

Hydrogenfosforeénan didraselny p.a. LACHNER  Ceska republika

Ellipticin 5a 10 mg  FLUKA Svédsko

Sudan Yellow pro HPLC BRITISH DRUG HOUSE Velka Britanie

2-nitrobenzanthron dar Doc. H.H. Schmeisera, Némecké centrum pro vyzkum
rakoviny v Heidelbergu

Metanol pro chromatografické vyuziti 99,9% LACHNER Ceska republika

Dimetylsulfoxid 99,5% GC  ALDRICH - SIGMA Némecko

Software:

UV- VIS Chemstation Agilant
MS Excel 2003, Microsoft Corporation

Dalsi vybaveni

Mikroinjekéni stiikacky 1 a 5 pl
Sklenéné délené pipety 25,2 a 1 ml
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Kyvety s optickou drahou 9 cm (sklo), 3 cm (sklo) a 1 cm (kiemen)

Teplomér

3.2 Metoda a postup prace

3.2.1 Priprava zasobnich roztoku

Navazka Sudanu byla pievedena do sklenéné lahve se zdbrusem a rozpusténa v metanolu
na vyslednou koncentraci Sudanu, kterd byla 1mmol/l. Roztok byl pfi rozpousténi hodinu
protfepavan a pied pouzitim byl ponechdn ve tmé dva dny. Kontrola celkového rozpusténi
probéhla centrifugaci na centrifuze Eppendorf malého vzorku zasobniho roztoku a vizudlni
kontrolou sedimentu na dné mikrozkumavky. Vysledny roztok byl jasné Cerveno oranzové
barvy a po dobu prace byl stabilni.

Navéazka ellipticinu byla rozpusténa v methanolu a uchovdna ve sklenéné zabrusové
lahvi. Vysledna koncentrace byla 1 mmol/l. Roztok byl michan na tfepacce yellow line po
dobu ti{ hodin. Uplné rozpusténi bylo kontrolovéno, jako v predchozim ptipadé, centrifugaci a
hledanim srazeniny v mikrozkumavce. Vysledny roztok byl zluté zarici.

Navazka 2-NBA byla rozpusténa v dimethyl sulfoxidu (DMSO) tak, aby vznikl roztok o
koncentraci 0,5 mmol/l. Byl zahtivan a sonikovan v sondacni lazni Elmasonic opakované po
30 sekundéch, dokud nedoslo k uplnému rozpusténi. To bylo kontrolovano opét staienim na
centrifuze Eppendorf. Roztok byl nevyrazné zluty. Pro pouziti byl néasledné roztok fedén

DMSO na vyslednou koncentraci 0,273 mmol/l.

3.2.2 Prace se spektrofotometrem a pouzité nastaveni

Prace byla vypracovana na jednopaprskovém spektrofotometru HP 8453 s diodovym
polem. Spektrofotometr méfi v rozsahu od 190 do 1100 nm s krokem jeden nanometr. Pro
méfeni v této Skale je vybaven dvéma lampami. V rozmezi vinovych délek 190 - 800 nm
pouziva nizkotlakou deuteriovou lampu. Druha wolframova lampa méfi v rozmezi 340- 1100
nm[65]. Pro préci se spektrofotometrem jsem pouzil software od spolecnosti Agilent UV - Vis

chemstation v némz jsem si piipravil nasledujici nastaveni:
Sudan I:

Pro méfeni absorbance Sudanu ve vodnych roztocich jsem pouzil nastaveni, které
snimalo fixni vinové délky ze spektra. A to 484 nm jako vinovou délku maximalni absorpce.

Dalsi dvé vinové délky 350 nm a 600 nm jako referencni vinové délky pro rist zékalu.
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Integra¢ni doba béhem zaznamu jednoho spektra byla 5 sa délka sklenéné kyvety 3 cm
(Obrazek 14, vpravo).

Pro méfeni metanolovych roztokl byla pouZita integracni doba 5 s, ale délka kyvety jen
1 cm. Za vlnovou délku odpovidajici maximalni absorpci byla ur¢ena vinova délka 285 nm a

k ni lokdlni minima v 214 a 340 nm.
Ellipticin:

Ellipticin jsem méfil pii stejné integracni dobé. Délka kyvety byla ve vSech méfenich 1
cm. Pro méfeni ve vodnych roztocich jsem vybral referenéni vinové délky o 260 a 330 nm.
Nejvétsi hodnota absorpce byla u vinové délky 300 nm. V metanolovém roztoku jsem jako
vinovou délku nejvétsi hodnoty absorpce zvolil 285 a jako referencni vinové délky 250 a 320

nm.
2-NBA:

Ke sledovani vodnych roztokd 2-NBA jsem pouzil stejny integracni ¢as, nicméné
pouzité kyvety mély objem 500 ml a optickou drahu 9 cm (Obrazek 14, vlevo). Vinova délka

maximalni absorpce pro vodny roztok byla zvolena 404 nm. Jako reference 345 a 600 nm.
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Obrazek 14: Kyvety pro méfeni vyssich objemii. Kyveta s optickou drahou 9 cm (vlevo).
Kyveta s optickou drahou 3 cm (vpravo). Véetné stojanku k upevnéni do piistroje.

3.2.3 Korekce vinovych délek

K redukci Sumi se bézné pouziva vice bodova korekce na pozadi, k tomu se vyuzivaji
dvé referen¢ni vinové délky, které ji ohranicuji [65].

Na grafickém znazornéni korekce (Obrazek 15) jsou vidét dvé spektra zobrazujici
absorpéni maximum Sudanu ve vodném roztoku. Spektrum A odpovida absorpci latky pfi
teoretické koncové koncentraci 1,39 umol/l. Zatimco A’ odpovida teoretické koncové
koncentraci 2,87 umol/l. Nicmén¢ teoretickou koncentraci se mysli takova, ktera by vznikla
po pifidani zasobniho metanolového roztoku, pokud by byla latka zcela rozpustnd. Tedy
teoretickd koncentrace odpovida latce v kapalné i pevné fazi obsazené v kyveté. Na téchto
spektrech byly zvoleny 3 vinové délky, a to 350 nm, 484 nm a 600 nm.

Vinova délka 350 nm je referencni délkou paty vrcholu, kde by méla byt minimalni
absorpce. Jedna se ale jen o lokalni minimum, protoZe v systému absorbuji i jiné latky, nebo

chybu méteni, tedy zde dochazi k balastni absorpci (¢ervend kiivka B a B°). VIinova délka 484
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nm odpovida takové vinové délce, kterd se pohybuje u maximalni hodnoty absorpce Sudanu.
Maximalni absorpce je zndzornéna Sipkou D a D*. Druhou referen¢ni délkou je délka 600 nm,
kterd je v mistech u zadni paty vrcholu a zde by v pravém roztoku neméla absorbovat jiné
latka obsazena v systému. Pii porovnani spekter A a A‘ zjistime, ze u spektra A* dochazi k
zvyseni u referenénich délek. A dokonce k poklesu v okoli absorpéniho maxima. To bereme
jako projev prechodu absorpcniho spektra na spektrum rozptylové. K ziskani Cisté absorpce
(Sipky E a E*) pouzijeme korigovanou vinovou délku, kterou ziskame linearnim proloZenim
rozptylové kiivky vrozmezi referenc¢nich délek (linka C a C°). V oblasti, kterd odpovida
vlnové délce maxima (na obrazku vinova délka 484 nm), odecteme prirtistek rozptylu (Sipka F
a F°). Ten ziskdme odectenim véazené¢ho priméru absorbanci referen¢nich vinovych délek od
absorbance odpovidajici maximu.

Vliv jednotlivych referenci byl vazen podle vzdéalenosti od maxima, ¢im blize - tim vétsi
vaha. Grafické zndzornéni pro vodny roztok Sudanu a benzanthronu je zobrazeno ve
spektrech téchto latek (Obrazek 17, Obrazek 18). Pro metanolové roztoky je korekce
znazornéna na spektru ellipticinu (Obrazek 16). Uinnost takto ziskané korekce je znazornéna
na grafu (Obrazek 19). Na tomto grafu jsou znazorné€ny dvé zavislosti ristu absorbance na
ristu koncentrace. PfiCemz jedna je korigovand. Korigovand délka roste pomaleji a
v koncentracich, kde dochazi ke srazeni, dojde k narGstu chyby. Pfimka se pak zalomi u

koncentraci, kde vznika jiz makroskopickéa srazenina.
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Obrazek 15: Tlustra¢ni obrazek korekce na pozadi. Linky A a A‘ zobrazuji spektra Sudanu I
ve vodném roztoku. A odpovida koncentraci celkového Sudanu I v kyveté 1,39 pmol/l A°
odpovida koncentraci 2,87 pmol/l. Cervené linky B a B* znazoriuji piidavek balastu
k celkové absorpci. Modré usetky C a C* znazorfiuji linearni proloZeni kiivek B a B*. Sipky
D a D znézoriuji maximalni absorpci v misté blizko absorpéniho maxima. Sipky E a E¢ pak
znazoriiuji absorbanci roztoki o¢isténych od balastu. Usedky F a F* jsou pak zndzornénim
balastni absorpce.
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Spektrum ellipticinu v metanolu - grafické znazornéni korekéniho vypoétu 285-
(0.5*250+0.5*320)
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Obrazek 16: Spektrum ellipticinu v metanolu odpovidaji koncentraci 4,99 umol/l pii teploté
23 °C

Grafické znazornéni korekce Sudanu |

0,1+
484nm 600nm

0,46 0,54

350nm
0,09 - &

0,08 -

0,07 ~

0,06 4 +¢=0,64pmol/l

0,05 +

Absorbance

0,04 -+

0,03 +

0,02

0,01 -

0 : : - : 5 ! ‘
300 350 400 450 500 550 600 650 700
Vinova délka [nm]

Obrazek 17: Grafické znazornéni korekce {A484-(0.46*A350+0.54*A600)} Sudanu pro
vodny roztok a koncentraci c= 0,64 umol/l. Pii teploté 24,5 °C.
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Spektrum 2- nitrobenzanthronu ve vodé
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Obrazek 18: Spektrum 2-NBA ve vodé odpovidajici koncentraci 2,1 nmol/l pfi teploté
24°C. Grafické znazornéni korekéniho vypoctu A4o4-(0.77%A345+0.23* Agoo).
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Obrazek 19: Znazornéni uéinnosti korekce ve vodném roztoku Sudanu |

40



Protoze kazda latka ma své specifické absorpéni pasy, u kterych jesté¢ mlze vlivem

rozpoustédla dochéazet k posunu, byly stanoveny tyto korigované hodnoty (Tabulka 2).

Tabulka 2: Piehled korigovanych vinovych délek pro jednotlivé latky a rozpoustédla

Rozpousténa latka Rozpoustédlo Rovnice
Sudan I voda A4g4-(0.46% A350+0.54* Agoo)
metanol A4g1-(0.48%A350+0.52* Agoo)
Ellipticin voda A300-(0.43%A06010.57* A330)
metanol Angs-(0.5%Ap501t0.5%A320)
2-NBA voda As04-(0.77*Az4510.23* Ago0)

3.2.4 VSeobecna ustanoveni k metodam.

Soucasti vSech metod bylo pouziti sklenéného nadobi pii praci s karcinogeny. Tim se
omezovala sorpce téchto lipofilnich latek na plastikové Spicky, ¢i stény mikrozkumavek.
V ptipadech, kde bylo pouziti plastového nadobi nezbytné, jako byla centrifugace, je vSe
uvedeno.

Ke statistickému zpracovani vysledku byl pouzit program Microsoft Office Excel 2003.
Ze statistickych funkei, které tento program nabizi, byly pouzity funkce:

PRUMER (¢islol, &islo2,...) ktera stanovi pramér z 1 az 30 hodnot [66].

SMODCH ktera ur¢i smérodatnou odchylku (SD), je definovana vztahem
(Rovnice 2), kde ,x“ je stiedni hodnota vybéru PRUMER
(¢islol,¢islo2,...) a,,n* je velikost hodnoty [66].

> (x-x)

= | = 7 Rovnice 2
n

3.2.5 Stanoveni extinkénich koeficientli u vodnych roztoka Sudanu |
a ellipticinu

Ke stanoveni extinkéniho koeficientu byl pouzit nésledujici postup. Do rliznych objemil

vody (3ml, 20ml a 25ml) byl mikrozkumavkou ptidavan zasobni roztok Sudanu I v metanolu,
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také o riznych objemech (0,3 az 5 pl). Difuze do celého objemu byla zajiSténa promichanim
pomoci sklenéné ty€inky a byl ji dan cas 5 minut. Po této dobé bylo zméteno spektrum. Podle
objemu bud v kifemenné kyveté s lecm optickou drahou nebo ve sklenéné kyveté s 3cm
optickou drahou. Z tohoto spektra se vybraly referencni vinové délky. Ty byly vyneseny do
grafu, linearni ¢ast byla prolozena regresni ptimkou, zjeji smérnice se vypocetl extinkéni
koeficient. Takto bylo zméfeno vzdy minimaln¢ 10 pridavkt. Pfi stanoveni byla
zaznamenavana teplota.

U ellipticinu se postupovalo analogicky. Také byl pifidavan 1mM roztok v methanolu do
ptebytku pufru o pH = 7. Tam se zamichal sklenénou ty¢inkou a po dob& 5 minut se proméfil.
Objem vody byl u ellipticinu konstantni (3 ml) a ménil se jen krok pfidavkd. Méfeni se
provadéla v kyvetach s optickou drahou 1 cm. Velikost ptidavkt zasobniho roztoku byla 0,3 -
5 ul. Nastaveni spektrofotometru pro tuto metodu je popsano vyse. Pocty pridavki vzdy

piesahly deset. Z nich byla pouzita linedrni ¢ast pro stanoveni extink¢éniho koeficientu.

3.2.6 Stanoveni extinkénich koeficientli u vodnych roztoka 2 - NBA

Tato metoda v principu vychézela ze stejného zdkladu, jako dvé ptedchazejici. I zde byly
pridavany mikrolitry (0,5 - 50 ul) rizné koncentrovanych roztoki 2-NBA v DMSO. Pridavky
byly diikladné¢ rozmichdny v objemech vody 400 - 500 ml. Jako kyveta zde poslouzila
¢tverhrannd sklenéna ldhev o objemu 1000 ml, kterou jsem do pfistroje upevnil pomoci
moduritového stojanku (Obrazek 14). Protoze dochéazelo k ohfivani kyvety, byla pod
moduritovy stojanek jest¢ umisténa izolacni folie o Sifce pil centimetru. Tato folie omezila
ohfivani na minimum. Tato sklenénd kyveta propoustéla vinové délky v rozmezi 320 - 900

nm.

3.2.7 Stanoveni extinkénich koeficientli u metanolovych roztoku
Sudanu I.

Stanoveni extink¢nich koeficienti u Sudanu I probihalo pfidavanim metanolového
roztoku do kyvety s obsahem rozpoustédla (3 ml). Po kazdém ptidavku 5 pl bylo vSe fadné
zamichéano, pak se ¢ekalo 5 minut, nez doslo k prométeni spektra. Ze spektra se odecetly
vilnové délky, znich se vypocCetla korekce. A tato korekce byla pouzita pro vypocet
extinkéniho koeficientu. Optické draha zde byla 1 cm. Ptidavkl bylo maximalné pét.

I pfi stanoveni ellipticinu se vychézelo z péti ptidavki (5 pl) zasobniho metanolového

roztoku do pfebytku metanolu (3 ml). Dale se v§e promichalo sklenénou ty¢inkou a nechalo 5
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minut ustalit. Pak se zméfilo spektrum a z vybranych vlnovych délek se vypocetla korekce.

Touto korekci se prolozila linearni regresni ptimka. Na konci stanoveni byla zmétena teplota.

3.2.8 Stanoveni rozpustnosti pomoci ovéreni platnosti Lambertova -
Beerova zakona

Tato stanoveni probihala analogicky s metodami urovani extinkénich koeficientd ve
vodnych roztocich, jen s pfidavanim zéasobnich roztokl se pokracovalo do chvile, nez doslo
k ztetelné odchylce od linearity. Doba mezi jednotlivymi ptidavky byla vzdy vice nez 5

minut. Na konci stanoveni byla zmétena teplota.

3.2.9 Stanoveni koncentrace roztoku nad krystaly Sudanu |

Roztok byl piipraven navazenim Sudanu I do pillitrové konické baitky. K nému bylo
ptfidano 500 ml vody. Roztok se opakované zahtival k 60°C, a pak se za intenzivniho tfepani
ochlazoval na laboratorni teplotu. Nasledné byl nechan 5 dni ve tmé, aby se ustalil. Pak byl
prométen. Nasledné byl prométen po 21 dnech a po 25 dnech, kdy se nechal jesté 24 hodin

promichévat na tfepacce.

3.2.10 Stanoveni koncentrace roztoku nad srazeninou ellipticinu ve
vodeé.

Srazenina byla ziskana z méteni rozpustnosti pomoci odchylky od Lambertova - Beerova
zékona (3 ml). Byla pfevedena do sklenéné nadoby, ve které byla nechana 2 dny, aby se
usadila. Z tohoto roztoku bylo odpipetovano 2 ml, které byly stoeny na centrifuze eppendorf
(15 minut 14 000 rpm), v plastové mikrozkumavce. Tento roztok byl nasledné¢ zméfen

v kiemenné kyveté o optické draze 1 cm. Na konci stanoveni byla zmétena teplota.

3.2.11 Stanoveni koncentrace roztoku nad krystaly ellipticinu a
Sudanu | v metanolu.

Krystaly ellipticinu byly ve sklenéné lahvicce ¢astecné rozpustény v metanolu. Navazka
byla pfipravena pro vznik 6 mmol/l roztoku v 5 ml metanolu. Roztok se nechal 2 hodiny
ttepat a nasledné ustalit tfi dny ve tmé. Z tohoto roztoku bylo odpipetovano 3 a 5 pl, tyto
objemy se ptidaly do nadbytku metanolu, kde se proméfilo spektrum podle nastaveni pro
metanolové roztoky ellipticinu. V kiemenné kyveté o optické draze jeden centimetr. Vysledna
koncentrace se ziskala vypoctem z kalibra¢ni pfimky s ohledem na fedéni. Na konci stanoveni

byla zméfena teplota.
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Stanoveni rozpustnosti Sudanu bylo provedeno obdobné jako ptedchazejici stanoveni
ellipticinu. Navazka na stanoveni vSak byla pfipravena na vznik 30 mmol/l roztoku. Nasledné

se jiz pracovalo analogicky.
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4 Namérena data a vysledky

4.1 Stanoveni extinkénich koeficientu

Pro kazdou latku byly extinkéni koeficienty stanovovany v sérii pro €istou absorpci pii

vlnové délce s maximalni absorpci a pro jeji korigovanou hodnotu (Tabulka 2).

4.1.1 Stanoveni extinkénich koeficientli u vodnych roztok Sudanu |

Extink¢ni koeficienty €434 @ €4g4xor pro Sudan I ve vodé a pro vinovou délku odpovidajici
hlavnimu absorpénimu pasu ve viditelné oblasti (484 nm). Vysledna hodnota extink¢nich
koeficientil £454=0,016 % 0,06 l.umol™".cm™ byla ziskéna jako primér z 16 méfeni (Tabulka 3).
Tato hodnota vSak vykazovala niz$i reprodukovatelnost a vyssi smérodatnou odchylku (cca
38 %). Proto byla pro vétSinu méfeni pouzivana hodnota absorbance korigovana na pifipadny
vliv zékalu a kolisani nulové linie u pouZitého jednopaprskového spektrofotometru, viz
kapitola 3.2.3 na str. 36. Vysledna hodnota korigovaného extinkéniho koeficientu €sgaxor je

0,013 £ 0,02 Lumol.cm™
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Tabulka 3 Prehled stanoveni extink¢éniho koeficientu Sudanu I ve vodé

. délka extink¢ni koeficient korigovany extink¢ni

cvlilo _ | Smérnice* Kkyvety [l.umol'l.cm'l] *k koeficient* [l. pmol
méfeni fem] em™)
1. 0,0299 3 0,011 0,010
2. 0,0391 3 0,017 0,013
3. 0,0307 3 0,012 0,010
4. 0,0436 3 0,019 0,015
5 0,0363 3 0,014 0,012
6. 0,0343 3 0,012 0,011
7. 0,0398 3 0,037 0,013
8. 0,0327 3 0,013 0,011
9. 0,0098 1 0,010 0,010
10 0,0227 3 0,009 0,007
11 0,0411 3 0,014 0,014
12 0,0416 3 0,016 0,014
13 0,0418 3 0,016 0,014
14 0,045 3 0,016 0,015
15 0,048 3 0,016 0,016
16 0,0469 3 0,017 0,016
Primér 0,016 0,013
+SD 0,006 0,002

* korigované A4g4-(0.46*A350+0.54*A600)
** Ayg4 bez korekce

4.1.2 Stanoveni extinkénich koeficientli v pufrovanych vodnych
roztocich ellipticinu

Extink¢ni koeficienty €300 @ €300kor pro ellipticin ve vode a pro vinovou délku urcenou
jako maximu absorpce 300 nm a jeji korigovanou hodnotu. Byla zprimérovana celkem z 5

hodnot jednotlivych smérodatnych odchylek viz tabulka (Tabulka 4). Vysledn4 hodnota byla
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stanovena pro nekorigovanou vilnovou délku €300=0,016 + 0,06 l.umol'l.cm'1 a pro

korigovanou vinovou délku €30x0—=0,013 £ 0,02 1. ;,Lmol'l.crn'1

Tabulka 4 Ptehled stanoveni extink¢nich koeficienti ellipticinu ve vode pii 25°C

. délka extinkéni koeficient korigovany extink¢éni
cvlilo _ | Smérnice* kyvety [l.umol'l.cm'l] w% koeficient* [l. pmol
méreni fcm] Lem™)
1. 0,0584 1 0,066 0,058
2 0,0651 1 0,075 0,065
3 0,0645 1 0,076 0,065
4. 0,0578 1 0,068 0,058
5 0,0626 1 0,078 0,063
Pramér 0,073 0,062
+SD 0,005 0,003

* korigované A300-(O.43 *A260+0.57*A330)
** As00 bez korekce

4.1.3 Stanoveni extinkénich koeficientli u vodnych roztokt 2 - NBA

Extink¢ni koeficienty €404 @ €404x0r pro 2-NBA ve vod¢ a pro vinovou délku uréenou jako
maximu absorpce 404 nm a jeji korigovanou hodnotu. Byla zprimérovéana celkem z 5 hodnot
jednotlivych smérodatnych odchylek viz tabulka (Tabulka 5). Vyslednd hodnota byla
stanovena pro nekorigovanou vlnovou délku e44=% L.umol™.cm™ a pro korigovanou vlnovou

délku €4040=0,049 % 0,008 L.umol ' .cm™
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Tabulka 5: Prehled stanoveni extink¢énich koeficienta 2-NBA ve vodé

. délka extink¢ni koeficient korigovany extink¢ni
cvlflo _ | Smérnice* kyvety [l.umol'l.cm'l] w* koeficient* [l. pmol
méfeni fem] em™)
1. 0,4849 9 0,085 0,054
2. 0,3225 9 0,056 0,036
3. 0,3918 9 0,047 0,044
4. 0,5351 9 0,059 0,056
5 0,4832 9 0,093 0,054
Pramér 0,07 0,049
+SD 0,02 0,008

* korigovana A4g4-(0.77* A345+0.23* Agn0)
** Aso4 bez korekce

4.1.4 Stanoveni extinkénich koeficientil u metanolovych roztoku
Sudanu I.

Extink¢ni koeficienty €481 @ €431k0r pro Sudan I metanolu pro jeho vinovou délku uréenou
jako maximum absorpce 481 nm a jeji korigovanou hodnotu. Byly zprimérovany z 3 hodnot
jednotlivych smérnic viz tabulka (Tabulka 6). Vyslednd hodnota byla stanovena pro
nekorigovanou vinovou délku €45;=0,016 = 0,0002 1. umol'l.cm’l a pro korigovanou vinovou

délku &48110=0,014+ 0,001 Lumol " .cm™
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Tabulka 6: Prehled stanoveni extink¢nich koeficientd Sudanu I v metanolu 23°C

. délka extink¢ni koeficient korigovany extink¢ni
cvlflo _ | Smérnice* kyvety [L umol’l.cm'l] wx koeficient* [l. pmol
méfeni [em] Lem)
1. 0,0139 1 0,016 0,014
2. 0,0141 1 0,016 0,014
3. 0,0141 1 0,016 0,014
Primér 0,016 0,014
+SD 0,0002 0,0001

* korigované A481-(0.48*A350+0.52*A600)

** Ayg1 bez korekce

4.1.5 Stanoveni extinkénich koeficientll u metanolovych roztoku

ellipticinu
Extink¢éni koeficienty €35 a €xgsk0r pro ellipticin metanolu pro jeho vinovou délku
urc¢enou jako maximum absorpce 300 nm a jeji korigovanou hodnotu. Byly zprimérovany z 3
hodnot jednotlivych smérnic viz tabulka (Tabulka 6). Vyslednd hodnota byla stanovena pro
nekorigovanou vinovou délku €;4:=0,044 = 0,0001 1. umol'l.cm'l a pro korigovanou vinovou

délku €1850=0,015+ 0,001 Lumol ™" .cm™

Tabulka 7: Piehled stanoveni extink¢nich koeficientt ellipticinu v metanolu pii teploté 23°C

. délka extinkéni Koeficient korigovany extinkéni
cjilo _ | Smérnice* kyvety [L umol'l.cm'l] wk koeficient* [l.umol
méreni (cm] Lem)
1. 0,115 1 0,138 0,115
2. 0,114 1 0,133 0,114
3. 0,114 1 0,133 0,114
Primér 0,135 0,114
+SD 0,0021 0,0004

* korigované A285-(0.5 *A250+0.5 *A320)

** A,gs bez korekce
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4.2 Stanoveni rozpustnosti jednotlivych latek

K ur¢eni maximalni mozné rozpustnosti Sudanu I, ellipticinu a 2-NBA ve vod¢ byly
pouzity dvé spektroskopické metody. Prvni metoda byla zaloZena na sledovéani absorbance
vodného roztoku Sudanu I tedy ovétfeni Lambertova - Beerova zakona. Druhd pak vyuzivala
zjisténé hodnoty extinkéniho koeficientu k vypoctu koncentrace nad nerozpusténym Sudanem

I a ostatnimi latkami.
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4.2.1 Stanoveni rozpustnosti pomoci ovéreni platnosti Lambertova -
Beerova zakona

Sudan I:

Do vody byl pfidavan roztok Sudanu I v metanolu. A byl sledovan narist absorbance
odpovidajici absorpénimu maximu zvolenému pro Sudan I ve vod¢ (484 nm). Korigovanému
na pripadny zakal (Tabulka 2). Ze ziskanych dat pro korigovanou vinovou délku byl sestrojen
graf zavislosti korigované vlnové délky na celkové koncentraci v roztoku (rozpustény i

vysrazeny),
Stanoveni rozpustnosti Sudanu | pomoci Lamebertova - Beerova zakona

0,2

+ 484-(0.46*350+0.54*600) y = 0,0469
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Obrazek 20: Graf zavislosti koncentrace na absorbanci korigované vinové délky pro Sudan
I. ,Bod 1 misto nartstu rozptylu odpovida koncentraci 0,87 umol/l. ,,Bod 2* odklon od
Lambertova -Beerova zakona.

Linearita stoupani je na grafu vidét az do hodnoty 1,11 umol/l. Na grafu je patrny odklon
jiz v hodnoté 1,23 pmol/l - bod 2. Nicméné podle nartistu chyb méteni (vzdy byla provedena
3 méfeni pro jeden piidavek) je patrné, ze ke zménam v roztoku dochézi jiz kolem hodnoty
vysledné koncentrace 0,87 umol/l - bod 1. Dalsi vysledky potvrzuji, Ze k vysrazeni dochazi

pfi primérné koncentraci kolem 1 umol/l (Tabulka 8).
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Tabulka 8: Piehled intervalii rozpustnosti Sudanu I ve vodé. Rozmezi koncentraci, pfi
kterych dochazi ke vzniku sraZeniny Sudanu I.

Velikost pridavku/objem Vyrazny narist chyby Odklon od T (°C)
kyvety (ul) méreni linearity
[pmol/l] [pmol/1]
4/2500 0,87 1,23 25
1/2500 0,91 1,03 26,5
5/2500 0,99 1,29 -
0,5/25000 0,83 0,99 26
5/2500 0,99 1,19 24,5
Prumérna hodnota: 0,92 1,1
SD 0,06 0,1
2-Nitrobenzanthron

Do vody byl ptfidavan slabé koncentrovany zasobni roztok 2-NBA v DMSO. Tento

roztok byl intenzivné zamichan a nechan stat pfiblizn€¢ 5 minut, aby se 2- NBA dostal do

celého objemu. Kazdy ptfidavek byl scasovym odstupem tfikrat proméfen. Objem

rozpoustédla byl 500ml a délka optické drahy 9 cm.
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Stanoveni rozpustnosti 2-NBA ve vodé pomoci odchylky od
Lambertova - Beerova zakona
2,50E-03 - T
2,00E-03 - t=24,5°C
y=0,5351x
R?=0,9207
§ 1,50E-03 - ]l: { T { }
©
2
o
2 \
o 1,00E-03 - ]]E 4
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| —— linearni prolozeni
0,00E+00 ¥ : : : : : : : : )
0,00000 0,00100 0,00200 0,00300 0,00400 0,00500 0,00600 0,00700 0,00800 0,00900|
koncentrace [uM]

Obrazek 21: Stanoveni rozpustnosti 2-NBA ve vodé pomoci odchylky Lambertova -
Beerova zakona. Chybové tisecky ukazuji chybu vypoctenou ze tfech paralelnich méteni.

Tabulka 9: Stanoveni rozpustnosti 2-NBA ve vodé

Velikost pridavku/objem rozpoustédla Odklon od T (°C)
((31)) linearity
[pmol/l]
0,5/500 000 0,0038 26
1/500 000 0,0016 24,5
1/500 000 0,0054 27,5
0,5/500 000 0,006 24
0,5/500 000 0,0032 24,5
Vysledna koncentrace: 0,004+0,002

Ellipticin:

Do vody byl pfidavan roztok Ellipticinu v metanolu. A byl sledovan nartist absorbance

odpovidajici absorpénimu maximu zvolenému pro Ellipticin ve vodé (300 nm) korigovanému
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na ptipadny zakal (Tabulka 2). Ze ziskanych dat pro korigovanou vinovou délku byl sestrojen
graf zavislosti korigované vlnové délky na celkové koncentraci v roztoku (rozpustény i

vysrazeny) (Obrazek 1).

Stanoveni rozpustnosti ellipticinu ve vodé pomoci Lambertova - Beerova
zakona
4,00E-01
e 7
3,50E-01 - Lt
+ ¥ *
3,00E-01 - L
+
0} T
2 250E-01 - + F
+
© + t=23°C
0 +
5 2,00E-01 Lt + 300-(0.43*260+0.57+330)
(2] +
8 1 50E-01 - L
+
+ = Linearni prabéh rozpousténi

1,00E-01 + 4

5,00E-02 -

0,00E+00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ |

0,00000 2,00000 4,00000 6,00000 8,00000 10,00000 12,00000
koncentrace [uM]

Obrazek 22: Graf zavislosti koncentrace na absorbanci korigované vinové délky pro
ellipticin. ,,Bod 1 odklon od Lambertova -Beerova zékona.

Na grafu (Obrazek 22) je vidét, ze k odchylce od Lambertova - Beerova zékona dochazi
jiz pti hodnoté¢ 1,33 pmol/l. Bohuzel nemiizeme zjistit, jestli dochazi k narGstu Sumu
v ptedchozich hodnotach, protoze nebyl potizen dostacujici pocet hodnot pro kazdy ptidavek
zasobniho roztoku. Doba od pfidavku do zméfeni byla 5 minut v zajmu difize do celého
objemu a zamezeni tvorby koncentrac¢nich fluktuaci. Vysledna koncentrace pak byla zmétena
z nasledujicich hodnot (Tabulka 10) a vysledna rozpustnost byla stanovena jako 1,2+0,1

pmol/l.
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Tabulka 10: Stanoveni rozpustnosti ellipticinu ve vodé

Velikost pridavku/objem Odklon od linearity T (°C)
kyvety (ul) [pmol/l]
0,5/3000 1,23 23
1/3000 1,33 23,5
0,5/3000 0,99 23
0,3/3000 1,19 23,5
Pramér: 1,2+0,1

4.2.2 Stanoveni koncentrace roztoku nad krystaly Sudanu |

Hodnoty koncentrace nad krystaly byly méfeny pii korigované vinové délce pro Sudan I
ve vodnych roztocich. Byly stanoveny 5 dni (22°C) po rozpusténi a po 21 dnech (21°C), a
také po 25 dnech (22°C). Pti teploté roztoku 22°C bylo pH = 6,56. Vyslednou koncentraci
Sudanu I nad krystaly métenou touto metodou jsem nakonec stanovil z dat zjiSténych pro 21.

a 25. den. A vysledné hodnota byla 0,16 + 0,01 pmol/l.
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Tabulka 11: ptehled vypoctu koncentraci roztokti nad krystaly Sudanu I

Assakor L . délka
extink¢ni koeficient Koncentrace
¢islo méreni . ; kyvety
[I*umol *cm™ ] [pmol/l]
[cm]
Po 5 dnech
1. 9,60. 10° 0,013 3 0,246
2. 9,07. 107 0,013 3 0,233
Po 21 dnech
1. 5,60. 10° 0,013 3 0,145
2 6,35. 107 0,013 3 0,163
3. 7,26. 107 0,013 3 0,186
4 5,69. 10° 0,013 3 0,145
Po 25 dnech
1. 6,80. 107 0,013 3 0,174
2. 6,53. 107 0,013 3 0,167
3. 6,46. 10~ 0,013 3 0,166

* korigovana A4ga-(0.46* A35010.54* Agoo)

4.2.3 Stanoveni koncentrace roztoku nad srazeninou ellipticinu ve
vode.

Koncentrace nad srazeninou byla stanovena pomoci jiz zndmého extink¢éniho koeficientu
pro korigovanou vlnovou délku maximalni absorpce (kapitola 4.1.2). Pomoci této hodnoty
byla pak maximalni rozpustnost dopoctena. Pro hodnoty ziskané zméfenim pfipravenych

roztoku (kapitola 3.2.10). Vysledna koncentrace byla stanovena nasledovné.
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Tabulka 12: Znazornéni vypoctu koncentrace nad srazeninou ellipticinu ve vodé.

A300kor délka
extinkéni koeficient Koncentrace
¢islo méreni . ; kyvety
[I*umol *cm™ ] [pmol/l]
[cm]
1. 0,0820 0,062 1 1,32
2. 0,0788 0,062 1 1,27
Po centrifugaci

1. 0,062 1 0,898

* korigované A300-(O.43 *A260+0.57*A330)

** As00 bez korekce

4.2.4 Stanoveni koncentrace roztoku nad krystaly Sudanu | v

metanolu.

Z kalibra¢ni piimek byl ziskan extink¢ni koeficient pro vypocet koncentrace Sudanu I
v metanolu. Rozpustnost nasledn¢ byla stanovena z korigované absorbance roztoku nad
srazeninou. Tento roztok se proméfoval nafedén v kiemenné kyveté (1 cm) a objemu

metanolu 3 ml. Pfidavek roztoku byl pouhych 0,5 pl a teplota po celou dobu méfeni

nepiesahla 22 °C

Tabulka 13: Stanoveni rozpustnosti Sudanu I v metanolu pti 22°C

extink¢ni
délka | Koncentrace | Maximalni
¢islo koeficient
A kor+ kyvety v kyveté rozpustnost
méreni [I* pnmol-
[cm] [pmol/l] [mmol/l]
1*cm-1]
1. 0,1691 0,014 1 12,08 12,153
2. 0,1726 0,014 1 12,329 12,403
3. 0,1652 0,014 1 11,807 11,878
4. 0,1757 0,014 1 12,553 12,954

* korigovana Aug;-(0.48%* A35010.52* Agno)
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Vysledna koncentrace pak byla ziskana vypoctem ze 4 méfeni pridavku nad sraZzeninou
Sudanu I. Maximalni rozpustnost Sudanu I v metanolu pak byla stanovena jako 12,3 + 0,4

mmol/l.

4.2.5 Stanoveni koncentrace roztoku nad krystaly ellipticinu v
metanolu.

Ke stanoveni byl pouzit extinkéni koeficient pro korigovanou vinovou délku (Tabulka
2). Vysledna hodnota smérnice metanolu byla stanovena ze tfi piimek. Ta pak byla pouzita
k vypoctu maximalni koncentrace. Roztok ellipticinu byl fedén, aby byla koncentrace v

rozmezi kalibra¢ni primky. Vysledna koncentrace byla uréena jako 4,23 + 3.10™ mmol/l.

Tabulka 14: Znazornéni vypoctu koncentrace nad krystaly ellipticinu

extink¢ni
délka | Koncentrace | Maximalni
¢islo koeficient
A kor kyvety v kyveté koncentrace
méreni [I* umol-
[cm] [pmol/l] [mmol/l]
1*cm-1]
1. 0,4803 0,114 1 4,204 4,225
2. 0,4813 0,114 1 4,213 4,234
3. 0,4808 0,114 1 4,208 4,229
4. 0,4807 0,114 1 4,207 4,232

* korigovana Ajgs-(0.5%A,s5010.5% Aspp)
** A,gs bez korekce
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5 Diskuze

Pro spektrofotometrickd stanoveni byla zvolena absorpni maxima, kterd se v daném
useku spektra jevila jako nejintenzivnéj$i. Zatimco ve viditelné oblasti byla intenzita
maximalné v setinach, v blizké ultrafialové oblasti byla absorbance vyrazné intenzivnéjsi
(desetiny). Metody, kterymi byl méfen Sudan I ve vod¢, vyuzivaly vinové délky v oblasti VIS
spektra, specidln¢ vinovou délku 484 nm, i kdyz tato latka vykazuje absorpéni maximum pfi
cca 490 nm. Tato vlnova délka byla zvolena, 1 kdyz se nejedné o absolutni maximum, kvili
vyskytu n€kolika vadnych pixelll na detektoru v oblasti maxima (490 nm). Proto byla zvolena
nejvyss$i hodnota jesté pred touto chybou. Vyhodou volby méfeni VIS oblasti byla vétsi
variabilita pfi vybéru kyvet, protoze jsem mohl méfit v kyveté s delsi optickou drahou (3 cm)
a také ve vétSich objemech (25 ml).

Pro stanoveni rozpustnosti Sudanu I v metanolu byla pouZita vinova délka 228 nm. Zde
bylo zvoleno intenzivnéj$i spektrum, na Ukor objemu a optické drdhy, protoZze metoda
vykazovala dostate¢né reprodukovatelné vysledky.

Rozpustnost ellipticinu byla prométfovand pti vinovych délkach 300 nm pro vodu a 285
pro metanol. Obé tyto hodnoty byly méfeny v kyveté o optické draze 1 cm. A data byla
reprodukovatelna.

Pro 2-NBA bylo provedeno jen stanoveni pii 404 nm. Ve sklenéné kyveté o optické
draze 9 cm. Teprve toto usporddani poskytlo dostatecné vysokou citlivost, aby mohla byt
takto nizkéd hodnota rozpustnosti reprodukovatelné odectena.

Ke stanoveni rozpustnosti téchto latek byl pouzivan jednopaprskovy spektrofotometr
s detektorem typu ,,diode array®. Jednopaprskové piistroje vice ,,trpi* kolisanim nulové linie,
také proto byly zavedeny korekce na pozadi pied 1 za absorpénim pasem (kapitola 3.2.3 str.
36). Tyto korekce také Castecné mirnily vliv zdkalu a necistot, které by jinak znesnadiovaly
méfeni velmi nizkych absorbanci, a tak pfispély klepsi reprodukovatelnosti vysledki.
V piipad¢ stanoveni extinkéniho koeficientu Sudanu I ve vodé tak dosSlo k poklesu
smérodatné odchylky stanovené pro 16 hodnot o vice jako polovinu (Tabulka 3). U stejného
stanoveni pro Ellipticin doslo k podobnému jevu (Tabulka 4). Na chybu stanoveni v metanolu
korekce vyznamnéjsi vliv neméla. Protoze absorpce u zvolenych vinovych délek byla silna (v
desetinach) a nartist v jinych tsecich spektra minimalni (tisiciny).

Opacny extrém je stanoveni 2-NBA ve vodé¢, kde 1 v kyveté s optickou drdhou 9 cm se
absorbance v okamziku sraZeni pohybuje kolem 0,001. Zde korekce ocistila vybrané vinové

délky od vlivu zékalu a stinéni a zvyraznila zvolené absorpéni maximum (404 nm),
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dostatecné natolik, ze bylo mozno stanovit extinkéni koeficient a dokonce i rozpustnost 2-
NBA.

Pfi porovnani extink¢énich koeficientli vySel snejvyssi hodnotou pro vodné roztoky
ellipticin, dale se umistil 2-NBA a extinkéni koeficient pro Sudan I byl témét 5x nizsi.
Porovnani metanolovych koeficientd ukazuje, ze v ptipadé¢ Sudanu I je extink¢ni koeficient
podobny, zatimco u ellipticinu je takika dvojnasobny.

Pro stanoveni rozpustnosti jednotlivych sloucenin ve vodé bylo pouzito dvou metod.
Prvni vyuzivala odchylky od Lambertova - Beerova zdkona a druhd zjistovala piimo
koncentraci rozpusténé latky nad srazeninou. Vypoctené koncentrace byly zhruba podobné
pro obé metody. Vyhodou obou metod je nenaro¢nost na instrumentaci, spektrofotometr
nalezneme v kazdé¢ laboratofi. Nicméné nevyhodou byla prace ve skle, protoze latky jsou
nepolarni a v zasobnich roztocich (hlavné Sudanu I) uchovavanych v plastu, nebo
davkovanych plastovou Spickou pipety dochdzelo k poklesu koncentraci a k sorpci do plastt.
Dalsi nevyhodou byla naro¢nost na ¢istotu rozpoustédel, kdy u vody velice zalezelo na Cistoté
ji samotné, ale 1 pouzitého laboratorniho nadobi, protoze sebemensi obsah prachu nebo jinych
nec¢istot mohl vyrazn€ snizit citlivost. Stim je spojena nevyhoda u metody pomoci
Lambertova - Beerova zakona, kdy mohlo dojit k znec€iSténi roztoku prachem nebo jednotlivé
pipety ¢i michadla v prubéhu delsiho méteni.

Rozpustnost je u vSech zkoumanych latek vysSi v metanolu nez ve vodé, coz neni
vzhledem k jejich hydrofobni povaze pftili§ piekvapujici. Zajimavé ale je, ze zatimco
rozpustnost Sudanu I a ellipticinu ve vodé je pfiblizn€ podobna a pohybuje se okolo 1 pmol/l
pro Sudan I a 1,2 pmol/l pro ellipticin. Rozpustnost v metanolu se pro tyto dvé latky lisi
piiblizné 3x. Roztok Sudanu I mél rozpustnost az 12,3 mmol/l, zatimco ellipticin, ktery byl ve
vodé rozpustnéjsi, mél rozpustnost jen kolem 4,2 mmo/l. Takto zjiSténa hodnota rozpustnosti
Sudanu I byla o néco nizs§i nez hodnota uvedena v literatufe (17 mmol/l) [18], tento
publikovany tdaj byl vSak také zaznamenan pii teploté vyssi o 3 °C nez pii které byl
zjistovan v této mé praci.

Stanoveni méfenim koncentrace nad srazeninou potvrdilo rozpustnost ellipticinu
v blizkosti hodnoty ziskané pomoci odchylky od Lambertova - Beerova zédkona. Tedy kolem
hodnoty (1,2 pumol/l ). U Sudanu I vSak byla vyslednd hodnota rozpustnosti stanovena nad
srazeninou nereprodukovatelna, protoze se nikdy zcela nepodafilo odstranit lehkou plovouci
srazeninu ze smési. Filtrace se také neukézala jako vhodna, jelikoZ dochazelo k sorpci Sudanu

I na filtry a také k dal§imu znecistovani roztoku (hodnoty velmi kolisaly, proto tato data
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v praci nejsou uvedena). Proto byla k tomuto experimentu vyuzita krystalicka pevna faze
Sudanu I, v tomto ptfipadé vsak byla vysledna hodnota rozpustnosti 6x mensi nez u metody
vychazejici z odchyleni od Lambertova - Beerova zdkona. Rozdil by mohl byt vysvétlen
pravé krystalickou formou Sudanu I pouzitou pro tento experiment. Tento experiment byl
provadén dostatecné dlouho, aby byl systém blizko rovnovahy, protoze pii prodlouzeni
rozpousténi o 4 dny vzrostla koncentrace Sudanu I jen nesignifikantné (o 6 %). Hodnota
rozpustnosti Sudanu I ve vodé¢ mohla byt také srovnatelna s udaji v literature (0,1 + 0,08
pmol/1) [18]. V uvedené praci pouzili ne ptili§ vhodnou klasickou metodu méteni koncentrace
nad pevnou fazi s naslednou filtraci, coz se pravdépodobné odrazilo ve vysokém rozptylu
jejich vysledkt v rozmezi 0,02 - 0,26 pmol/1!

Rozdil mezi hodnotami rozpustnosti Sudanu I nad cerstvou voluminosni sraZeninou
oproti srazenin¢ krystalické by mohly byt zptisobeny jinou povahou pevné faze. Mohlo by se
napftiklad jednat o pfitomnost amorfni formy pevného Sudanu I s nizkou hustotou oproti
formé krystalické. Na coz ostatné ukazuji i markantni rozdily v rychlosti sedimentace ve vod¢
zminované vyse.

2-NBA ma proti ostatnim studovanym slou¢enindm rozpustnost vyrazné€ nizsi (4 nmol/l).
V porovnani s rozpustnosti jeho izomeru derivatu 3-NBA, kterou jsem stanovoval
v bakalérské praci, je tato hodnota 1000x mensi. Hodnota rozpustnosti 3-NBA ve vod¢ byla
3,8 umol/l [67]. Takto nizka hodnota rozpustnosti by mohla mit vyznamny vliv na
biologickou dostupnost 2-NBA, napft. pfi interakci s enzymy s obvyklou afinitou. Toto by
mohlo zdGvodiovat fakt, pro¢ je 2-NBA tak malo karcinogenni, i kdyz jeho zastoupeni
v zivotnim prostiedi je 70x vétsi nez koncentrace 3-NBA [41]. Také by to mohlo pfispét
k vysvétleni, pro¢ redukce chinon:oxidoreduktasou in vitro prakticky neprobiha, i kdyz podle
vysledkli modelovani je jeho vazba do vazebného mista této reduktasy rozdilna jen minimalné

[39,40].
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6 Zaver

Predkladand prace se zabyvala stanovenim rozpustnosti jednotlivych modelovych
karcinogend, studovanych v laboratoti jako mozného faktoru ovliviiujiciho jejich biologickou
dostupnost. Podatilo se stanovit rozpustnost Sudanu I, ellipticinu a 2-nitrobenzanthronu ve
vodném prostiedi i metanolu. K tomu byly ¢astecné pouzity spektrofotometrické metody jiz
diive vypracované¢ v mé bakalaiské praci, tyto metody ale byly dale vylepseny, pfedevSim
z hlediska zvySeni citlivosti. Diky tomu se podafilo stanovit rozpustnost i velmi malo
rozpustné zajmove slouceniny — 2-NBA.

V prvnim bodé bylo ovéfeno, Ze dfive zavedené spektrofotometrické techniky pro
stanoveni rozpustnosti dokdzou pomérné piesné a reprodukovatelné stanovit rozpustnosti
jednotlivych malo rozpustnych latek a ziskat extinkéni koeficienty pro jednotlivé latky ve
vodé 1 v metanolu. Stanoveni bylo GspéSné po zavedeni korekcei, které ocistovaly hodnoty
absorbance od ruSivych vlivl kolisani zékladni linie a ¢astecné 1 zakalu. Extinkéni koeficienty
byly stanoveny pro vSechny latky v obou rozpoustédlech jak s korekci, tak bez korekce.
Vsechny jsou piehledné uvedeny v tabulce (Tabulka 15).

Dale byla stanovena rozpustnost ellipticinu, Sudanu I i 2-NBA pomoci metody, ktera
vyuzivala odchylky od Lambertova - Beerova zakona. Rozpustnost ellipticinu a Sudanu I ve
vod¢ byla potvrzena metodou stanoveni rozpustnosti nad srazeninou. Rozpustnost v metanolu
byla stanovena metodou nad krystaly, ta v ptipadé¢ Sudanu I mohla byt porovnana s hodnotou
uvedenou v literatufe. Rozpustnosti vSech latek uvadim v souhrnné tabulce (Tabulka 16).
Bylo zjisténo, Ze na rozdil od ostatnich sloucenin je rozpustnost 2-NBA ve vodé az 1000x
nizsi, coz mize Casteéné vysvétlit jeho vyrazné snizenou mutagenitu napt. ve srovnani s jeho

izomerem 3-NBA.
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Tabulka 15: Piehled extink¢nich koeficientli pro vSechny latky ve vodé a v metanolu

Latka/ rozpoustédlo

extink¢ni koeficient [l.umol-

l.cm-1]

vlnova délka

korigovany extinkéni

koeficient [l.pmol-1.cm-1]

vlnova délka

0,016 + 0,006 0,013 + 0,002
Sudan I/ voda
Augy Ayga-(0.46%Az5010.54% Aggp)
Lo 0,073 = 0,005 0,062 + 0,003
ellipticin/ voda
Aszgo Az00-(0.43%Asg0+0.57%Asz30)
0,07 £ 0,02 0,049 + 0,008
2-NBA/voda
A4 Ayos-(0.77%Az4510.23% Agg0)
0,016 £+ 0,0002 0,014 £+ 0,0001
Sudan I/ metanol
Ausi Aygi-(0.48%Az50+0.52%Agop)
L. 0,135+ 10,0021 0,114 + 0,0004
ellipticin/ metanol
Angs Angs-(0.5%As5010.5%Azy0)

Tabulka 16: Piehled stanovenych rozpustnosti vSech sledovanych latek ve vodé a

v metanolu.
Rozpustnost ve vodé Rozpustnost ve metanolu
Latka
[pmol/l] [mmol/l]
Sudan I 1,1 +0,1* 12,3+0,4
ellipticin 1,2+0,1 4,23 +£0,003
3-NBA 3,8%* 13 £0,6**
2-NBA 0,004 + 0,002 0,84 + 0,02**

* v roztoku rovnovéaze s krystalickou fazi je rozpustnost 0,16 + 0,01 pmol/I

** Data prevzata z [67]
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