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Abstrakt:

2-Nitrobenzanthron (2-NBA) a 3-nitrobenzanthron (3-NBA) jsou Siroce zastoupené
polutanty v zivotnim prostiedi. Jejich zdrojem je automobilova doprava, ale i jiné spalovaci
procesy. 3-nitrobenzanthron je prokdzanym mutagenem a karcinogenem v savCich i
bakteridlnich systémech. Po metabolické aktivaci tvofi adukty s purinovymi bazemi v DNA.
Zatimco ptibuzny 2-NBA vykazuje o 3—4 fady nizsi genotoxické piisobeni.

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€inka 2-NBA oproti ostatnim sledovanym latkam.
Sudan I je azobarvivo, které se béZné pouziva k barveni nejriiznéjSich latek, a je to prokadzany
lidsky karcinogen. Ellipticin, rostlinny alkaloid, je latka zajimavéd zvlast¢ diky svym
protinddorovym ucinkiim, které pravdépodobné souvisi s jeji genotoxicitou.

Diilezitym cilem bylo stanovit vliv albuminu, proteinu krevni plasmy na rozpustnost
jednotlivych sledovanych latek. K dal§im cilim patfilo stanoveni rozpustnosti sledovanych
latek v methanolu, ziskdni jejich extinkénich koeficientd a ovéfit, popiipade vylepsit,
spektrofotometrické techniky, které byly pouzity pro tato stanoveni. Ke stanoveni byly
pouzity dvé razné spektrofotometrické metody. Jedna byla zalozena na vymezeni platnosti
Lambertova — Beerova zakona. Zatimco druha stanovovala koncentraci nad srazeninou,

popftipadé€ krystaly dané latky.

Kli¢ova slova: rozpustnost, UV-VIS spektroskopie, 3-nitrobenzanthron, 2-

nitrobenzanthron, ellipticin, Sudan I, , albumin, lysozym



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 goal was to determine solubility of 2-NBA in water and compare it with 3-NBA and
also with other carcinogens studied in our laboratory (Sudan I, ellipticin). Another objective
was to evaluate the effect of model proteins (bovine serum albumin, lysozyme) on solubility
of Sudan I and ellipticine. The last 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 measuring concentration of a
compound in saturated solution

(In Czech)

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

ellipticine, Sudan I, albumin, lysozyme
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1 Uvod

Soucasny vyvoj spolecnosti védy a techniky pfindsi do naseho stylu zivota relativni
blahobyt. Bohuzel nam také piindsi spoustu obtizi, které souhrnné nazyvame civilizacni
choroby. Krom obezity spojené s kardiovaskuldrnimi potizemi se mezi civiliza¢ni choroby
muze zaradit i rakovina.

Nadorova onemocnéni byla v roce 2010 druhou nejcastéjsi pri¢inou umrti. V témze roce
bylo nové evidovano na 82 606 ptipadi novych zhoubnych a in sifu novotvarii a zemfielo
27 834 pacientl. [1] Podle incidence nddorovych onemocnéni je dlouhodobé nejcastéjSim
onemocnénim rakovina kiize nasledovand nadorem prostaty a prsu a tlustého stieva. I kdyz
onkologickych ptipadl dlouhodobé ptibyva, tmrtnost vykazuje stagnaci a v poslednich
n¢kolika letech i mirny pokles (viz. Obrazek 1) [1].

Graf 1: Vyvoj incidence ZN a novotard in situ u mu3l a 2en (1986—2010)
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Graf 2: Vyvoj Gmrinosti na ZN u mui a en (1986-2010)
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Obrazek 1: Casovy vyvoj zhoubnych novotvarii a novotvarti in situ a vyvoj Gmrti na zhoubné
novotvary v letech 1986 az 2010 v Ceskoslovensku a v Ceské republice podle pohlavi
v porovnani s evropskym standardem. Graf uvadi absolutni pocty i standardizovanou miru na
100 000 obyvatel [1].
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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 nddory pronikaji do jinych tkani. Tvoii 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 nadorového onemocnéni je ovlivnén riznymi faktory. Tyto faktory se v prvni fad¢
déli na faktory vnitini a vn&j$i. Vnitini faktory jsou dédicnost, oslabeni ¢i poSkozeni
obranyschopnosti jedince. Vnéjsi faktory se vyskytnou az u 90 % procent vSech nadorovych
onemocnéni [5,6].

Vnéjsi faktory se déli podle druhu plisobeni 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 ptipadl onkologickych onemocnéni [5-7].
Chemicky:

Chemickym vlivem se rozumi vliv chemickych latek, se kterymi €lovek pfichazi do
styku. Jejich ucinek se d€li podle zplsobl ucinku na genetickou informaci, a to na
genotoxicke, 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 presmyk
fetézcl (angl: cross-linking). Pfesmyk mulze byt intramolekularni ¢i intermolekularni mezi
dva ftetézce DNA, nebo muze dochéazet k interakci s proteiny. Posledni moznosti jsou
mechanismy epigenetické, které tvoii nekovalentni interakce s DNA. Témito interakcemi se
mysli napfiklad vmezefeni do Sroubovice DNA. VSechny mozZnosti jsou zobrazeny na

schématu (Obrazek 2) [2,3,8,9].
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(cis—platina) (UV zareni)

Obrazek 2: Schematické znazornéni genotoxickych ucinkt raznych vnéjsich faktoru. [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 prubéh 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
onkogent 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 plsobenim
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 pusobi 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

13



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 pivodu, nebo vznikaji lidskou ¢innosti. Sem se fadi prevazné 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 miize probihat perordln€, inhalatné nebo popiipadé
transdermalng. Pak nésleduje transport krvi nebo lymfou k cilové tkéni. Zptsob detoxifikace
téchto latek zavisi na schopnosti rozpoustét se ve vodnych roztocich nebo v tucich. Hydrofilni
latky jsou schopny projit organismem rychle a brzy se vylouc¢i napi. moci. Zatimco
hydrofobni latky maji tendenci hromadit v membranach a tukové tkani. Aby lipofilni latky
mohly byt zorganismu vyloueny, musi dojit kjejich metabolické pfeméné -
biotransformaci. To je souhrnné oznaceni procesii enzymové katalyzovanych reakci, které
vedou kpfeméne latky na latku svySsi rozpustnosti. Tedy dojde ke zvySeni jejich
hydrofilnich vlastnosti. Tyto latky se pak snadnéji vylucuji z organismu. K biotransformac¢nim
procesim dochdzi v mistech vstupu do organismu (plice, kiize, GIT). Dale v ledvinach, ale
nejvice latek je preménovano v jatrech.

Biotransformace se déli na dv¢ zakladni vétve (Obrazek 4). Prvni je vétev detoxifikacni,
kdy dojde k odstranéni xenobiotika z bunky a k naslednému vylouceni. Druhou cestou je cesta
aktivacni. Pfi této cesté vznikd vyrazné vice biologicky aktivni latka, nez je ptivodni matetska
sloucenina [10,11]. Této skuteCnosti se vyuziva pfi aktivaci 1é¢iv, kdy dochdzi k pfeméné na
aktivni formu léku. Nicméné€ u jinych latek takto roste toxicita a mutagenni ¢i karcinogenni

vlastnosti [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: Prubéh karcinogeneze. Schéma zobrazuje jednotlivé dé&je 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 skupiny, nebo jejim demaskovanim na molekule pfeménovaného xenobiotika. Zvyseni
polarity dosahneme jednim ze tfi mechanismii, a to oxidacnimi reakcemi, nebo redukénimi
reakcemi a v neposledni fad¢ hydrolytickymi reakcemi. Oxida¢ni reakce jsou C-hydroxylace,
N-hydoxylace, S-oxidace a N-oxidace. Dale to mohou byt dealkylace a deaminace, epoxidace
a oxidace alkoholii. Redukéni reakce zastupuji nitroredukce a azoredukce. Hydrolytickych
reakci se ucastni estery a amidy [10,11].

Pokud je jiz cizoroda latka dostate¢né polarni, mize byt vylouc¢ena. Pokud neni, vstupuje
do konjugacni faze, aby mohla byt vyloucena v konjugatu s vice polarni latkou. VSechny

reakce prvni faze jsou spojeny senzymovymi systémy. Tyto systémy jsou lokalizovany
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v endoplasmatickém retikulu. Hlavni systém, ktery katalyzuje reakce, je systém
monooxygenas se smiSenou funkci (MFO). Jako termindlni oxidaza slouzi Cytochrom P450.
Déale se reakci ucastni peroxidasy, dioxygenasy, alkoholdehydrogenasa, monooxygenasy,
aldehyddehydrogenasa, katalasa. Také se na reakcich prvni faze biotransformace podili
enzymy 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
vodé oproti pivodni slouceniné a je tedy schopen byt vyloucen moc¢i nebo zluci. Latka
vstupujici do konjugatu musi obsahovat polarni funkcni skupinu, kterd je do latky zavedena
v prvni ¢asti biotransformace. Mezi endogenni slouCeniny, reagujici s xenobiotiky za vzniku
stabilniho produktu, patii kyselina glukuronova, aktivni sulfat, acetat, glutathion, glycin,
taurin. VétSina konjugatd se vylou¢i ztéla, a tak detoxifikuje organismus. Nicméné
v urcitych piipadech vede vznik konjugatu k tvorbé toxictéjsiho aktivniho metabolitu. Touto
slouceninou muze byt N-hydroxylovany amin nebo aktivni acetit. Tyto slouCeniny se
nasledné mohou rozpadnout za vzniku karbeniového nebo nitreniového iontu. Nové vzniklé
reaktivni ionty mohou reagovat s DNA (Obrazek 4)a zahijit tak proces karcinogeneze
[3,10,14].

Enzymy konjugaéni faze jsou predevs§im transferasy. Nejvyznamnéj$imi predstaviteli
jsou  UDP-glukuronosyltransferasy, = N-acetyltransferasy, glutathion-S-transferasy a

sulfotransferasy [3,10,14].

1.4 Enzymy podilejici se na biotransformaci xenobiotik

1.4.1 Systém monooxygenas se smiSenou funkci.

Systém monooxygenas se smiSenou funkci nebo téZ mikrosomalni monooxygenasovy
systém (MFO) se podili na oxida¢nich, oxygenacnich a dokonce reduk¢nich reakcich. Sklada
se z NADPH:cytochrom P450 reduktasy, cytochromu P450 a fosfolipidové membrany.
V nékterych piipadech mize MFO obsahovat cytochrom b5 a NADH:cytochrom b5

reduktasu.
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U eukaryot je MFO umistén na vnéjsi strané¢ membrany endoplasmatického retikula (ER)
pievazné v organech, ve kterych je vyssi koncentrace xenobiotik. Pfedevs§im se jedna o jatra,
plice a GIT. Zde se MFO podili na prvni fazi biotransformace.

V ptirodé se vyskytuji tfi systtmy MFO. Krom vysSe zminéného muze existovat tzv.
mitochondridlni enzymovy systém P450. Tento systém je umistén na vnitini strané
mitochondrialni membrany a skladd se z membranového cytochromu P450 a z rozpustného
NADPH-P450 redukujiciho systému. Zminény MFO se vyskytuje pouze v Zivo€i$né fisi.
Tretim typem je bakterialni systém, ktery nema ani jednu slozku MFO vézanou na membranu,

ale voln¢ se pohybuji v cytoplasmé [5,15].

1.4.2 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 obsazené v CYP je vazano
pres thioldtovou skupinu cysteinu na rozdil od cytochromt, v kterych je zelezo vazano ptes
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 [16].

Hem se v jednotlivych CYP vyskytuje ve dvou spinovych stavech. Prvni z té€chto forem
je forma vysokospinova, v které se ion zZeleza vyskytuje v pentakoordinovaném stavu a
vSechny jeho valené¢ni elektrony jsou nesparované. Spin ma tedy hodnotu 5/2. ITon zeleza se
drzi mimo rovinu porfyrinového skeletu. Druha nizkospinovd forma se vyznacuje tim, Ze
zelezo je v hexakordinovaném stavu, jeho spin nabyvé hodnoty 1/2 a zaroveinn se nachdzi
v roving porfyrinového systému [17].

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
dal$i oxygenasovou reakci CYP. Oxygenasovd, ve které je aktivovany kyslik vclenén do
molekuly substratu. Peroxidasova, kdy je kyslik nahrazen peroxidem bez spotieby NADPH.
Reduké¢ni, pfi které neni aktivovan kyslik, protoze je vazan substrat jako Sesty ligand.
Posledni moznou funkci je produkce peroxidu vodiku a aktivnich forem kysliku. To nastava
v ptipadé, kdyz aktivovana molekula kysliku neni zabudovana do molekuly substratu, ale je

uvolnéna do prostoru. Tam z ni zpravidla vznika peroxid vodiku [14,17].
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Druhy kyslik z molekuly je redukovan na vodu. Elektrony ktomu potiebné jsou

zajistény NADPH:cytochrom P450 reduktasou [14,17].

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

Je dal$im enzymem, ktery se podili na biotransformaci xenobiotik, tentokrat redukcni
cestou.

Tento enzym je predstavitelem skupiny flavoproteint. Své redukéni vlastnosti uplatiiuje
na Siroké spektrum latek, jako jsou chinony, naftochinony a azo- ¢i nitroslouceniny. NQO1
funguje jako dvouelektronovéa reduktasa, kterd mtze vyuzivat NADH 1 NADPH jako
kofaktory[18].

NQOI1 se vyskytuje v cytosolu bunc¢k eukaryotnich organismi. U savcl je nejvice
exprimovan v jatrech. Je to homodimer, ktery obsahuje v kazdém centru jednu prosthetickou
skupinu FAD. Aktivni centrum je tvotfeno z obou podjednotek. V ptipad¢é ptisobeni NQOI se
setkavdme s ping-pongovym mechanismem. Pfi tomto mechanismu dochazi k redukci
flavinového kofaktoru pomoci pyridinovych nukleotidi. Oxidovany nukleotid se uvolni a
nasledn¢ vaze substrat. Pouzitim heterodimerid bylo zjisténo, ze podjednotky enzymu NQOI

funguji v ptipad¢ dvouelektronovych redukcnich reakci nezavisle na sobé [18,19].

1.5 Rozpustnost a metody jejiho stanoveni

Rozpustnost mizeme chépat jako vlastnost pevnych kapalnych nebo plynnych latek,
rozmichanych v ptebytku rozpoustédla, kterym mutze byt bud’ kapalina, plyn nebo pevna
latka, za vzniku termodynamicky stabilniho homogenniho roztoku.[20]

Vzniklé roztoky mlzeme klasifikovat podle obsahu rozpusténé latky. Vznikaji tak roztoky
nasycené, které obsahuji pfesné¢ takové mnozstvi latky, které je za danych podminek mozné
dosahnout. Dale to mohou byt roztoky nenasycené, ve kterych za danych podminek mizeme
latku déle rozpoustét a vycet uzavieme roztoky presycenymi. Pfesycené roztoky obsahuji vice
rozpusténé latky nez by mélo byt mozno za danych fyzikalnich podminek rozpustit, proto
dojde k jejimu vylouceni z roztoku. [21]

Rozpustnost rozpousténé latky zavisi na fyzikalnéchemickych vlastnostech této latky a
rozpoustédla, teploté, tlaku a pH roztoku. K vyjadieni rozpustnosti latky se jako mira vyuziva

obsah rozpusténé latky v gramech vztaZeny na sto gramil rozpoustédla. Nicméné IUPAC

18



povoluje stanoveni rozpustnosti jako molarni koncentraci, molalitu, ale i jinymi
jednotkami.[21]

Stanoveni rozpustnosti organickych latek ve vodé ma velky vyznam ve farmaceutickém
pramyslu, vkterém je vyznamnou soucasti preformulacnich studii nové vytvaienych
chemickych entit (NCE), které jsou dulezité pro vytvoreni vhodnych fyzikalné-chemickych a
farmaceutickych forem Iéku [22]. Rozpustnost NCE je limitujicim faktorem absorpce 1éCiva
z gastrointestindlniho traktu pro rizné pH. K ur€eni rozpustnosti se ve farmaceutickém
primyslu vyuziva nékolik metod, jejichz data se navzdjem dopliiuji a znichz se sklada
celkovy obraz chovani NCE v organismu. Metody miizeme rozdélit podle dat, kterd poskytuji.
Prvni z nich jsou metody, které davaji Cistd termodynamickéd data. Do téchto metod se fadi
pfedevsim stanoveni pomoci tzv. Shaked flask method (metoda tiepajici 1ahve) a ,,stirred flask
method* (metoda michané lahve). [22]

Metodou ,.ttepajici lahve se ziskdvaji hodnoty rozpustnosti sledovanych latek az v moment¢,
v kterém dojde k bezpe¢nému ustanoveni termodynamické rovnovahy mezi rozpousténym
analytem v pevné a kapalné fazi. K ustanoveni rovnovahy dochdzi zpravidla po delsi dobé
v fadu hodin az nékolika dni, rovnovdhy se dosahuje pii michani roztoku pfi konstantni
teploté, v riznych pufrech zajist'ujicich optimalni pH. Na tato stanoveni mé pochopitelné vliv
zvoleny pufr. Nevyhodou je casova narocnost. Koncentrace rovnovaznych roztok se
zpravidla vyhodnocuje spektrofotometricky nebo pomoci HPLC. [22,24]

U metody ,,michané lahve* se postupuje tak, Ze se zasobni batika s roztokem vytemperuje na
uritou teplotu ve vodni lazni na magnetické michacce. V zasobni banice je roztok
stanovované latky a nadbytek pevné faze. Nasledné se nékolik hodin (12 hodin) necha roztok
za stalého michani srazet, dokud nedojde k ustaleni rovnovahy mezi pevnou a kapalnou fazi.
V dal$im kroku se pevné faze nékolik hodin usazuje, a nasledné se vytemperovanou pipetou
odebere cCiry roztok nad srazeninou, do pfedem zvazené banky. Odebrany roztok se odpaii a
stanovi se rozdil v hmotnosti baiiky pied a po odpaieni. Ze ziskané hmotnosti se rozpustnost
dopocita.[25]

Druhou tadou jsou metody ziskavajici data ovlivnéna kinetikou rozpousténi po piipadé
precipitace. Data ovlivnéna precipitaci se beézné€ ziskdvaji pomoci turbidimetrie a
nefelometrie.

Pti rozpousténi pevné latky jsou prvni znamky rozpousténi fizeny chemickou kinetikou. Proto
se stava, ze u jedné latky miizeme dostat vice dat o rozpustnosti. RozpousSténi pevné latky se

tidi rovnici Noeys - Whitneyho (Rovnice 1).[22,24]
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% _A .ZD (c0 - c,) Rovnice 1
Kde ¢len dc/dt znaci zménu koncentrace v Case. Koncentrace ¢y a ¢;. koncentraci nasyceného
roztoku ve vzdalenosti 0 od pevné faze a koncentraci v délce difuzni vrstvy /. Parametr A
znadi povrch, na kterém probiha rozpousténi a D je difusni koeficient. Opakem rozpousténi je
precipitace. U ni mizeme v pocatku ziskat bud’ krystalicky, nebo amorfni produkt. Pocate¢ni
produkt precipitace se nenachdzi v termodynamicky stabilnim stavu a mutze se dale
preménovat. Rist krystalu je fizen velikosti Castic. Jemnéjsi Castice maji tendenci se znovu
rozpous$tét a nasledné rekrystalizovat a spojovat se do vétSich castic. Tomuto jevu se fiké
,»Ostwaldovo zrani* a toto pravidlo vysvétluje i skutecnost, ze ke krystalizaci ze zcela €istych
roztokd mize dojit jen pti velkém presyceni. [22-24]

Data z pocatku precipitace dokdazeme zachytit pomoci turbidimetrie. Pfi této metod¢ se
vyuziva pridavani zasobniho roztoku zkoumané latky v rozpoustédle, neomezené misitelného
s cilovym rozpoustédlem, ve kterém chceme rozpustnost latky stanovit. Pro vodné roztoky se
pouziva napiiklad DMSO. Dale se v turbidimetrické cele o dané optické délce zajistuje
michani piebytku rozpoustédla, do kterého se po malych davkach ptidava roztok analitu a
zaznamenava se narust absorbance. Nariist absorbance se fidi Lambertovym - Beerovym
zdkonem az do zacatku srazeni. Zacatek srazeni se projevi zménou smernice a nardstu chyby,
zpusobené heterogenitou roztoku. Typicky zdznam turbidimetrickych dat je na obrazku
(Obrazek 5). Nevyhodou tohoto stanoveni zpravidla byvaji vyssi naklady na pofizeni
aparatury, vliv rozpoustédla zasobniho roztoku a nutnost hledédni dostatecné velkého kroku
pfidavku a casu potfebného k difuzi do celého objemu, aby nedoSlo ke skreslovani dat

predCasnou precipitaci, v misté pridavani roztoku. [22—24]
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Obrazek 5: Typické turbidimetrické stanoveni zobrazuje nardst absorbance v zavislosti na
koncentraci sledované latky (Ro112-7445/000) pii vlnové délce 305 nm pH= 7,0 a teploté
25°C, délka optického prostoru 1 cm. V priseciku piimek doslo k vysrazeni sledované latky a
zmeéné smernice. [22]

Dalsi metodou poskytujici data o rozpustnosti je nefelometrie, ktera ma podobné
experimentalni usporadani. Nicméné k samotné detekci vyuziva laserovy paprsek a specialni
kruhovy detektor (Obrazek 6). V ¢asti obrazku oznaceném ,,A* je zachycen prichod
laserového paprsku skrz kyvetovy prostor do kruhového detektoru ukonceného tercikem.
V ptipad¢ pravého roztoku tercik pohlcuje veskeré zatreni. Obrazek ,,B* zachycuje stav, kdy
precipitované ¢astice rozptyli svétlo, které dopadne mimo tercik a kruhové zrcadlo nasméruje

svétlo do fotodetektoru. [26]
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Obrazek 6: Schéma nefelometru A) zobrazeni prichodu laserového paprsku rozpusténym
vzorkem. B) zndzornéni rozptylu na vznikajicich ¢asticich a detekce rozptyleného svétla [26].

1.6 Transport latek v organismu

Pro popis pohybu latek v organismu miizeme pouzit rozd€leni tohoto organismu na
jednotlivé kompartmenty. Z farmakologického hlediska jsou jako kompartmenty chapany
prostory, v jejichz objemu jsou hodnoty riznych parametrti charakterizujici pohyb latek
konstantni. Témito parametry se mysli difuzni koeficient a stupen disociace. Za hlavni
kompartmenty se povazuji krevni plasma nebo krev, intracelularni a extracelularni tekutiny a
tukova tkan. Tyto kompartmenty od sebe oddéluji bariéry tj. membrany. [27]

Pfes membrany muze cizoroda latka nejcastéji pronikat pomoci pasivniho transportu.
Tento d¢&j probiha ve sméru koncentra¢niho gradientu, bez dodavani energie. Schopnost latek
piekonavat timto zpiisobem membrany zavisi na jejich lipofilité. U latek majicich vlastnosti
at’ uz slabé baze nebo kyseliny, bude lipofilita zavislad na pH. DalSi moznosti transportu latek
je aktivni transport, ktery miize probihat proti transportnimu gradientu a je zprostiedkovan
pomoci transportnich proteinti, iontovych kanala atd. Aktivni transport probiha za spotieby
energie nejcasteji ve forme (ATP). Poslednim moZznym transportem pfes membranu jsou dva
opacné pochody — endocytdza a exocytéza. Endocytoza je d¢j, pii kterém dochézi k tvorbé
kapsy na povrchu membrany a jejimu vchlipeni do buiiky. Déle dojde k tvorbé vesikla, vacku,
a odtrzeni od membrany. Témito vacky vnikaji do bun¢k makromolekularni latky nebo se tak
mohou uvoliiovat neurotransmitery. Exocytoza je pak dé€j opacny. [27]

K $ifeni latky organismem dochazi nejcastéji jejim transportem pomoci krevniho obé&hu.

Zde se muze latka pohybovat bud’ volné rozpusténd, nebo vazana na proteiny krevni plasmy. I
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kdyz jen volna latka mtze podléhat biotransformaci, slouzi vznik komplexu protein-latka jako
depot tj. zdsobni forma. Pokud klesne koncentrace volné formy, tak se rovnovazné slozeni
obnovi rozpadem proteinového komplexu. Mezi proteiny krevni plasmy schopné vazat rizné
ligandy se fadi naptiklad transferin schopny vézat Fe’", hemopexin schopny vézat volny hem
a predevsim albumin, ktery slouzi jako nosi¢ pro mnoho latek. [28]

Albumin byl zvolen jako modelovy protein, na kterém jsem se snazil demonstrovat vliv
proteinll na rozpustnost mnou sledovanych latek. ZvySena rozpustnost a prenos latek do mista
ucinku by mohla mit vliv na jejich metabolismus a karcinogenitu.

Albumin je jednim s nejvice rozsifenym proteinem krevni plasmy, v niz ptredstavuje az
60% celkového obsahu bilkovin. Molekula albuminu je zaporné nabitd a neobsahuje Zadnou
prosthetickou skupinu. V pevné forme je albumin bilym praskem, ktery je dobfe rozpustny ve
vodé. Roztoky, které tak vznikaji, jsou Ciré, nicméné pii rozpousténi Spatné purifikovaného
albuminu mohou byt i nazloutlé. Pfi¢inou tohoto jevu je vySe zminéna schopnost albuminu
vazat nizkomolekularni ligandy jako jsou mastné kyseliny, 1é¢iva nebo thyroidni hormony.

Lidsky albumin je tvofen 585 aminokyselinami o molekulové hmotnosti 65 200 Da.
Molekula hovéziho sérového albuminu (BSA) je tvofena 583 AMK a jeji molekulova
hmotnost je 66 700 Da. Lidsky a hovézi albumin vykazuji vysoky stupeit sekvenéni
homologie, ktera je 87%. [28]

Schopnost albuminu vazat rtizné ligandy je dana jeho tfemi doménami a velkym poctem
mist, kam se mohou ligandy vézat. Albumin nejspecifi¢téji vaze hydrofobni organické
anionty, jakymi jsou mastné kyseliny (olejovd, palmitova atd.), pro které ma molekula
albuminu az Sest vaznych mist. Takto albumin pfendsi vétSinu volnych mastnych kyselin
v krvi. Dalsi latky, které mize albumin vazat, jsou naptiklad hem nebo bilirubin. Mezi mensi
molekuly, které se na molekulu proteinu vazou, se fadi hydrofobni molekula tryptofanu nebo
kyselina askorbova. Déle albumin umi véazat Sirokou paletu nizkomolekularnich 1éciv
s obsahem thiolovych skupin. Za vazbu téchto latek odpovida cystein v poloze 34, protoze
jako jediny ze vSech cysteinil netvoii intramolekularni disulfidicky mustek.

Jednim z 1éCiv, které jsou albuminy schopny vyvazovat, je molekula warfarinu, kterou
dokédze albumin vazat do specialni kapsy. Albumin dokaZe vazat oba enantiomery tohoto
1é¢iva s podobnou afinitou. Nicméné modulace vazby warfarinu je ovliviiovana vazbou
mastnych kyselin. Struktura tohoto uspofadani je zobrazena na obrazku (Obrazek 7) [29].
Zajimavym zjiSténim vazby nizkomolekularni latky bylo stanoveni poctu vaznych mist pro

Sudan I, pomoci spektrofotometrickych technik (CD spektroskopie, flurescence a UV-Vis
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spektrofotometrie), na molekulu BSA se pii 25°C véaze jedna molekula Sudanu I a jeji

disocia¢ni konstanta je ptiblizné¢ 8 umol/I [30].

Obrazek 7: Molekula lidského sérového albuminu s navdzanym lé¢ivem - warfarinem (u
prostied svétle modra struktura) a mastnymi kyselinami . (Struktura vytvoiena podle PDB ID
1H9Z) [29]

Albuminy jsou také schopny vazat ionty kovi, nejpevnéji se na albumin vazou médnaté,
nikelnaté a kobaltnaté ionty. Tyto ionty se vazou na N-koncovou ¢ast molekuly (plati pro
lidsky sérovy albumin). Dale se pomoci albuminu piendsi vapenaté, hofecnaté a zine¢naté
ionty. [28,31]

Dalsi bilkovinou krevni plasmy studovanou v této préaci je globuldrni protein lysozym.
Lysozym je glykosidasa (EC 3.2.1.17), kterd hydrolizuje B-1,4-glykosidické vazby mezi N-
acetyl-D-glukosaminem a N-acetylmuramovou kyselinou. Je sou¢asti riznych télnich tekutin,
jako jsou slzy, sliny a krevni sérim, dale je obsazen ve vejcich rGznych zivocicht. Jeho
enzymova aktivita je nespecifickou imunitni odpovédi organismu, protoze vykazuje

baktericidni Gi€inek proti gram-pozitivnim bakteriim. [32]
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1.7 Vyznamna xenobiotika a karcinogeny

1.7.1 Sudanl

Sudan I, systematickym nazvem (fenylazo)-2-naftol, je vyznamnym piedstavitelem
azobarviv. Proto ma také Sirokou Skalu technickych oznaceni v C. I. (colour index), bézné se
pouzivaji ndzvy: Solvent Yellow 14 nebo Oil Orange.

Azobarviva jsou rozsahla skupina chemicky ptibuznych latek, které absorbuji ve
viditelné¢ oblasti spektra. Azobarviva pokryvaji celou skdlu barev od Zlutozelené pies
oranzovou az po hnédou nebo modrou barvu, jsou nejpocetnéjsi skupinou organickych barviv.
Jejich barevnost jim proptjéuje funkéni skupina -N=N-, s obsahem dvou sp” hybridizovanych
atomt. Nejcastéji se vyskytuji barviva, kterd ve své molekule nesou jednu azo skupinu,
nicméné existuji 1 diazo a triazo slouceniny. Azobarviva mohou mit n€kolik tautomernich
forem. Azobarviva miizeme rozd¢lit do skupiny azo pigmentd, kterd je ve vod¢ nerozpustna, a
na skupinu azo barviv, kterd se ve vodé rozpousti. Azo pigmenty se déli do n¢kolika skupin
v zavislosti na struktuie [33].

Azo barviva v organismu podléhaji primarn¢ pfeméné ptisobenim NADH-dependentnich
reduktas. V jatrech vznikaji aromatické aminy, které jsou pro organismus karcinogenni a déli
se do péti skupin. Na aniliny, rozvinuté aniliny (jako je benzidin). Dale na sloucené
aromatické aminy, heterocyklické aminy ¢i aminoazo a jiné azo slouceniny [34,35].

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 [34,35].

Samotny Sudan I (Obréazek 8) je smési dvou tautomernich forem, (Z) azo fenolicka

forma a (Q) chinon(hydrazonova).

25



Obrazek 8: Tautomerni formy Sudanu I [36]

Sudan I byl v minulosti pouZivan jako potravinarské barvivo, dokud nebyl oznacen za
nebezpecny, protoze je ptivodce nadorti v jatrech a mocovém méchyii sledovanych organismi
(krys, mysi a kraliki). V roce 2005 byl oznaden za genotoxicky a karcinogenni pro lidsky
organismus. Také je spojovan s kontaktni dermatitidou a byl pfiddn na seznam lidskych
koznich alergent. I pfes tato fakta byl Sudan I pouZzivéan jako barvivo v chilli kofeni ¢i olejich
a dalSich potravinach a nadale zlstavd vyznamnym barvivem pro nejriznéjsi materialy, jako
jsou benziny, boty ¢i podlahy. [37]

Metabolicka preména Sudanu I probiha v jatrech, v kterych dochazi k oxida¢nim ¢i
redukénim déjim (Obrazek 9). Studie prokazaly, ze oxidacni reakce vede k tvorbé
hydroxylovanych produktii 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 1 (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 dile 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.[38] 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 I. (1-[(4-hydroxyfenyl)azo]naftalen-2,6-diol). Také byl rozpoznan produkt
oxidaéniho §t&peni azoskupiny. Ten byl detekovan pomoci techniky **P-postlabeling a jedna
se benzendiazoniovy ion, stanoveny v reakci 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 dochéazi k aktivaci Sudanu I plsobenim enzymi — peroxidas za tvorby odliSnych
produktii [39,40].

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

enzymu, které se podili na tomto metabolickém dé&ji, je NAD(P)H:chinonoxidoreduktasa.
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Obrazek 9: Metabolismus Sudanu I [37]. Na schématu je znidzornéna pfeména molekuly
Sudanu I pomoci enzymi. Po aktivaci pomoci peroxidas se tvofi znacné mnozstvi
nespecifickych produkti s DNA a RNA. Aktivace pomoci CYP 1Al vede k snadno
odbouratelnym produktim. Aktivace ptes benzendiazoniovy ion vede k aduktu s DNA.

1.7.2 Ellipticin

SBee:

I-Z=

Obrazek 10: Vzorec ellipticinu

Ellipticin (5,11-dimethyl-6H-pyrido[4,3-b]karbazol) (Obrazek 10) 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 pfredevsim acetaty, ty jsou ucinné i na kostni metastaze.
Ellipticin je dale u¢inny proti akutni myeloblastické leukémii ¢i karcinomu §titné Zlazy. Dale

vykazuje aktivitu proti HIV. Vyhody ellipticinu v klinickém vyuziti jsou vysoka uc¢innost
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proti nadorovym onemocnénim, nizka hematologicka toxicita a minimalni nefrotoxické
ucinky [41-43].

Ellipticin je v organismu pfeménovan na pét metaboliti (Obrdzek 11). A to predevSim
9-hydroxyellipticin, dale pak N*-oxid ellipticinu, 12-hydroxyellipticin, 13-hydroxyellipticin,
vmensi mife pak na 7-hydroxyellipticin. Tyto metabolity jsou tvofeny v jaternich

mikrosomech ¢lovéka a dalSich zivocichu (kralika, potkana a mysi). [43]

Detoxifikace Aktivace

CH
122
9/1{1 11 1
CYP1A1/2 |/ M \I SN cypaag
CYPIB1 B, N N7 cYpaDé
H | CYP1A2
6 CH
132 c.;};)a
ellipticin ao"r
)
o0 | O
<< |<
3|3
282
CHs

NZ-oxid ellipticinu

Obrazek 11: Metabolismus ellipticinu pomoci lidskych cytochroma P450 [44].

Ellipticin je pfeménovan enzymy z rodiny cytochromt P450. Jeho aktivaci zplsobuji
tyto enzymy CYP3A4, 1A 2D6 a 2C9. Zatimco detoxifikani cestu zajistuji enzymy
CYPIAI, 1B1 a 2D6. Ellipticin je dale pteménovan peroxidasami[45].

Zatimco CYP jsou exprimovany hlavné v nddorovych buiikédch prsnich a ledvinovych,
v jinych butikach jsou jejich mnozstvi fadové nizsi. Ellipticin je oxidovan fadou peroxidas:
Myeloperoxidasou (MPO), kienovou peroxidasou (HRP), lidskou cyklooxygenasou (COX-2),
ovéi COX-1, nebo hovézi laktoperoxidasou [46,47]. Adukty téchto metabolitd s DNA se
shoduji s adukty tvofenymi po metabolické aktivaci pomoci CYP (Obrazek 12) [47,48].
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Obrazek 12: Metabolicka aktivace ellipticinu za vzniku aduktu s DNA pomoci lidskych CYP
a peroxidas [48]. (Slouceniny v zdvorkach nejsou experimentalné prokézany)

Aktiva¢ni metabolity ellipticinu jsou prekurzory sloucenin, které tvofi kovalentni vazbu

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

32p_postlabelingem a pomoci [*H] ellipticinu [49]. Tak byly detekovany dva adukty.
Majoritni, ktery vznikal jen v pfitomnosti aktivacnich enzymd, a minoritni adukt, ktery
vznikal samovolné, pravdépodobné autooxidaci (Obrazek 13) [49].

Tvorba aduktt byla sledovana v tkénich potkana, v plicnich fibroblastech kiecka (V-97),
které byly transfekovany lidskymi cytochromy (CYP3A4, 1A1, 1A2). V lidskych butikach byl
sledovan v neuroblastomech, v prsnim adenokarcinomu (MC7-7) a také v leukemickych
bunkach (HL-60 a CCRF-CEM). Metabolity, které tvofi adukty s DNA, jsou 12-
hydroxyellipticin, 13-hydroxyellipticin. Zdrojem adukt 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 [45,50].

Obrazek 13: 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 samovolng.[51]

1.7.3 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 siln¢ podezielé jako lidské karcinogeny, i kdyz stale nejsou jako lidské
karcinogeny jednoznacné prokazany [13]. 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 priamyslu, v povrchovych vodach a piadach v okoli
sidel a primyslovych aglomeraci. O kontaminaci prostiedi t€émito latkami miize svédcit i1 fakt,
7e se nachdzeji v ficnich sedimentech. Dal§im zdrojem muze byt napfiklad cigaretovy kouf,
popftipadé grilovana jidla [13,52].

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 [53]. 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 vytvari za atmosférickych podminek.

Jeho syntetickd ptiprava vSak probihd v atmosféte oxidu dusicitého a ozénu [54,55].
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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) (Obrazek 14). U vSech

téchto derivat byly zkoumany mutagenni vlastnosti.

NO3z
ON__ Py Ay N2 /{/\x N02 \‘L
[ﬁ“\r‘”\ﬁl\ [ﬁl/\:[/\\ T “\ﬂ/ S / s Ilf Sy
R:Q/\*T]/ '\.A = Tr i = N OEN .\/ e
(o] (o] 0] D
1=nitrobenzanthron 2-nitrobenzanthron 3-nitrobenzanthron 9-nitrobenzanthron 11-nitrobenzanthron
(1-NBA) (2-NBA) (3-NBA) (9-NBA) (11-NBA)
OzN._ /\
J (\-ﬁ‘ NO2 NO» 7 NO: NO = -NO2
0 |4 ¢ ”r% 408 Jﬁ
OgN” ‘~/ Y ON" \”/nf % TT/\“’// \,j
o o o)
1,9-dinitrobenzanthron 3,9-dinitrobenzanthron 3,11-dinitrobenzanthron 3.9,11-trinitrobenzanthron
(1,9-DNBA) (3,9-DNBA) (3,11-DNBA) (3,9,11-TNBA)

Obrazek 14: Strukturni vzorce znamych nitro derivati benzanthronu. [54] 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 mikrosomalni 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 [54]. K dal§im zajimavym vysledklim studie patfi, Ze mutagenni aktivita
NBA je minimalné ovlivnéna fyzikaln€ - chemickymi vlastnostmi latky. Zkoumané vlastnosti
byly nasledujici: energie nejniz§iho neobsazeného orbitalu (LUMO), reduk¢ni potenciél
jednotlivych sloucenin, orientace nitroskupiny a hydrofobni chovani. Toto chovani bylo
uréeno pomoci rozdélovaciho koeficientu oktanol - voda [54].

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

strukturami, jako je vice aromatickych jader nebo délka fetézce. A nabyva malych hodnot pro
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slouceniny s polarni skupinou. Bézné se jeho hodnoty pohybuji v rozdilu 12 tadd, proto se
uvadi jako logaritmus (log P). V rliznych studiich se pouziva jako ukazatel schopnosti
prostupovat membrdnami a interagovat s biologickymi receptory. [56]

Ve studii byl log P stanovovan pomoci chromatografie na reverzni fazi. Byla pouZzita
kolona o rozmérech 4,6x250 mm a mobilni faze v poméru methanol:voda (70:30) o pritoku 1
ml/min. Hodnoty log P pro nitrobenzanthrony byly ziskany z retencnich objemi s pouzitim
kalibra¢ni pfimky sestavené z publikovanych log P organickych latek v rozmezi 0,95 - 6, 0.
[53]

Pro sledované nitrobenzanthrony se hodnoty dekadickych logaritmli rozdélovacich
koeficienti pohybuji v rozmezi od 3,60 do 3,99. Tento rozdil pouhych 0,39 vedl autory
k zavéru, Ze prostupnost nitrobenzanthroni do bunck neni rozhodujicim faktorem pro jejich

mutagenni aktivitu. [54]

Tabulka 1: Piehled fyzikaln€ — chemickych vlastnosti riznych derivatu benzanthronu [54].
neobsazené¢ho molekulového orbitalu. Ered — redukéni potencial, logP — dekadicky logaritmus
rozdélovaci rovnovahy oktanol — voda zndzoriiujici hydrofobni chovani latek a jejich
prostupnost ptes biologické membrany.

dihedralni dhel (stupné °)
Log Erea Log
TA98 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 zamé¢fili na ultimativni karcinogen — nitreniovy ion, ktery vznika
pii metabolické aktivaci nitrobenzanthront. Zde bylo zjisténo, Ze mutagenni vlastnosti téchto
sloucenin lze dat do souvislosti se stabilitou jejich nitreniového iontu [57]. U jednotlivych

latek byl pozorovan vyznamny rozdil u rovnovaznych konstant ptislusnych hydrolytickych
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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 tady hie, nez
metabolity nejcastéjSiho karcinogenniho nitrobenzanthronu 3-NBA [58]. Také byly
pozorovany rozdily vredukci 2- a 3-NBA pomoci bakteridlnich reduktas a také savci
chinon:oxidoreduktasy [57]. Redukce 2-NBA pomoci chinon:oxidoreduktasy na rozdil od
redukce 3-NBA prakticky neprobihd. Proto by se dal 2-NBA oznalit za Spatny substrat
reduktasy, a proto je jeho aktivace vyrazn¢ pomalej$i. Pomoci vypoctl se vSak odhaduje, ze
vazba 2-NBA do aktivniho mista enzymu probihd s podobnou afinitou. I kdyZ v orientaci
méné¢ vhodné k redukci [58]. Mutagenita nitrobenzanthronii se pravdépodobné zvysuje
v savCich bunkéach. Tyto organismy obsahuji systém sulfotransferas a N-acetyltransferas,
ktery participuje na aktivaci diky konjugacnim reakcim. Tento systém je jiny nez

v bakterialnich bunkach [54,59].

Obrazek 15: Porovnani vazby 2- a 3- NBA do aktivniho mista NQO1 [58].
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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 nejsilngj$i mutageny.

3-NBA izomer je prokazanym karcinogenem pro hlodavce a potenciondlnim pro ¢lovéka
[60]. Genotoxické Ucinky této latky byly prokdzany tvorbou adukti s DNA, kterd byla
pozorovana in vitro v bunécnych kulturach a in vivo u laboratornich potkanii a mysi. Pro 2-
NBA byla pozorovana jen minimalni tvorba adukti s DNA in vitro. [55,59,62]

Oba derivaty jsou hojné zastoupeny ve slozkach zivotniho prostiedi a byly prokazany
teprve nedavno. Byly detekovany ve spalindch dieselovych motorl, proto by genotoxickou
aktivitou mohli byt zasazeni predevsim lidé pracujici v dopravé, zaméstnanci Cerpacich stanic
a pochopitelné rtizni mechanici autodilen a jinych opravarenskych podniki. To potvrzuje
nalez metaboliti 3-NBA v moc¢i hornikt, vystavenych zplodinam dieselovych motori. 2-NBA
vSak majoritn¢ vznikd pfeménou v atmosfére. [63—-67]

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 piijem clovéka mize pohybovat az okolo 90 pg 3-NBA [68].
Néktera data ukazuji, Ze obsah 2-NBA ve vzorcich vzduchu miize 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’. Proto je divné, Ze pii tak rozdilné moznosti expozice organismu jsem
nenasel zadna data, v kterych by byly detekovany metabolity 2-NBA ve vzorcich moci stejné,
jako tomu bylo u 3-NBA [55].

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

Stanoveni aktivacni cesty je dulezity krok pro posouzeni individudlni -citlivosti
organismil [55]. Na schématu (Obrazek 16) 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). [68-71]

N-OH-ABA je nestabilni [68]. 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
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obsazeny i v jaternich bunikdch. U NAT se majoritn¢ podili NAT 2 a s men$im podilem NAT
1. U SULT to jsou pak enzymy SULTI1AT a ¢astecné¢ SULT1A2.

Na schématu (Obrazek 16) je také zndzornéna druhd cesta vedouci ke vzniku N-OH-
ABA, a to je zpétna 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 enzymil z rodiny cytochromi P450. Jako hlavni enzymy této reakce
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
prevlada v organech, ve kterych se CYP1A1l a CYP1A2 vyskytuji jen minoritné, jako jsou
ledviny, moc¢ovy méchyi ¢i prsni Zlazy. Zastupci, ktefi se na tomto mohou podilet, jsou
prostaglandin-H-syntasa (PHS), laktoperoxidasa (LPO), myeloperoxidasa. Pfi téchto reakci
muze dojit ke vzniku radikali, které mohou poskodit DNA. [70,71]

Fid H |
E

rﬂu R =N J NG
- A,I /L/[; s + DNA du?\'lu.j\n,\
L — S+ t,;u\,, s

human NATs | human SULTs plant HRP, haman MPO
rat and human (NATI, (SULTI1AL, bovine LPO Amc PHS.1
liver cytosal (MO MNAT2) SULTIAZ)
. rat and human rat and human
I”'u‘ liver microsomes Mw" liver microsomes

(POR) - [L‘t]l‘\] CYPIAZ)

| -
Tt : it vive in rats/mice i wivo In rats/mice , u
0

(4]
3-NBA N-OH-ABA J-ABA

Obrazek 16: Schéma metabolické aktivace 3-NBA v organismu [71]. 3-NBA je redukovan
NQOI a POR na N-hydroxyaminobenzanthron. Z této latky dale vznika nitreniovy iont, ktery
muze presmyknout 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 deoxyguanosinu (dG) a deoxyadenosinu (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) [55].

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) [72].

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-
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NBA [58,73]. Ke vzniku adukti 2-NBA s DNA v [59] doslo pravdépodobné pomoci jinych,

zatim neur¢enych enzymi [73,74].

1.8 Spektrofotometrie

Pouziti spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné ¢asti spektra (UV - VIS) je zakladni
metodou v biochemické laboratofi. VétSina biologicky aktivnich latek kromé sacharidii ma
v této oblasti specifické absorpéni pasy a jejich koncentraci lze stanovit na zékladé
spektralnich vlastnosti. O oblasti UV spektra mluvime pfi absorpci pii vlnovych délkach
priblizn¢€ od 180 do 400 nm [75]. O viditelném spektru se hovoii pii vinovych délkach od 400
do 750 nm [75,76].

Pro UV - VIS spektrofotometrii maji zdkladni vyznam kvantované ptechody elektronti ze
zakladniho do excitovaného stavu. Diky kvantovani jednotlivych hladin maji vyznam jen ty
fotony, které spliuji podminku, Ze jejich energie odpovida energii prechodu elektronu mezi
hladinami. Rdmcové se zde uplatiuji prechody mezi ¢ (vazebny) a o* (antivazebny). Tyto
absorbuji ve vzdalené UV oblasti a nejsou pro béznd stanoveni pouzitelna. Daleko
vyznamnéj§i piechody m (vazebny) a m* (antivazebny) a n (nevazebny), které absorbuji pfi
vysSich vinovych délkach, jsou charakteristické pro molekuly snasobnymi vazbami.
Pfechody n—n* a n—o* jsou vyznamné pro piechody latek s heteroatomy [76,77].

Cisté elektronova spektra by méla poskytnout ¢arové linie (spektra). Nicméné pii
bézném stanoveni za laboratorni teploty ziskavame spektra, ve kterych se zohlediuje i vibrace
a rotace molekul, to vede k ziskani spojitych spekter. Na tvar spekter ma kromé teploty vliv 1
pouzité prostiedi, ¢im polarné;si, tim vice dochazi k vyhlazovani linii. Rozpoustédlo ma také
vliv na posun absorpénich maxim [76,77]. Casti molekuly, které maji své specifické absorpéni
pasy, se oznacuji jako chromofory. Typickym chromoforem je peptidova vazba s absorpénim
pasmem v rozmezi 200 - 225 nm, absorpce bazi nukleovych kyselin pti 260 nm [76,77].

Absorp¢ni vlastnosti urcitych chromofori se vyuziva pii enzymovych reakcich,
v kterych se muze sledovat specifickd absorbance NAD(P)H pii 340 nm a jeji zména
v pribchu reakce. Také se spektrofotometricky dad stanovit mnoZzstvi cytochromu P450
pomoci komplexu s CO po redukci hemu. Takto vznikly komplex ma pii vinové délce 450 nm
specificky absorpcni pas [76,77].

Zékladem kvantifika¢nich spektrofotometrickych metod je Lambertiv - Beertv zakon
(Rovnice 2), ktery je spojenim dvou samostatnych zdkond. Lambertiv zakon stanovuje

zavislost zmény intenzity svétla proslého vzorkem na zméné délky kyvety. Zatimco Beertv
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zakon stanovuje zavislost této intenzity na zméné koncentrace. Jejich spojenim ziskdme

vysledny zakon, ktery se nejcastéji zapisuje:

AZE'C“I Rovnice 2

Kde ,,A* je absorbance (zaporny dekadicky logaritmus transmitance). ,,&“znaci extink¢ni
(molarni absorpéni koeficient) ,.c*“ je koncentrace sledovaného roztoku a .1 je délka

optického prostoru.
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2 Cil prace

Hlavnim cilem prace bylo stanovit rozpustnost vybranych modelovych karcinogent
(Sudanu 1, ellipticinu a nitrobenzanthronll) ve vodném prostfedi pomoci béZzné dostupnych
spektroskopickych technik. A také ovéfit vliv hovéziho sérového albuminu a popft. i dalsiho
proteinu na rozpustnost studovanych sloucenin. Dil¢imi cili pak bylo urcit extinkéni
koeficienty studovanych latek ve vod¢ i1 v methanolu. Ovéfit k tomuto ucelu jiz drive
zavedené spektroskopické metody pro stanoveni rozpustnosti malo rozpustnych latek a tuto
techniku déle 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,

ovefit rozpustnost zajmovych sloucenin také dal§i 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

Methanol pro chromatografické vyuziti 99,9% LACHNER Ceska republika
Dimetylsulfoxid 99,5% GC  ALDRICH - SIGMA Némecko
Hovézi sérovy albumin
Lysozym
Software:

UV- VIS Chemstation Agilent
MS Excel 2003, Microsoft Corporation
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Dalsi vybaveni

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

Teplomér

3.2 Metoda a postup prace

3.2.1 Priprava zasobnich roztokd

Navéazka Sudanu byla pievedena do sklenéné lahve se zabrusem a rozpusténa
v methanolu na vyslednou koncentraci Sudanu I, kterd byla 1 mmol/l. Roztok byl pfi
rozpousténi hodinu protfepavan a pied pouzitim byl ponechdan ve tmé dva dny. Kontrola
celkového rozpusténi probehla centrifugaci na centrifuze Eppendorf malého vzorku zasobniho
roztoku a vizudlni kontrolou sedimentu na dn¢ mikrozkumavky. Vysledny roztok byl jasné
cerveno oranzové barvy a po dobu prace byl stabilni.

Navazka ellipticinu byla rozpusténa v methanolu a uchovana ve sklenéné zabrusové
lahvi. Vyslednd koncentrace byla 1 mmol/l. Roztok byl michan na tfepacce yellow line po
dobu tif hodin. Uplné rozpusténi bylo kontrolovano, jako v ptedchozim ptipadé, centrifugaci a
hledanim srazeniny v mikrozkumavce. Vysledny roztok byl Zluté zafici.

Navazka 2-NBA byla rozpusténa v dimethyl sulfoxidu (DMSO) tak, aby vznikl roztok o
koncentraci 0,273 mmol/l. Byl zahfivan a sonikovan v sonika¢ni lazni Elmasonic, dokud
nedoslo k plnému rozpusténi. To bylo kontrolovano centrifugacina centrifuze Eppendorf.

Roztok byl nevyrazné zluty.

3.2.2 Prace se spektrofotometrem a pouzité nastaveni

Prace byla vypracovdna na jednopaprskovém spektrofotometru HP 8453 s diodovym
polem. Spektrofotometr méii v rozsahu od 190 do 1100 nm s krokem jeden nanometr. Pro
meéteni v této Skale je vybaven dvéma lampami. V rozmezi vinovych délek 190 - 800 nm
pouziva nizkotlakou deuteriovou lampu. Druha wolframova lampa méii v rozmezi 340- 1100
nm[78]. Pro préci se spektrofotometrem jsem pouzil software od spolecnosti Agilent UV - Vis

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

Pro méfeni absorbance Sudanu I ve vodnych roztocich jsem pouzil nastaveni, které
snimalo fixni vlnové délky ze spektra. A to 484 nm jako vinovou délku maximalni absorpce.
Dalsi dv€ vlnové délky 350 nm a 600 nm jako referencni vlnové délky pro rast zékalu.
Integra¢ni doba béhem zaznamu jednoho spektra byla 5 sa délka sklenéné kyvety 3 cm
(Obrazek 17, vpravo).

Pro méfeni methanolovych 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 lokalni 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.
Nejvetsi hodnota absorpce byla u vinové délky 300 nm. V methanolovém 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
pouzitd kyveta méla objem 500 ml a optickou drahu 9 cm (Obréazek 17, vlevo). Vinova délka

maximalni absorpce pro vodny roztok byla zvolena 404 nm. Jako reference 345 a 600 nm.
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Obrazek 17: Kyvety pro méfeni vysSich objemt. 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 Sumt se bézné pouziva vicebodova korekce na pozadi, k jejimu vypoctu se
vyuzivaji dvé referencni vinové délky, které ohranicuji vinovou délku maximalni absorpce
[78]. Protoze prace probihala na jednopaprskovém pfistroji, ktery obecné trpi kolisanim
intenzity zdroje svétla v pribc¢hu méfeni. Bylo potieba zavést i€innou korekcei, kterd tento jev
bude eliminovat, a pokud mozno i pfispéje k presnéjSimu stanoveni rozpustnosti, tim Ze bude
zohlednovat vliv ristu pozadi po vysraZeni vzorku. K tomuto ucelu byla vyuzita korekce,
ktera od hodnoty absorbance u vinové délky absorpénim maximu odecetla vazeny pramér
absorbanci vhodné zvolenych vlnovych délek pred a za timto maximem. Tyto hodnoty byly
obecné voleny tak, aby v nich byla co nejmensi absorbance. Funkci korekce je mozné dobie
popsat podle spekter na obrazku (Obrazek 18). Tento graf zndzoriiuje dvé spektra pridavku,
mezi kterymi mélo dojit k vysrazeni z roztoku. Zelené spektrum patii jest¢ pravému roztoku,

zatimco Cervené spektrum jiz obsahuje srazeninu. Pokud bychom sledovali nartst absorbance
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pouze u vinové délky 484 nm, tak bychom mohli dojit k ndzoru, ze absorbance stale roste.
Pokud hodnotam absorbanci 350 nm a 600 nm pfifadime vahu podle vzdalenosti mezi
jednotlivymi vinovymi délkami tak, Ze rozdil vzdalenosti mezi 350 nm a 600 nm bereme jako
250 jednotek a rozdil 484 nm od 350 nm je 134 jednotek tak, celkovy pomér délky této ¢asti
je 0,54 pomér vzdalenosti do jedné mezi 484 a 600 nm je 0,46. Vahu pak hodnotam ptifadime
podle vzdalenosti obracené¢ (¢im blize vétsi vaha). Timto postupem ziskdme hodnotu
absorbance pro vinovou délku 484 nm, lezici na linedrni spojnici zvolenych referencnich
délek (hnédy nebo zeleny bod v grafu). Odectenim této hodnoty od pravé absorbance pro 484

nm ziskdme ocisténou hodnotu absorbance od kolisani intenzity vii¢i nulovému vzorku.

0,54 0,46

Absorbance
o
o
(3]

300 400 500 600 700 800 900
Vinova délka [nm]

Obrazek 18: Znazornéni korekce na spektru Sudanu I. Zelena linka znazorfiuje spektrum
Sudanu I ve vodé o koncentraci 1,39 umol/l. Cervena linka znizorfiuje spektrum roztoku
Sudanu I po vysrazeni o teoretické koncentraci 1,59 umol/l. Hodnoty 0,54 a 0,46 znazornuji
pomér vzdalenosti mezi referencni vlnovou délkou a absorpénim maximem oproti celkové
délce mezi jednotlivymi referenénimi body. Hnédy a zeleny bod jsou body ziskané vypoctem
(0.46*A350+0.54*A600) a lezi na linearizovaném useku spektra, pokud by zde nebyla zadna
absorpce.

Grafické znazornéni pro vodny roztok Sudanu I a benzanthronu je zobrazeno ve
spektrech téchto latek (Obrazek 18, Obrazek 19). Pro ellipticin je korekce zndzornéna na
spektru ellipticinu v methanolu (Obrazek 20). Uginnost takto ziskané korekce je znazornéna

na grafu (Obrazek 21). U korigované hodnoty lze pozorovat zmény v roztoku zplsobené
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zéakalem dfive, krom¢ odchylky od linearity také dochazi k nartstu chyby zpiisobené¢ zménou

hodnoty absorbance v Case.

Spektrum 2-nitrobenzanthronu ve vodé
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Obrazek 19: Spektrum 2-NBA ve vodé¢ odpovidajici koncentraci 2,1 nmol/l pti teploté 24°C.

Grafické zndzornéni korekéniho vypoctu A4o4-(0.77* A345+0.23* Agoo).

Grafické znazornéni korekce ellipticinu
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Obrazek 20: Spektrum ellipticinu v methanolu pfi koncentraci 4,99 umol/l a teploté 23 °C.

Grafické zndzornéni vypoctu korekce vinovych délek Aszgo-(0.43%An60+0.57*A330)
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Znazornéni u€innosti korekce v pripadé rozpustnosti Sudanu |
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Obrazek 21: Graf zobrazuje odklon od Lambertova - Beerova zékona pii stanoveni
rozpustnosti Sudanu I. Cervené body zobrazuji nartist nekorigované absorbance zaznamenané
pii vlnové délce 484 nm. Modré body zaznamenavaji nartist absorbance korigované vinové
délky ziskané vypoctem Auga-(0.46*Azs501+0.54%Agoo). U korekce je vidét jiz vyrazny nartst
chyby pfi koncentraci 0,8 umol/l a k odklonu od line4rni prabéhu dochazi jiz v hodnoté 1,33
pmol/l. (bod 1) U nekorigované vinové délky dochazi az v hodnoté koncentrace 1,44 pmol/l
(bod 2).

Protoze kazda latka ma své specifické absorpéni pasy pro dané rozpoustédlo, 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 Auga-(0.46*As5010.54* Agoo)
methanol A4g1-(0.48%A350+0.52* Agoo)
Ellipticin voda A300-(0.43*A26010.57*A330)
methanol Angs-(0.5%Azs01+0.5%Asap)
2-NBA voda A404-(0.77* A34510.23* Ago0)

3.2.4 VsSeobecna 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.
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V ptipadech, kde bylo pouziti plastového nadobi nezbytné, jako byla centrifugace, je vsSe
uvedeno.

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

PRUMER (¢islol, &islo2,...) ktera stanovi priimér z 1 az 30 hodnot [79].

SMODCH ktera ur¢i smérodatnou odchylku (SD), je definovana vztahem
(Rovnice 3), kde ,x“ je stfedni hodnota vybéru PRUMER
(¢islol,¢islo2,...) a,,n* je velikost hodnoty [79].

—\2
= M Rovnice 3
n

3.2.5 Stanoveni extinkénich koeficientl u vodnych roztoku
Sudanu | a ellipticinu

Ke stanoveni extinkéniho koeficientu byl pouzit nésledujici postup. Do rliznych objemil
vody (3 ml, 20 ml a 25 ml) byl mikrostfikackou ptidavan zasobni roztok Sudanu I
v methanolu o koncnetraci 1 mmol/l, velikost pfidavku byla v riznych objemech (0,3 az 5 pl).
Difuze do celého objemu byla zajisténa promichanim pomoci sklenéné tycinky a pied
vlastnim zaznamem spektra roztok stdl dvé minut pii laboratorni teploté, nasledné se 3x
zaznamenalo spektrum s Casovym rozdilem jedné minuty. Méfeni bylo provadéno bud’
v kfemenné¢ kyveté s optickou drahou 1 cm, nebo ve sklenéné kyveté s optickou drahou 3 cm.
Extink¢ni koeficienty pak byly uréeny ze smérnic linearni ¢asti grafu zavislosti absorbance na
koncentraci latky v roztoku.

U ellipticinu se postupovalo analogicky. Také byl pfidavan roztok o koncnetraci 1
mmol/l v methanolu do pfebytku pufru o pH = 7. Tam se zamichal sklenénou ty¢inkou a po
dob¢ dvou minut se 3x zaznamenalo spektrum s ¢asovym rozdilem jedné minuty. Objem vody
byl u ellipticinu konstantni (3 ml) a ménil se jen krok ptfidavki. Méfeni se provadéla
v kyvetéach s optickou drahou 1 cm. Velikost jednotlivych ptidavkli zasobniho roztoku byla

0,3 - 5 pl. Nastaveni spektrofotometru pro tuto metodu je popsano vyse.
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3.2.6 Stanoveni extinkénich koeficientll u vodnych roztokia 2-NBA

Tato metoda v principu vychézela ze stejného zékladu jako dvé predchézejici. Nicméné
zde byly ptidavany mikrolitry (0,5 - 50 pl) roztoki 2-NBA v DMSO o koncentraci 0,273
mmol/l. Pfidavky byly dikladné rozmichany v objemech vody 400 - 500 ml. Jako kyveta zde
poslouzila ¢tverhrannd sklenéna lahev o objemu 1000 ml, kterou jsem do pfistroje upevnil
pomoci moduritového stojanku (Obrazek 17). Protoze dochazelo k ohfivani kyvety, byla pod
moduritovy stojanek jest¢ umisténa izolacni folie o Sifce pill centimetru. Tato folie omezila
ohfivani na minimum. Tato sklenéna kyveta propoustéla vinové délky v rozmezi 320-900 nm.
Spektra se zaznamenavala po dobé dvou minut od vstiiknuti vzorku 3x s casovym rozdilem

jedné minuty

3.2.7 Stanoveni extinkénich koeficientii u methanolovych roztoku
Sudanu |

Stanoveni extinkénich koeficienti u Sudanu I probihalo pfiddvanim methanolového
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 proméfeni spektra. Ze spektra se odecetly
vinové délky, znich se vypocetla korekce. A tato korekce byla pouzita pro vypocet
extink¢niho koeficientu. Opticka draha zde byla 1 cm. Pfidavki bylo maximalné pét.

I pii stanoventi ellipticinu se vychazelo z péti ptidavki (5 pl) zasobniho methanolového
roztoku do prebytku methanolu (3 ml). Déle se vSe promichalo sklenénou ty¢inkou a nechalo
5 minut ustalit. Pak se zméfilo spektrum a z vybranych vinovych délek se vypocetla korekce.

Touto korekei se prolozila linearni regresni pfimka. Na konci stanoveni byla zmétena teplota.

3.2.8 Stanoveni rozpustnosti pomoci ovéreni platnosti
Lambertova - Beerova zakona

Stanoveni byla provadéna podobné jako pii urCovani extinkénich koeficientd ve
vodnych roztocich, jen s tim rozdilem, Ze ptidavani zasobnich roztokl se pokracovalo do
chvile, nez doslo k zfetelné odchylce od linearity. Doba mezi jednotlivymi ptidavky byla 5

minut.

3.2.9 Stanoveni koncentrace roztoku nad krystaly Sudanu |

Roztok byl pfipraven navazenim Sudanu I do pullitrové konické banky. K nému bylo
piidano 500 ml vody. Roztok se opakované zahtival k 60°C a pak se za intenzivniho tfepani

ochlazoval na laboratorni teplotu. Nasledn€ byl nechan 5 dni ve tmé&, aby se ustélil. Pak byl
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prométen. Nasledné byl znovu zméfen po 21 dnech a po 25 dnech, kdy se nechal jesté 24

hodin promichavat na tiepacce.

3.2.10 Stanoveni koncentrace roztoku nad srazeninou
ellipticinu ve vodé

Srazenina byla ziskana z méteni rozpustnosti pomoci odchylky od Lambertova - Beerova
zékona (3 ml). Roztok se srazeninou byl pieveden do sklenéné nadoby, ve které byl ponechan
2 dny, aby doslo kustanoveni rovnovahy a usazeni pevné faze. Z tohoto roztoku byly
odpipetovany 2 ml, které byly odstfedény na centrifuze eppendorf (15 minut 14 000 rpm),
v plastové mikrozkumavce. Nésledné byl odebran Ciry roztok nad srazeninou. Tento roztok
byl zméten v kiemenné kyveté o optické draze 1 cm. Na konci stanoveni byla zméiena

teplota.

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

Krystaly ellipticinu byly ve sklenéné lahvicce ¢astecné rozpustény v methanolu. Navazka
byla ptipravena pro vznik 6 mmol/l roztoku v 5 ml methanolu. Roztok se nechal 2 hodiny
ttepat a nasledné ustalit tfi dny ve tme. Z tohoto roztoku bylo odpipetovéano 3 ul, tyto objemy
se pfidaly do nadbytku methanolu (3 ml), kde se proméfilo spektrum podle nastaveni pro
methanolové roztoky ellipticinu. V kiemenné kyveté o optické drdze jeden centimetr.
Vysledna koncentrace se ziskala vypoctem z kalibra¢ni ptimky s ohledem na fedéni. Na konci
stanoveni byla zméfena teplota.

Stanoveni rozpustnosti Sudanu bylo provedeno obdobné jako pfedchazejici stanoveni
ellipticinu. Navazka na stanoveni vSak byla pfipravena na vznik 30 mmol/l roztoku. Nésledné

se jiz pracovalo analogicky.

3.2.12 Stanoveni vlivu proteinii pomoci ovéreni platnosti
Lambertova - Beerova zakona

Vliv proteinti na rozpustnost byl sledovan u hlavniho proteinu krevni plasmy a to
hovéziho sérového albuminu, v koncentraci 5 umol/l. Do 3 ml tohoto roztoku byli po malych
krocich (1 ul) pfidavany methanolické roztoky Sudanu I nebo ellipticinu, po zamichani byl
méten ndrlst absorpce korigované vlnové délky pro danou latku ve vodném prostredi. Kdyz
doSlo k vysraZeni, které se na absorpénim spektru projevilo zménou smeérnice piimky,

pokracovalo se jesté nékolika body a pak bylo stanoveni ukonceno. Mezi jednotlivymi
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pridavky byla prodleva 5 minut a v prib&hu této doby byla zaznamenéna 3 spektra. Stanoveni

probihala za laboratorni teploty. Za stejnych podminek byl stanoven i vliv lysozymu.

3.2.13 .Stanoveni vlivu proteintl na rozpustnost stanovenim
koncentrace roztoku nad srazeninou

Presycené roztoky Sudanu I a ellipticinu vzniklé ze stanoveni v piedeslé kapitole
(3.2.12) byly ptevedeny do mikrozkumavek, v kterych se nechaly ustalovat jeden den ve tmé.
Druhy den byly 15 minut centrifugovany na centrifuze Eppendorf pii 14 000 rpm.
Z mikrozkumavky bylo odebrano 1500 pl roztoku nad peletou vysrazené latky. Nasledné bylo
zméfeno spektrum v kyveté o délce optického prostoru 1 cm a laboratorni teploté 28°C a
vypoctena koncentrace. Nasledné byl roztok ptelit zpét do mikrozkumavky a uchovén do

dalsiho dne. Stanoveni probéhlo stejné jak prvni den.
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4 Vysledky
4.1 Stanoveni Sudanul

4.1.1 Stanoveni extinkénich koeficientt Sudanu |

Prvnim krokem ve stanoveni rozpustnosti Sudanu I bylo stanoveni jeho extink¢nich
koeficienti pro vlnovou délku 484 nm, kterou jsem zvolil jako absorpéni maximum.
Primérnd hodnota ziskana z 16 meéfeni byla €434=0,016 = 0,06 l.pmol'l.cm'l. Déle byl
stanoven extink¢ni koeficient pro korigovanou vinovou délku €4g4kor je 0,013 £ 0,02 1.umol
"em?. Tato vlnova délka byla zavedena z divodu lepsiho vyhodnocovani vysledku
rozpustnosti. Hodnoty smérnic, ze kterych byl korigovany koeficient vypocten, jsou uvedeny
v tabulce (Tabulka 3). Tabulka obsahuje informaci o délce kyvety a extink¢ni koeficient, pro
korigovanou i nekorigovanou vlnovou délku pro kazdé provedené stanoveni. Data jsou
ziskana z n€kolika zasobnich roztokt, u kterych mohl byt malinko odlisny titr Sudanu I, coz

by mohl byt nasledek rozptylu hodnot. Nicméné tuto chybu jiz nemohu nikterak ovéfit, proto

zde prezentuji vSechny hodnoty.
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Tabulka 3 Prehled stanoveni extink¢éniho koeficientu Sudanu I ve vodé

tislo délka extink¢ni koeficient korigovany extink¢ni
v . | Smérnice* kyvety [l. pmol-1.cm-1] ** koeficient*
merent [em] [l. pumol-1.cm-1]

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
Priamér 0,016 0,013
+SD 0,006 0,002

* korigovana vinova délka vypoctem Augs-(0.46%A350+0.54* Agoo)

** ylnova délka bez korekce Asgs

Druhym stanovenim, které bylo provedeno je stanoveni extinkénich koeficientli pro
methanolové roztoky Sudanu I. zde byla zvolena vlnova délka 481 nm jako vrchol
absorpcniho maxima. Hodnota extinkéniho koeficientu v methanolu byla potfeba znat pro
stanoveni rozpustnosti nad krystaly Sudanu I. Byla ziskana z relativné malého poctu tii
méteni, ktery byl oznafen jako postacujici, protoZze Sudan I je v methanolu o proti jinym
sledovanym latkdm (3-NBA, 2-NBA) relativné dobfe rozpustny a zde bylo sledovano fedéni
zasobniho roztoku, na rozdil od pridavani do vody, kde figurovalo sméSovani dvou
rozpousStédel. Vysledna hodnoty extinkénich koeficientu pro methanol v Cisté ale 1
v korigované vlnové délce jsou nésledujici: pro nekorigovanou vinovou délku €41=0,016 %

0,0002 l.umol'l.cm'] a pro korigovanou vinovou délku &4511,=0,014%+ 0,001 l.umol'l.cm'l.

Stejné jako u rozpustnosti ve vod¢ je zde priddna tabulka (Tabulka 4).

51




Tabulka 4: Prehled stanoveni extink¢énich koeficientd Sudanu I v methanolu 23°C

tislo délka extink¢ni koeficient korigovany extinkéni
«v . | Smérnice* kyvety [Lumol.cm™] ** koeficient*
mereni -1 -1
[cm] [l. pmol .cm™]
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

* korigovana vinova délka vypoctem Augi-(0.48%A3501+0.52* Agoo)
** ylnova délka bez korekce Asgi

4.1.2 Stanoveni rozpustnosti Sudanu |

Metodou nazvanou stanoveni rozpustnosti pomoci ovéieni platnosti Lambertova -

Beerova zdkona. Byla stanovena maximalni koncentrace Sudanu I (Obréazek 22)
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0,05 -

0,04

Absorbance

0,03

0,02 A

Znazornéni ucinnosti korekce v pripadé rozpustnosti Sudanu |
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Koncentrace [umol/l]
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Obrazek 22: Graf zobrazuje zavislost koncentrace na absorbanci korigované vinové délky
pro Sudan I Aygs-(0.46*A35010.54* Agoo). modré body znazoriuji zménu absorbance Sudanu I
pro korigovanou vilnovou délku. Piimka znazornuje teoreticky prubéh rozpousténi, kdyby
probihalo do nekonec¢na.,,Bod 1 misto nariistu chyby — odpovida koncentraci 0,87 pmol/l.
,»Bod 2 zobrazuje odklon od Lambertova -Beerova zdkona v hodnoté 1,33 umol/l. Graf
odpovidad hodnotam v prvnim fadku tabulky (Tabulka 5).
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Linearita stoupani je na grafu vidét az do hodnoty 1,11 pumol/l. Na grafu je patrny odklon
jiz v hodnoté 1,33 umol/l — bod 2. Nicméné podle nértstu chyb méteni (vzdy byla provedena
3 méfeni pro jeden pridavek) je patrné, ze ke zméndm v roztoku dochazi jiz kolem hodnoty
vysledné koncentrace 0,87 pmol/l — bod 1. Dalsi vysledky potvrzuji, Ze k vysrazeni dochazi

pii prumérné koncentraci kolem 1,2 pmol/l (Tabulka 5).

Tabulka 5: Piehled intervalii rozpustnosti Sudanu I ve vod¢é. Rozmezi koncentraci, pfi
kterych dochazi ke vzniku srazeniny Sudanu I

Velikost Vyrazny narist Hodnota T (°C)
pridavku/objem chyby méfeni rozpustnosti
kyvety [ul/nl] [pmol/l] (Odklon od
linearity)
[pmol/l]
4/2500 0,87 1,33 25
1/2500 0,91 1,03 26,5
5/2500 0,99 1,29 -
0,5/2500 0,83 0,99 26
5/2500 0,99 1,19 24,5
Primérna hodnota: 0,92 1,2
SD 0,06 0,1

Vysledné primérné hodnoty jsou vypocteny z nékolika ptidavka o rizné velikosti z toho
divodu, ze vétSina hodnot pro stanoveni byla provedena s hrubym krokem, s velikosti
ukazaly jako nejlepsi kroky o velikosti 4 a 5 ul. Dale byly provedeny 1 mens$i kroky o
velikosti pfidavku 1 a 0,5 pul. Nicméné u téchto velikosti pfidavkl se rastem teploty vzorku
projevil neumérny narGst délky stanoveni a také narist chyb operatora, ktera vedla
k vylouceni n¢kterych dat, bez statistického zpracovani. Tyto nizké hodnoty byly pouzity
protoze, sledovany nariist chyby probéhl piiblizné ve stejné koncentraci, i kdyz k odklonu od
linearity doslo o trochu dfive.

Dalsi metodou vyuzitou ke stanoveni rozpustnosti Sudanu I bylo stanoveni koncentrace
roztoku nad krystaly. Hodnoty koncentrace nad krystaly byly méteny pfi 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 méfenou touto metodou jsem nakonec stanovil z dat

zjisténych pro 21. a 25. den. A vysledna hodnota byla 0,16 = 0,01 pmol/l.
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Tabulka 6: Piehled vypoctu koncentraci roztokti nad krystaly Sudanu I ve vodé

- .
vr vy Ad84kor extinkéni koeficient délka Koncentrace
¢islo méreni 1 Meem™ kyvety U
[Lpmol -cm™] [em] [pmol/l]
Po 5 dnech
1. 9,60. 10-3 0,013 3 0,246
9,07.10-3 0,013 3 0,233
Po 21 dnech
1 5,66. 10-3 0,013 3 0,145
2. 6,35.10-3 0,013 3 0,163
3. 7,26. 10-3 0,013 3 0,186
4 5,69. 10-3 0,013 3 0,145
Po 25 dnech
1. 6,80. 10-3 0,013 3 0,174
2. 6,53.10-3 0,013 3 0,167
3 6,46. 10-3 0,013 3 0,166

* korigovana vinova délka vypoctem Augs-(0.46%A350+0.54* Agoo)

K stanoveni bylo vyuzito krystall, protoze hodnoty ziskané stanovovanim srazeniny
nebyly reprodukovatelné. Hodnoty takto ziskané rozpustnosti jsou vyrazn€¢ niz$i nez u
rozpustnosti ziskané piedeslou metodou. Proto se vysledkiim budeme vénovat v diskuzi.

Poslednim stanovenim bylo stanoveni rozpustnosti Sudanu v methanolu, i toto stanoveni
bylo provedeno nad krystaly Sudanu I a pfineslo zjiSténi, Ze rozpustnost je 12,3 + 0,4 mmol/l.

Data z jednotlivych méfeni jsou uvedena v tabulce (Tabulka 7).

Tabulka 7: Stanoveni rozpustnosti Sudanu I v methanolu pti 22°C

islo extink.énl' délka Koncentrzvlce Maximalni
méreni A kor* koeﬁ?llent ; kyvety v kyveté rozpustnost
[[Lpmol -cm™'] [cm] [umol/l] [mmol/l]
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 vinova délka vypoctem Aug-(0.48%A350+0.52* Agoo)
4.2 Stanoveni ellipticinu

4.2.1 Stanoveni extinkénich koeficientt ellipticinu

Stejné¢ jako u Sudanu I probéhlo stanoveni extink¢nich koeficienti ve dvou
rozpoustédlech — vodé€ a v methanolu. A i zde jsou uvedeny pro vinovou délku odpovidajici

absorpénimu maximu a pro jeji korigovanou hodnotu (Tabulka 8). Bylo provedeno 5 méfenti,
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ktera pfinesla reprodukovatelné vysledky. Primérna extinkéniho koeficientu byla urcena pro

nekorigovanou vinovou délku €300=0,073 + 0,005 l.umol'l.cm'l a pro korigovanou vinovou

délku €300k0r=0,062 % 0,003 L.umol " .cm™

Tabulka 8 Prehled stanoveni extink¢nich koeficienti ellipticinu ve vodé pii 25°C

Sislo délka extinkénilkoef}cient [ | korigovany extinkéni
X Smérnice* kyvety pmol " .cm™] ** koeficient™
mereni -1 -1

[em] [I. pmol .cm™]

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 vlnova délka V}'/poétem A300-(0.43 *A260+0.57*A330)
** ylnova délka bez korekce Aszgo

Extink¢éni koeficienty pfi stanoveni v methanolu jsou v tabulce (Tabulka 9) i zde stejné

jako u Sudanu I jsou pouze ze tii stanoveni, kterd vykazovala extrémné malou chybu.

Hodnoty jsou pak nasledujici pro nekorigovanou vinovou délku €,¢5=0,044 = 0,0001 l.pumol

lem'a pro korigovanou vinovou délku &;8s5k0=0,015+ 0,001 l.umol'l.cm'1
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Tabulka 9: Piehled stanoveni extinkénich koeficientl ellipticinu

v methanolu pfi teploté

23°C
. délka extink¢ni koeficient korigovany extinkéni
cvlilo _ | Smérnice* kyvety [Lumol.cm™] ** koeficient*
merent [em] 1 umol'l.cm'l]
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

* korigovana vinova délka vypoctem A,gs-(0.5%A,s01+0.5%Asz0)
** ylnova délka bez korekce Asgs

4.2.2 Stanoveni rozpustnosti ellipticinu

Stanoveni rozpustnosti ellipticinu ve vodé metodou ovéfenim platnosti Lambertova -

Beerova zakona je zobrazeno na grafu (Obrazek 23).

Stanoveni rozpustnosti ellipticinu ve vodé pomoci Lambertova - Beerova
zakona
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Obrazek 23: Graf zavislosti koncentrace na absorbanci korigované vinové délky Asgo-

(0.43*Az6010.57*A330) pro ellipticin. Pfimka znézornuje teoreticky linerni nariist koncentrace.

Modré body znac¢i narist korigované vinové délky. ,,Bod 1 je odklon od Lambertova -
Beerova zakona. Graf odpovidd hodnotam v druhém tadku tabulky (Tabulka 10).
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K odklonu od pfimky Lambertova - Beerova zakona dochazi jiz pti hodnoté 1,33 pmol/l.
Vyslednd koncentrace pak byla zméfena z nésledujicich hodnot (Tabulka 10) a vysledna

primérnd hodnota rozpustnosti je 1,2 + 0,1 pmol/l.

Tabulka 10: Stanoveni rozpustnosti ellipticinu ve vodé

Velikost jednotlivého Hodnota rozpustnosti T (°C)
pridavku/objem kyvety (Odklon od linearity)
[pl/pl] [nmol/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
Prumeér: 1,2+ 0,1

Druhou metodou pouzitou pro stanoveni rozpustnosti ellipticinu ve vod¢ bylo stanoveni
koncentrace roztoku nad srazeninou. Touto metodou byly ziskdny vysledné koncentrace

shrnuté v tabulce (Tabulka 11).

Tabulka 11: Znazornéni vypoctu koncentrace ellipticinu nad srazeninou ve vodé.

A3ookor délka
extinkéni koeficient Koncentrace
¢islo méreni . ’ kyvety
[Lpmol .cm™] [pmol/l]
[cm]
1. 0,0820 0,062 1 1,32
2. 0,0788 0,062 1 1,27

* korigovana vinova délka vypoctem A3po-(0.43%Az6010.57* As30)

Hodnoty rozpustnosti ellipticinu ziskané z obou metod jsou srovnatelné. U ellipticinu
byla pouzita srazenina proto, ze hodnoty takto ziskané nevykazovali znamky zékalu a
makroskopické srazeniny jako tomu bylo u Sudanu I.

Dalsi stanovovanou hodnotou byla rozpustnost ellipticinu v methanolu. Ke stanoveni byl
pouzit extinkéni koeficient pro korigovanou vinovou délku. Vysledna hodnota smérnice
methanolu byla stanovena ze tii pfimek. Ta pak byla pouzita k vypoctu maximalni
koncentrace. Roztok ellipticinu byl fedén, aby byla koncentrace v rozmezi kalibra¢ni pfimky.
Ptehled vSech vypoctl je v tabulce (Tabulka 12) Vysledna koncentrace byla urcena jako 4,23
+ 0,003 mmol/l.
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Tabulka 12: Znazornéni vypoctu koncentrace nad krystaly ellipticinu

extinkéni
délka | Koncentrace | Maximalni
¢islo koeficient
A xor kyvety v kyveté koncentrace
méreni [1*pumol-
[cm] [pmol/l] [mmol/l]
1*cm-1]
1. 0,4803 0,114 1 4,204 4,225
2. 0,4813 0,114 1 4213 4,234
3. 0,4808 0,114 1 4,208 4,229
4. 0,4807 0,114 1 4,207 4,232

* korigovana vinova délka vypoctem Ajgs-(0.5%A,s501+0.5%As00)

4.3 Stanoveni 2-NBA

4.3.1 Stanoveni extinkénich koeficientti 2-NBA

Stanoveni extink¢nich koeficientli 2-NBA bylo provedeno stejné jako u ptedchézejicich
stanoveni pro Cistou a pro korigovanou vlnovou délku. Vysledné hodnoty jsou zatizeny
pomérné velkou chybou, na kterou ma vliv délka optické drahy a tak i nartst Sumu pozadi.
Vysledné extinkéni koeficienty (Tabulka 13) jsou pro nekorigovanou vinovou délku €404=0,07

+ 0,02 Lumol ™ .cm™ a pro korigovanou &4040=0,049 % 0,008 1.umol".cm™

Tabulka 13: Piehled stanoveni extinkénich koeficienta 2-NBA ve vodé

. délka extinkéni Koeficient korigovany extinkéni
cjilo _ | Smérnice* kyvety [l.umol'l.cm'l] wk koeficient* [l. pmol
méfeni fem] Lem™)
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 0,056 0,059
5 0,4832 9 0,093 0,054
Pramér 0,07 0,049
+SD 0,02 0,008

* korigovana vinova délka vypoctem A4o4-(0.77%A345+0.23% Agoo)
** ylnova délka bez korekce Asp4
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4.3.2 Stanoveni rozpustnosti 2-NBA
Do vody byl pfidavan 0,273 mM zasobni roztok 2-NBA v DMSO. Tento roztok byl
intenzivné zamichdn a nechan stat ptiblizn€¢ 2 minuty, aby se 2-NBA rozptylil do celého
objemu. Kazdy piidavek byl scasovym odstupem 1 minuty tfikrdt prométfen. Objem

rozpoustédla byl 500 ml a délka optické drahy 9 cm.

Stanoveni rozpustnosti 2-NBA ve vodé pomoci Lambertova - Beerova
zakona

0,0025 +

0,002 -

0,0015 1 { -1[ T I
0,001 - {

0,0005 -

Absorbance

T T T T T |
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006

Koncentrace [umol/l]

Obrazek 24: Graf zavislosti koncentrace na absorbanci korigované vinové délky Agps-
(0.77*A345+0.23* Ago9) Stanoveni rozpustnosti 2-NBA ve vodé pomoci odchylky Lambertova
— Beerova zékona. Chybové Usecky ukazuji chybu vypoctenou ze tii paralelnich méteni. Bod
1 znaci odklon od linearniho pribéhu v hodnoté koncentrace 1,6 nmol/l. Graf odpovida
hodnotdm v druhém tadku tabulky (Tabulka 14).

V piipad¢ 2-NBA doslo k odchyleni od linearity jiz pii velmi nizké koncentraci (1,6
nmol/l) (Obrazek 24) Nad touto koncentraci absorbance nadale roste jiz jen malo a méni se v
case. M¢éteni bylo zopakovano jesté 4x s riznou velikosti pfidavku (Tabulka 14). Primérna

hodnota rozpustnosti 2-NBA ve vodé urcena touto metodou je 4 + 2 nmol/l.
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Tabulka 14: Stanoveni rozpustnosti 2-NBA ve vodé

Velikost pridavku/objem Hodnota rozpustnosti T (°C)
rozpoustédla [pul/ul] (Odklon od 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

Vzhledem k problematickému odstranéni Spatné sedimentujici pevné faze a velmi
nizkym hodnotdm absorbanci roztoku (kolem 0,001) se vSak nepodafilo hodnoty rozpustnosti

stanovit 1 druhou pouzivanou metodou tedy méfenim absorbance roztoku nad pevnou fazi.

4.4 Viiv proteint na rozpustnost jednotlivych latek.

4.4.1 Stanoveni vlivu proteint na rozpustnost Sudanu |
Vliv albuminu na rozpustnost Sudanu I byl sledovan postupnym piidavanim zasobniho
roztoku Sudanu I do 5 umol/l vodného roztoku hovéziho sérového albuminu (BSA). Odklon
od linearity v tomto pfipad¢ nastal aZ pfi mnohem vyssi koncentraci Sudanu I neZ v samotné

vodé a to v bodé€ odpovidajici koncentraci 5,0 pmol/l Sudanu I (Obrazek 25, Bod 2).
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Porovnani rozpustnosti Sudanu | ve vodé a v roztoku BSA
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Obrazek 25: Graf znazoriiuje rozdil v rozpustnosti Sudanu I ve vodé (Bod 1 fialové body) a v
Sumol/l roztoku BSA (Bod 2 a modré body). Body 1 a 2 oznacuji koncentrace pti kterych
dochazi k odklonu od linearity Lambertova a Beerova zakona. Hodnota téchto bodut je 1,33
pmol/l (Bod 1) pro vodu a 4,98 umol/l (Bod 2) pro roztok BSA. Absorbance byla vypoctena
pro korigovanou vinovou délku A4g4-(0.46* A350+0.54* Agno).

Rozpustnost Sudanu I se v pfitomnosti BSA v porovnani s vodnim roztokem vyrazné
zvySila v priméru o 3,9 umol/l. Data vlivu BSA na rozpustnost byla pofizena ze 3 méfeni a
vzdy doslo k odklonu u hodnoty 5,0 umol/I.

Ovéfeni vlivu BSA na rozpustnost Sudanu I bylo provedeno proméfenim absorbance
titrovaného roztoku s nadbytkem Sudanu I po 24 a 48 hodinach stani pfi laboratorni teploté
(Tabulka 15). Takto ziskana data potvrdila rozpustnost Sudanu I v pfitomnosti BSA v rozmezi

4,7 - 4,8 umol/l a zaroven ukazuje systém je za tuto dobu jiz prakticky v rovnovaze

Tabulka 15: Zmeéna koncentrace Sudanu I v roztoku BSA v Case

Vypoctena
Smérnice* koncentrace
[umol/l]
24 hodin
1 \ 0,0249 \ 4,7
48 hodin
2 \ 0,0249 \ 4,8

* korigovana vinova délka vypoctem Ayga-(0.46%A350+0.54% Agoo)
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Jako dals$i modelovy protein byl studovan lysozym, ktery by na rozdil od BSA, nem¢l
vykazovat afinitu k lipofilnim latkdm. V pfitomnosti lysozymu dochazi jen k nepatrnému
narlstu rozpustnosti Sudanu I (Obrazek 26). Odklon od linearity v pfitomnosti lysozymu byl

zaznamenan pii koncentraci Sudanu I 1,66 pmol/l, coZ odpovida zvySeni rozpustnosti oproti

vodnému prostiedi o 0,3 umol/l.

Porovnani rozpustnosti Sudanu | ve vodé a v roztoku lysozymu
0,08 -
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0 T T T T T
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Obrazek 26: Graf zndzoriiuje odklon od linearity Lambertova - Beerova zdkona v bod¢ kde,
je dosazeno rozpustnosti Sudanu I, dochdzi k odklonu od linedrniho pritbéhu. Modré body
znazoriuji rozpustnost v 5 umol/l roztoku Lysozymu. Fialové body znazoriuji stejny déj ve
vodném roztoku. Bod 1 vyznacuje odklon od linearniho pribéhu pro vodny roztok v hodnoté
koncentrace 1,33 umol/l a bod 2 znazoriiuje tento d¢j v roztoku lysozymu, u hodnoty
koncentrace 1,66 umol/l. Absorbance byla vypoctena pro korigovanou vinovou délku Asgs-
(0.46* A35010.54* Ago).

4.4.2 Stanoveni vlivu proteinl na rozpustnost ellipticinu
Pti stanoveni ellipticinu také doSlo ke zvySeni jeho rozpustnosti v pfitomnosti 5 pmol/l
roztoku BSA, nicméné v porovnani s roztoky Sudanu I toto zvySeni bylo mensi neZ u Sudanu
I (Obrazek 27). Stanovena rozpustnost v roztoku BSA ur¢end touto metodou byla 3,99 pmol/l,
pokud od této hodnoty odecteme stanovenou primérnou hodnotu rozpustnosti ellipticinu ve
vodg, tj. 1,2 umol/l, ziskdme narast koncentrace o 2,79 umol/l. Tato data byla ziskana ze tfi

stanoveni s velikosti pfidavku 1 pl, k odklonu vzdy doslo pti koncentraci 3,99 pmol/l.
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Pfi porovnani rozpustnosti ellipticinu v roztoku lysozymu a ve vod¢ zdstava jeho

rozpustnost prakticky nezménéna a nepiesdhne 1,33 [Imol/l, jak mizeme vidét na grafu

(Obrazek 28).

Porovnani rozpustnosti ellipticinu ve vodé a v roztoku BSA
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Obrazek 27: Graf zndzorniuje narlst rozpustnosti ellipticinu v 5 pmol/l roztoku BSA (modra
fada) oproti vodnému roztoku (fialova fada). Body 1 a 2 znazoriuji odklon od linearni
prubéhu rozpousténi, a jsou tedy hranicni koncentraci, které je mozno dosdhnout. U roztoku
BSA je to koncentrace 3,99 umol/l za tim co u vody je to pouhych 1,33 umol/l. vynasena
absorbance je pro korigovanou vinovou délku Azp-(0.43* Az0+0.57*As30).
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Porovnani rozpustnosti ellipticinu ve vodé a v roztoku

lysozymu
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Obrazek 28: Graf znazornuje stanovovani rozpustnosti ellipticinu metodou odchyleni od
Lambertova-Beerova zakona ve vod¢ (fialova. bod 1) a v 5 pumol/l roztoku lysozymu (modra.
bod 2). K odkloniim dochazi pii stejné koncentraci a to pii koncentraci 1,33 umol/l. V grafu
je vynasend korigovand vinova délka Azpo-(0.43* Aze0+0.57%A330).

Metodou stanoveni absorbance roztoku nad srazeninou po 24 a 48 hodinach byly

ziskany hodnoty srovnatelné s pfedchozimi (Tabulka 16).

Tabulka 16: Zména koncentrace ellipticinu v roztoku BSA v ¢ase

Vypodétena
Smérnice* koncentrace
[umol/1]
24 hodin
1. | 0,0647 | 3,96
48 hodin
2 | 0,0647 | 412

* korigované vlnova délka V}’/pO(V:tel’l’l A300-(0.43 *A260+0.57*A330)
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5 Diskuze

Pro spektrofotometrickd stanoveni byla zvolena absorpéni 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 vyrazn¢ intenzivnéjsi
(desetiny). Metody, kterymi byl méten Sudan I ve vodé, vyuZivaly vinové délky v oblasti VIS
spektra, specialné vinovou délku 484 nm, i kdyz tato latka vykazuje absorpéni maximum pfi
cca 490 nm. Tato vlnova délka byla zvolena, i kdyz se nejednéd o absolutni maximum, kvuli
vyskytu nékolika vadnych pixelil na detektoru v oblasti maxima (490 nm). Proto byla zvolena
nejvyssi 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 methanolu byla pouzita vinova délka 228 nm. Zde
bylo zvoleno intenzivngj$i spektrum, na ukor objemu a optické drahy, protoze metoda
vykazovala dostatecné reprodukovatelné vysledky.

Rozpustnost ellipticinu byla prométfovana pii vinovych délkach 300 nm pro vodu a 285
pro methanol. Ob¢ 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 uspotfaddani poskytlo dostateéné 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 pfistroje vice ,,trpi* kolisanim nulové linie,
také proto byly zavedeny korekce na pozadi pied i za absorpcnim pasem (kapitola 3.2.3 str.
42). Tyto korekce také castecn¢ mirnily vliv zdkalu a necistot, které by jinak znesnadnovaly
mefeni velmi nizkych absorbanci, a tak pfispély klepsi reprodukovatelnosti vysledkai.
V piipad¢ stanoveni extink¢niho koeficientu Sudanu I ve vodé tak doSlo k poklesu
smérodatné odchylky stanovené pro 16 hodnot o vice jako polovinu (Tabulka 3). U stejného
stanoveni pro ellipticin doSlo k podobnému jevu (Tabulka 8). Na chybu stanoveni
v methanolu korekce vyznamnéjsi vliv neméla. Protoze absorpce u zvolenych vinovych délek

byla silnd (v desetinach) a nartist v jinych tsecich spektra minimalni (tisiciny).
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Opacény extrém je stanoveni 2-NBA ve vod¢, kde i1 v kyveté s optickou drahou 9 cm se
absorbance v okamziku srdzeni pohybuje kolem 0,001. Zde korekce ocistila vybrané vlnové
délky od vlivu zékalu a stinéni a zvyraznila zvolené absorpéni maximum (404 nm),
dostatecné natolik, Ze bylo mozno stanovit extinkéni koeficient a dokonce i rozpustnost 2-
NBA.

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

Pro stanoveni rozpustnosti jednotlivych slouc¢enin ve vod¢ 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 nendro¢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 dochazelo k poklesu koncentraci a k sorpci do plasta.
Dalsi nevyhodou byla naro¢nost na ¢istotu rozpoustédel, kdy u vody velice zélezelo na Cistoté
ji samotné, ale i pouzitého laboratorniho nadobi, protoze sebemensi obsah prachu nebo jinych
necistot mohl vyrazné snizit citlivost. Stim je spojena nevyhoda u metody pomoci
Lambertova - Beerova zdkona, kdy mohlo dojit k znecisténi roztoku prachem nebo jednotlivé
pipety ¢i michadla v prubéhu del§iho méteni.

Rozpustnost je u vSech zkoumanych latek vyssi v methanolu nez ve vodé, coz neni
vzhledem k jejich hydrofobni povaze pfiliS ptekvapujici. Zajimavé ale je, ze zatimco
rozpustnost Sudanu I a ellipticinu ve vodé je pfiblizné podobné a pohybuje se okolo 1 umol/l
pro Sudan I a 1,2 umol/l pro ellipticin. Rozpustnost v methanolu se pro tyto dvé latky lisi
piiblizn€ 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 zjiS§tén4 hodnota rozpustnosti
Sudanu I byla o néco nizs§i nez hodnota uvedend v literatufe (17 mmol/l) [36], tento
publikovany tudaj byl vsSak také zaznamenan pii teploté¢ vyss$i o 3°C, nez pii které byl
zjistovan v této mé praci.

Stanoveni meéfenim koncentrace nad sraZeninou potvrdilo rozpustnost ellipticinu
v blizkosti hodnoty ziskané pomoci odchylky od Lambertova - Beerova zdkona. Tedy kolem

hodnoty (1,2 umol/l ). U Sudanu I vSak byla vysledna hodnota rozpustnosti stanovena nad
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srazeninou nereprodukovatelnd, 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
v praci nejsou uvedena). Proto byla k tomuto experimentu vyuzita krystalickd pevna faze
Sudanu I, v tomto piipadé vSak byla vysledna hodnota rozpustnosti 6x mensi nezZ u metody
vychézejici 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 literatue (0,1 £+ 0,08
pmol/1) [36]. V uvedené praci pouzili ne ptili§ vhodnou klasickou metodu méfeni koncentrace
nad pevnou fazi s naslednou filtraci, coz se pravdépodobné odrazilo ve vysokém rozptylu
jejich vysledki v rozmezi 0,02 - 0,26 pumol/1!

Rozdil mezi hodnotami rozpustnosti Sudanu I nad cerstvou voluminosni srazeninou
oproti srazenin€ krystalické by mohl byt zplisoben jinou povahou pevné faze. Mohlo by se
napiiklad 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 vodé
zminované vyse.

2-NBA ma4 proti ostatnim studovanym slou¢enindm rozpustnost vyrazné€ nizsi (4 nmol/l).
V porovnani s rozpustnosti jeho izomeru derivatu 3-NBA, kterou jsem stanovoval
v bakalatské praci, je tato hodnota 1000x mensi. Hodnota rozpustnosti 3-NBA ve vod¢ byla
3,8 umol/l [80]. Takto nizkd hodnota rozpustnosti by mohla mit vyznamny vliv na
biologickou dostupnost 2-NBA, napt. pii interakci s enzymy s obvyklou afinitou. Toto by
mohlo zdivodiovat fakt, pro¢ je 2-NBA mnohem méné mutagenni. Také by to mohlo pfispét
k vysvétleni, pro¢ jeho redukce chinon:oxidoreduktasou in vitro prakticky neprobihd, i kdyz
podle vysledkli modelovani by se jeho vazba do vazebného mista této reduktasy méla lisit od
3-NBA jen minimalné [57,58].

Vliv proteinil na rozpustnost se u obou sledovanych sloucenin projevil narGstem jejich
rozpustnosti v roztoku BSA (Obrazek 29). BSA ma podle literatury pro Sudan I jedno vazné
misto [30]. Pii sledované koncentraci by tedy teoreticky mélo dojit k nariistu az na hodnotu
odpovidajici souctu koncentrace BSA a rozpustnosti Sudanu I tedy celkem 6,1 pmol/l.
Pozorovany narust, pfestoze byl zfetelny, vSak této hodnoty rozpustnosti nedosahl.Je mozné,

ze pouzity BSA nebyl zcela zbaven jinych ligandi, které mohly ¢astecné blokovat vazbu
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Sudanu I. Dal§im divodem pro¢ tomu tak je, by mohla byt nizkéd afinita Sudanu I k BSA.
V literatute se uvadi disociacni konstanta komplexu Sudan [-BSA jejiz hodnota je 8 umol/l
[30]. Vzhledem k tomu, Ze rozpustnost Sudanu I ve vodé je jen 1,2 umol/l je pravdépodobné,
ze nedochazi k plné saturaci BSA a urcité procento vazebnych mist tak ziistavad neobsazené.
K nérlstu rozpustnosti v roztoku BSA o proti vodé€, doslo 1 v ptipad¢ ellipticinu, zde nebyl
narust tak markantni, pouhych 2,79 umol/l coz odpovida asi 56% saturaci BSA. Zdivodnéni
muze byt obdobné jako u Sudanu I, tj. obsazeni vaznych mist na molekule BSA jinymi
ligandy a nedostateCnd koncentrace ellipticinu pro Uplnou saturaci proteinu. Vzhledem
k niz8§imu stupni saturace vSak miZeme oCekavat, Ze afinita ellipticinu k BSA bude ponékud
nizsi nez v ptipadé Sudanu I.

U vzorku lysozymu k zddnému vyraznéjSimu narustu koncentrace sledovanych latek
nedoslo (Obrazek 29), toto zjisténi odpovida predpokladu, ze u molekuly lysozymu nedochazi
k vyznamné vazbé na protein. Popsany neparny narist rozpustnosti Sudanu I je vzhledem

k pfesnosti méteni nesignifikantni.
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Obrazek 29: Porovnani vlivu proteini na rozpustnost. U obou sledovanych latek je vidét
vyrazny narust rozpustnosti u 5 umol/l roztoku BSA,
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6 Zaver

Predkladand prace se zabyvala stanovenim rozpustnosti jednotlivych modelovych
karcinogent, studovanych v laboratofi, jako mozného faktoru ovlivitujiciho jejich biologickou
dostupnost. Podatilo se stanovit rozpustnost Sudanu I, ellipticinu a 2-nitrobenzanthronu ve
vodném prostiedi i methanolu. K tomu byly ¢aste¢né 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 methanolu. Stanoveni bylo tspéSné po zavedeni korekci, které ociStovaly hodnoty
absorbance od ruSivych vlivl kolisani zdkladni linie a ¢astecné 1 zakalu. Extink¢éni koeficienty
byly stanoveny pro vSechny latky v obou rozpoustédlech jak s korekci, tak bez korekce.
Vsechny jsou piehledné uvedeny v tabulce (Tabulka 17).

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
vodé¢ byla potvrzena metodou stanoveni rozpustnosti nad srazeninou. Rozpustnost
v methanolu byla stanovena metodou nad krystaly. Ta v pfipadé Sudanu I mohla byt
porovnana s hodnotou uvedenou v literatufe. Rozpustnosti vSech latek uvddim v souhrnné
tabulce (Tabulka 18). Bylo zji§téno, Ze na rozdil od ostatnich sloucenin je rozpustnost 2-NBA
ve vodé az 1000x niz$i, coz miize ¢astecné vysvétlit jeho vyrazné snizenou mutagenitu napf.
ve srovnani s jeho izomerem 3-NBA.

Bylo ovéfeno, Ze vySe zminované metody stanoveni rozpustnosti tedy sledovani
odchylky od Lambertova a Beerova zdkona i méfeni vlivu proteinu na koncentraci latky v
roztoku nad sraZeninou, mohou byt pouzity pro sledovani vazby dvou modelovych latek
Sudanu I a ellipticinu na protein. Dulezitym zjisténim také je, Ze albuminy dokazou vazat

Sudan I 1 ellipticin, a mohou tak fungovat jako rezervoar i pfenaSec téchto latek v organismu..

69



Tabulka 17: Piehled extink¢nich koeficientli pro vSechny latky ve vod¢ a v methanolu

Latka/ rozpoustédlo

extinkéni koeficient
[L umol'l.cm'l]

vlnova délka

korigovany extinkéni

koeficient [l.umol'l.cm'l]

vlnova délka

0,016 + 0,006 0,013 + 0,002
Sudan I/ voda
Aygy Aygs-(0.46™Azs5010.54* Agop)
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/ methanol
Ausi Aygi-(0.48%Az50+0.52%Agop)
L. 0,135+ 10,0021 0,114 + 0,0004
ellipticin/ methanol
Angs Angs-(0.5%As5010.5%Azy0)

Tabulka 18: Piehled stanovenych rozpustnosti vSech sledovanych latek ve vodé a

v methanolu.

Rozpustnost ve vodé Rozpustnost v methanolu
Latka
[pmol/l] [mmol/l]
Sudan I 1,2 +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 [80]
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