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SEZNAM ZKRATEK 

THF tetrahydrofolát (tetrahydrofolate) neboli kyselina tetrahydrolistová 

(tetrahydrofolic acid) 

RFC přenašeče redukovaných folátů (reduced-folate carriers) 

TIMP 6-thioinosin-5´-monofosfát (6-thioinosine-5´-monophosphate) 

FdUMP 5-fluoro-2´-deoxyuridin-5´-monofosfát  

(5-fluoro-2´-deoxyuridine-5´-monophosphate) 

FUTP 5-fluorouridin-5´-trifosfát (5-fluorouridine-5´-triphosphate) 

UTP uridin-5´-trifosfát (uridine-5´-triphosphate) 

FUDP 5-fluorouridin-5´-difosfát (5-fluorouridine-5´-diphosphate) 

FdUTP 5-fluoro-2´-deoxyuridin-5´-trifosfát  

(5-fluoro-2´-deoxyuridine-5´-triphosphate) 

dFdCMP 2´,2´-difluoro-2´-deoxycytidin-5´-monofosfát  

(2´,2´-difluoro-2´-deoxycytidine-5´-monophosphate) 

dFdCDP 2´,2´-difluoro-2´-deoxycytidin-5´-difosfát  

(2´,2´-difluoro-2´-deoxycytidine-5´-diphosphate) 

dFdCTP 2´,2´-difluoro-2´-deoxycytidin-5´-trifosfát  

(2´,2´-difluoro-2´-deoxycytidine-5´-triphosphate) 
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1 Úvod 

V současné době je rakovina velmi závažným a rozšířeným onemocněním, a proto 

je nezbytné vylepšovat dosavadní způsoby nejen její léčby, ale také i diagnózy. Včasné 

odhalení této nemoci je velice důležité a může znamenat rozdíl mezi uzdravením 

pacienta a jeho smrtí. Vedle chirurgického odstranění nádorových buněk či ozařování 

existuje také možnost chemoterapie. Ta spočívá v podávání léčiv zvaných cytostatika, 

která usmrcují primárně rychle se dělící buňky. Jejich hlavním cílem je molekula DNA 

a látky nezbytné pro správný průběh buněčného dělení.  

Existuje mnoho různých způsobů, jakými může cytostatikum zastavit dělení buňky 

a usmrtit ji. Podle toho je lze rozdělit do různých skupin. Antimetabolity mohou zastavit 

tvorbu stavebních kamenů DNA, nebo se mohou místo nich do molekuly DNA včlenit 

a způsobit tak její poškození. Alkylační látky se vážou přímo na DNA, čímž zapříčiní 

změnu její struktury. Radiomimetika zase způsobují tvorbu vysoce reaktivních molekul, 

které s DNA interagují a vyvolávají zlomy v její struktuře. A to je jen ukázka několika 

mechanismů účinku. Cytostatika se navzájem také liší tím, v jaké fází buněčného dělení 

působí. Některá mohou účinkovat během celého procesu dělení, jiná pouze v určité fázi. 

Jak již bylo řečeno, cytostatika působí především na rychle se dělící buňky. Takové 

buňky tvoří v lidském těle i některé zdravé tkáně, a tak jsou cytostatiky rovněž 

poškozovány. Při užívání těchto léčiv se tudíž mohou projevit různé nežádoucí účinky, 

ke kterým patří například vypadávání vlasů, nevolnost, zvracení a zhoršené hojení ran. 

Snahou je tedy nalézt léčiva, která by využívala specifických vlastností nádorových 

buněk a nepoškozovala by tak tkáně zdravé. Velkým problémem je také možnost vzniku 

rezistence nádorových buněk vůči působení daného cytostatika. 

Cílem této bakalářské práce bylo zkoumat optické vlastnosti zvolených cytostatik 

v závislosti na pH prostředí a určit jejich pKa. Tato hodnota nám může sdělit, co se bude 

s danou molekulou dít v prostředí s určitou hodnotou pH. 



2 

 

2 Přehled problematiky 

2.1 Chemoterapeutika 

Chemoterapie je léčebná terapie, při které se pacientovi podávají léky chemicky 

syntetizované. V onkologii se však jedná o podávání léčiv s cytotoxickým účinkem, a to 

bez ohledu na to, zda jsou získávána z živých organismů, či vyrobena synteticky (Adam 

a kol. 2003). Chemoterapii předcházela chirurgická léčba a radioterapie, její počátky se 

objevují až ve čtyřicátých letech 20. století. Teprve v šedesátých letech se chemoterapie 

stala jednou z hlavních metod užívaných k léčbě nádorových onemocnění (Klener jr. 

a Klener 2013). 

Pojmem chemoterapeutika jsou tedy označována jednak cytostatika, pomocí 

kterých jsou léčena různá nádorová onemocnění, jednak jsou do této obrovské skupiny 

látek řazena i antimikrobiální chemoterapeutika, jež se užívají k léčbě infekcí 

způsobených mikroorganismy, jako jsou například bakterie, viry či plísně (Adam a kol. 

2003).  

Jelikož se experimentální část mé práce zabývá výhradně cytostatiky, následující 

kapitoly již budou věnovány jen těmto látkám.  

 

2.2 Cytostatika 

Jedná se o látky zpomalující či zastavující proliferaci buněk. Určitým způsobem 

tedy narušují průběh buněčného dělení a znemožní tak jeho dovršení. V důsledku toho 

může dojít až k sebezničení buněk neboli apoptóze, jedná se tedy o látky cytotoxické 

(Lüllmann a kol. 2012).  

Upřednostňovány jsou rychle se dělící zhoubné nádorové buňky. Zdravé tkáně, 

jejichž frekvence dělení není až tak vysoká, jsou téměř nedotčeny. Téměř neovlivněny 

jsou bohužel také tumory složené z pomalu se dělících buněk. A naopak, existují 

i rychle se dělící zdravé tkáně, jako například buňky kostní dřeně, vlasových folikul 

a sliznice gastrointestinálního traktu, které jsou také cytostatiky poškozovány (LaPlant 

a Louzon 2014, Lüllmann a kol. 2012). 

Jelikož cytostatika účinkují nespecificky, znamená to, že od sebe nerozlišují zdravé 

buňky a buňky nádorové. Důsledkem toho je pak možnost projevu vedlejších účinků 

při užívání těchto léčiv, ke kterým patří například vypadávání vlasů, zhoršené hojení 
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ran, poruchy trávicího ústrojí, zvracení, zvýšená náchylnost k infekcím a útlum kostní 

dřeně (Lüllmann a kol. 2012, Rang a kol. 2015).  

Velkým problémem je také možnost vzniku rezistence vůči danému cytostatiku. 

Ta může vzniknout například omezením jeho vstupu do nitrobuněčného prostoru, 

urychlením výstupu z buňky, snížením aktivace látky na aktivní metabolit, zvýšením 

degradace látky na neúčinný metabolit či rychlou opravou škod způsobených 

cytostatikem (Martínková 2007). 

 

2.3 Mechanismus účinku 

Existuje několik způsobů, jakým mohou cytostatika zabránit buněčnému dělení 

a způsobit smrt buňky. Různá cytostatika využívají jiného mechanismu účinku a působí 

v jiné fázi buněčného dělení. V následujících podkapitolách jsou popsány jednotlivé 

mechanismy. 

 

2.3.1 Inhibice biosyntézy nukleových kyselin 

Je uskutečněna buďto tím, že je blokována aktivita enzymů katalyzující reakce 

metabolismu purinu a pyrimidinu, nebo tím, že se tato cytostatika zabudují 

do nukleových kyselin (LaPlant a Louzon 2014). Zabudování do DNA způsobí inhibici 

její replikace či indukci zlomů (Klener jr. a Klener 2013). Purinové a pyrimidinové 

dusíkaté báze jsou totiž stavebními jednotkami DNA, a pokud nedochází k jejich 

syntéze, nemůže dojít ani k syntéze DNA.  

Jelikož tato cytostatika mají podobnou chemickou strukturu jako přirozené 

metabolity a zastavují metabolismus nukleových kyselin, jsou nazývány antimetabolity 

(Klener jr. a Klener 2013). 



4 

 

2.3.2 Poškození struktury nukleových kyselin 

Podstata tohoto procesu spočívá ve změně struktury DNA, dojde tedy k jejímu 

poškození. Takováto molekula již nemůže sloužit jako předloha při biosyntéze nové 

nukleové kyseliny. Důsledkem je nemožnost průběhu replikace DNA, a tudíž ani 

následného dělení buňky.  

K tomuto poškození může dojít alkylací, interkalací, rozštěpením molekuly 

DNA (radiomimetika) či inhibicí topoizomeráz (Klener jr. a Klener 2013). 

 

2.3.3 Poškození mikrotubulů dělícího vřeténka 

Stavební jednotkou dělícího vřeténka jsou mikrotubuly. Ty vznikají polymerací 

proteinů α-tubulinu a β-tubulinu. Během anafáze se prostřednictvím dělícího vřeténka 

od sebe odtáhnou zdvojené chromozomy. Působení tzv. vřeténkových jedů znemožní 

průběh tohoto procesu, buněčné dělení se tak v této fázi zastaví a v důsledku toho dojde 

k apoptóze buňky (Klener jr. a Klener 2013, Lüllmann a kol. 2012).  

K poškození mikrotubulů může dojít následkem inhibice polymerace 

či depolymerace mikrotubulů. 

 

2.4 Rozdělení cytostatik dle mechanismu účinku 

s přihlédnutím k  chemické struktuře 

2.4.1 Antimetabolity 

Tyto látky mohou způsobit inhibici enzymů nutných k proběhnutí různých 

biosyntetických reakcí nukleových kyselin (LaPlant a Louzon 2014). Většinou je však 

nutné antimetabolity nejdříve metabolicky pozměnit, a to nejčastěji na nukleotid. V této 

formě se poté zabudují do nukleových kyselin (Klener jr. a Klener 2013). Největší 

cytotoxický účinek mají během fáze S buněčného cyklu, jedná se tedy o fázově 

specifická cytostatika (LaPlant a Louzon 2014).  

Antimetabolity lze dle molekuly, od které jsou odvozeny, rozdělit na deriváty 

listové kyseliny, deriváty purinu a deriváty pyrimidinu. 
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2.4.1.1 Deriváty kyseliny listové (antifoláty) 

Foláty se skládají z pteridinového kruhu, zbytku kyseliny p-aminobenzoové 

a zbytku kyseliny glutamové. Jsou nezbytné pro syntézu purinových nukleotidů 

a thymidylátu, a tudíž i pro syntézu samotné DNA a dělení buňky. Uvnitř buňky 

dochází nejprve k jejich polyglutamaci, následně jsou redukovány na tetrahydrofolát 

(THF) za přítomnosti dihydrofolát reduktázy (Rang a kol. 2015). Tento a několik 

dalších enzymů jsou antifoláty inhibovány, čímž dojde k narušení syntézy DNA (Klener 

jr. a Klener 2013). 

 

2.4.1.1.1 Methotrexát 

Methotrexát neboli (2S)-2-[(4-{[(2,4-diaminopteridin-6-yl)methyl](methyl) 

amino}benzoyl)amino]pentandiová kyselina (viz Obrázek 1) je nejvíce používané 

antifolátové cytostatikum. Do nitrobuněčného prostoru vstupuje prostřednictvím 

přenašečů redukovaných folátů (RFC), při vyšší koncentraci látky vně buňky 

dochází také k difuzi přes cytoplazmatickou membránu. Uvnitř buňky je pomocí 

folylpolyglutamát syntetázy přeměněn na aktivní metabolity, které inhibují dihydrofolát 

reduktázu, thymidylát syntázu a enzymy podílející se na syntéze purinů (Belkov a kol. 

1999). Blokací enzymu dihydrofolát reduktáza dojde k prudkému snížení množství THF 

a jeho metabolitů, a tudíž k poruše syntézy DNA (Klener jr. a Klener 2013). 

  Užívá se k léčbě akutní lymfoblastické leukémie, non-Hodgkinova lymfomu, 

osteosarkomu, ale také k léčbě autoimunitních onemocnění, jako je například 

revmatoidní artritida či lupénka (Mikkelsen a kol. 2011). 

 

 

Obrázek 1: Chemická struktura methotrexátu. (Převzato z [1]) 
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2.4.1.1.2 Raltitrexed 

 Chemický název této látky je N-(5-[N-(3,4-dihydro-2-methyl-4-oxochinazolin-

6-ylmethyl)-N-methylamino]-2-thenoyl)-L-glutamová kyselina. Působí jako inhibitor 

enzymu thymidylát syntáza (Wang a kol. 2006). Tento enzym katalyzuje přeměnu  

2´-deoxyuridin-5´-monofosfátu na 2´-deoxythymidin-5´-monofosfát (Carreras a Santi 

1995). Užívá se k léčbě karcinomu tlustého střeva (Wang a kol. 2006). 

 

2.4.1.2 Deriváty purinu 

Tyto látky se svou chemickou strukturou velmi podobají molekulám purinových 

bází adeninu a guaninu či molekulám jejich nukleosidů nebo nukleotidů. Proto mohou 

inhibovat syntézu těchto bází, či je nahradit v DNA jako falešné báze. 

 

2.4.1.2.1 6-merkaptopurin 

Jde o derivát hypoxantinu  (viz Obrázek 2), ve kterém je atom kyslíku nahrazen 

atomem síry (LaPlant a Louzon 2014). Skrz plazmatickou membránu se dostává 

prostřednictvím transportních proteinů (Zaza a kol. 2010). V buňce je za přítomnosti 

hypoxantin-guanin fosforibosyl transferázy přeměněn na nukleotid 6-thioinosin-5´-

monofosfát (TIMP), jenž inhibuje několik enzymů katalyzujících syntézu purinových 

nukleotidů. Fosforylací TIMP vzniká  6-thioinosin-5´-trifosfát, který se může včlenit 

do RNA a DNA (Chu a Sartorelli 2012). 

TIMP může být také přeměněn na 6-thioguanosin-5´-monofosfát, který se 

po fosforylaci na difosfát a trifosfát může zabudovat do RNA. Deoxyribonukleotidová 

forma 6-thio-2´-deoxyguanosin-5´-trifosfát se může včlenit do DNA. Užívá se k léčbě 

akutní lymfoblastické leukémie a také k léčbě Crohnovy choroby (LaPlant a Louzon 

2014). 
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Obrázek 2: Chemická struktura 6-merkaptopurinu. (Převzato z [2]) 

 

2.4.1.2.2 Fludarabin 

Před vstupem do nitrobuněčného prostoru podstupuje fludarabin-5´-monofosfát 

neboli 9-β-D-arabinofuranosyl-2-fluoroadenin-5´-monofosfát defosforylaci pomocí 

plazmatických fosfatáz na fludarabin, jenž je poté transportován do buňky 

prostřednictvím nukleosidových transportérů (Fernández-Calotti a kol. 2012, Klener jr. 

a Klener 2013).  

Uvnitř buňky je fosforylován znovu na fludarabin-5´-monofosfát za přítomnosti 

deoxycytidin kinázy. Nakonec je přeměněn na fludarabin-5´-trifosfát, který inhibuje 

DNA polymerázu α a DNA polymerázu β a také může být včleněn do DNA. 

Fludarabin-5´-difosfát navíc inhibuje enzym ribonukleotid reduktázu (Chu a Sartorelli 

2012). Primárně se užívá k léčbě chronické lymfatické leukémie (Nabi a Hohl 2009). 

 

2.4.1.3 Deriváty pyrimidinu 

Působí stejným mechanismem jako deriváty purinu, avšak s tím rozdílem, že 

chemickou strukturou se podobají molekulám dusíkatých bází cytosinu, uracilu 

a thyminu nebo molekulám jejich nukleosidů či nukleotidů. 
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2.4.1.3.1 5-fluorouracil 

Jde o derivát uracilu mající na pozici 5 navázaný atom fluoru (viz Obrázek 3). 

Z výsledků Wohlhuetera a kol. (1980) plyne, že 5-fluorouracil, stejně jako uracil, 

se do nitrobuněčného prostoru dostává procesem usnadněné difuze. V buňce je 

enzymaticky přeměněn na 5-fluoro-2´-deoxyuridin-5´-monofosfát (FdUMP). Tento 

metabolit inhibuje enzym thymidylát syntázu, který katalyzuje syntézu thymidin-5´-

monofosfátu potřebného pro syntézu DNA. Toto cytostatikum je také pomocí enzymů 

přeměněno na 5-fluorouridin-5´-trifosfát (FUTP), jenž se místo uridin-5´-trifosfátu 

(UTP) zabuduje do RNA (Diasio a Harris 1989, LaPlant a Louzon 2014). Navíc dochází 

i k přeměně 5-fluorouridin-5´-difosfátu (FUDP) v přítomnosti enzymu ribonukleotid 

reduktáza a následné fosforylaci za vzniku 5-fluoro-2´-deoxyuridin-5´-trifosfátu 

(FdUTP), který se včleňuje do DNA. Dochází k poškození DNA, následné zástavě 

replikace a k apoptóze buňky (Chu a Sartorelli 2012, Klener jr. a Klener 2013). 

Užívá se kupříkladu k léčbě kolorektálního karcinomu, karcinomu jícnu, 

slinivky břišní, karcinomu jater a karcinomu tlustého střeva a konečníku (Chu 

a Sartorelli 2012). 

S touto látkou souvisí cytostatikum kapecitabin, který se třemi enzymatickými 

procesy přeměňuje právě na 5-fluorouracil (Desmoulin a kol. 2002). 

 

 

Obrázek 3: Chemická struktura 5-fluorouracilu. (Převzato z [3]) 
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2.4.1.3.2 Gemcitabin 

Gemcitabin (2´,2´-difluoro-2´-deoxycytidin) je derivát deoxycytidinu, což je 

nukleosid složený z cytosinu a deoxyribózy (viz Obrázek 4). Strukturně se liší pouze 

tím, že gemcitabin má na cukerné části molekuly nahrazeny dva atomy vodíku dvěma 

atomy fluoru.  

Do buňky se dostává prostřednictvím nukleosidových transportérů umístěných 

v plazmatické membráně (Mackey a kol. 1998). V buňce dochází k postupným 

fosforylacím gemcitabinu pomocí několika kináz na 2´,2´-difluoro-2´-deoxycytidin-5´-

monofosfát (dFdCMP), difosfát (dFdCDP) a nakonec i trifosfát (dFdCTP). Metabolit 

dFdCTP inhibuje DNA polymerázu α a DNA polymerázu β, což vede k blokaci syntézy 

a opravy DNA (Chu a Sartorelli 2012). Také se tento metabolit může do DNA 

zabudovat, což způsobí její poškození, které vede k apoptóze buňky (Ruiz van Haperen 

a kol. 1993). Mimo to dFdCDP inhibuje enzym ribonukleotid reduktázu, což sníží 

množství deoxyribonukleotidů, které jsou důležité pro syntézu DNA (Chu a Sartorelli 

2012). 

 Nejčastěji se používá se k léčbě malobuněčného karcinomu plic a karcinomu 

slinivky břišní (LaPlant a Louzon 2014). 

 

 

Obrázek 4: Chemická struktura gemcitabinu. (Převzato z [4]) 
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2.4.2 Alkylační cytostatika 

Název této třídy látek je dán jejich schopností kovalentně navázat alkylové 

zbytky na konkrétní nukleofilní centra v buňce (Rang a kol. 2015). Takováto místa lze 

nalézt i v molekulách dusíkatých bází tvořící dvoušroubovici DNA, jejíž alkylace vede 

ke smrti buňky. Hlavním místem alkylace DNA je atom dusíku v poloze 7 v molekule 

guaninu. V menší míře taktéž dochází k alkylaci dusíku v poloze 1 a 3 v molekule 

adeninu, dusíku v poloze 3 v molekule cytosinu a kyslíku v poloze 6 v guaninu (Chu 

a Sartorelli 2012).  

Monofunkční látky se mohou vázat pouze na jedno místo molekuly DNA. 

Většina alkylačních cytostatik jsou však látky bifunkční, obsahují tedy dvě reaktivní 

skupiny, a mohou tudíž vytvářet i příčné vazby mezi dvěma bázemi. Tyto vazby jsou 

buď vnitrořetězcové, tedy v rámci jednoho vlákna dvoušroubovice, nebo meziřetězcové, 

kdy v daném místě molekuly dojde k propojení obou vláken, což znemožní průběh 

replikace DNA (Rang a kol. 2015).  

Alkylace guaninu může vést například k chybnému spárování guaninu 

s thyminem, nebo ke konfiguračním změnám DNA vedoucím k rozštěpení vláken. 

Přestože jsou tato cytostatika fázově nespecifická, buňky jsou nejcitlivější na alkylaci 

během pozdní G1 fáze a S fáze buněčného cyklu. 

 Nejvíce klinicky užívaná alkylační cytostatika obsahují ve své struktuře  

bis-[chlorethyl]amin, ethylenimin nebo nitrosomočovinu (Chu a Sartorelli 2012). 

 

2.4.2.1 Cyklofosfamid 

Jde o bifunkční derivát oxazafosforinu (viz Obrázek 5), jehož cytotoxicita 

spočívá v tvorbě meziřetězcových vazeb. V játrech dochází k jeho hydroxylaci 

působením cytochromu P450 na meziprodukt 4-hydroxycyklofosfamid, jenž se 

neenzymaticky štěpí na aktivní metabolity, kterými jsou hořčičný fosfaramid a akrolein. 

Užívá se k léčbě lymfomů, leukémií, sarkomů a karcinomu prsu (Holstein 

a Hohl 2009, LaPlant a Louzon 2014, Pavelka a kol. 2005). 
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Obrázek 5: Chemická struktura cyklofosfamidu. (Převzato z [5]) 

 

2.4.2.2 Deriváty nitrosomočoviny 

Jejich cytotoxický účinek spočívá v propojení obou vláken dvoušroubovice 

DNA. V organismu jsou tyto deriváty neenzymatickým rozkladem přeměněny 

na aktivní metabolity s alkylačními účinky. Jelikož se tyto látky velmi dobře rozpouštějí 

v tucích, snadno se dostanou skrz hematoencefalickou bariéru, a tudíž jsou užívány 

k léčbě mozkových nádorů (Chu a Sartorelli 2012). Mezi tyto deriváty patří například 

látky karmustin a lomustin. 

 

2.4.3 Deriváty platiny 

Jedná se o koordinační sloučeniny, jejichž centrálním atomem je platina.  Působí 

podobným mechanismem jako alkylační látky, přestože nemají alkylové skupiny, 

kterými by se mohly na molekulu DNA navázat. Jakožto bifunkční látky mají schopnost 

se vázat k jednomu či ke dvěma nukleofilním místům dvoušroubovice DNA. Mohou 

tedy vytvářet i příčné vazby, a to jak vnitrořetězcové, tak meziřetězcové (LaPlant 

a Louzon 2014). Mezi deriváty platiny patří látky cisplatina, karboplatina a oxaliplatina, 

která se užívá k léčbě karcinomu žaludku, jícnu, slinivky břišní a kolorektálního 

karcinomu (Chu a Sartorelli 2012). 
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2.4.3.1 Cisplatina 

Cisplatina je prvním objeveným derivátem platiny s protinádorovým účinkem. 

Na její centrální atom jsou navázány dva atomy chloru a dvě NH3 skupiny (Rang a kol. 

2015). Po vstupu do buňky dochází k odštěpení chloridových aniontů, čímž vzniká 

reaktivní komplex reagující s molekulami vody a následně také s DNA, přičemž 

dochází k tvorbě příčných vazeb mezi guaninovými bázemi (LaPlant a Louzon 2014, 

Rang a kol. 2015). 

Rosenberg a kol. (1965) objevili její cytotoxické působení, když zkoumali 

účinky elektrického pole na růst bakterie Escherichia coli užitím platinových elektrod. 

Jejich dělení bylo však inhibováno.  

Jde o velmi účinné cytostatikum užívané k léčbě karcinomu vaječníků, 

močového měchýře, žaludku, jícnu, malobuněčného a nemalobuněčného karcinomu plic 

a dalších chorob (Chu a Sartorelli 2012).  Během léčby je však nutná hydratace pacienta 

a patřičné zajištění vylučování moči, jelikož se jedná o silně nefrotoxickou látku 

(Martínková 2007). 

 

2.4.3.2 Karboplatina 

Z hlediska chemické struktury se tato látka od cisplatiny liší tím, že místo 

chloridových ligandů má na centrální atom navázánu cyklobutan-1,1-dikarboxylovou 

kyselinu (Treskes a kol. 1991). Má podobné využití jako cisplatina, avšak s mírnějším 

projevem nefrotoxicity, neurotoxicity, ototoxicity a dalších vedlejších účinků (Rang 

a kol. 2015). 

 

2.4.4 Interkalátory 

Interkalátory jsou malé molekuly, které se vmezeří mezi páry dusíkatých bází 

dvoušroubovice DNA (Lerman 1961). Molekuly se na dusíkaté báze vážou vodíkovými 

můstky, což vede k inhibici replikace a transkripce DNA (Klener jr. a Klener 2013). 

Takovýto účinek mají například antracyklinová cytostatika, která kromě interkalace 

působí také jako inhibitory topoizomerázy II a podílejí se na tvorbě reaktivních forem 

kyslíku. Tvorba volných radikálů je příčinou kardiotoxicity těchto látek. 

Mezi antracykliny patří daunorubicin, epirubicin a také doxorubicin (viz Obrázek 6), 

který se užívá k léčbě karcinomu plic, prsu, štítné žlázy, neuroblastomu,  
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non-Hodgkinova a Hodgkinova lymfomu a mnohočetného myelomu (Chu a Sartorelli 

2012). 

 

 

Obrázek 6: Chemická struktura doxorubicinu. (Převzato z [6]) 

 

2.4.5 Inhibitory topoizomerázy I a topoizomerázy II 

Aby mohla být nová DNA syntetizována, musí napřed dojít k rozpletení 

dvoušroubovice. To je zprostředkované enzymem helikáza, která svým působením ruší 

vodíkové vazby mezi dusíkatými bázemi tvořící dvoušroubovici. Důsledkem tohoto 

procesu je nárůst napětí v nerozpletené části dvoušroubovice. Aby se toto napětí 

uvolnilo, dochází ke stáčení dvoušroubovice, čímž vzniká takzvaný superhelix (Alberts 

a kol. 2008). Aby nedošlo ke zlomům jednoho či obou vláken DNA, je nezbytné napětí 

uvolňovat opakovaně.  

Toto je zajišťováno enzymem topoizomeráza, která se kovalentní vazbou naváže  

na fosfátovou kostru molekuly DNA a rozruší fosfodiesterovou vazbu, čímž dojde 

k rozpojení vlákna. Enzym uvolní část napětí a vlákno poté znovu spojí. Zatímco 

topoizomeráza typu I rozštěpuje pouze jedno vlákno DNA, topoizomeráza typu II 

se kovalentně váže na obě vlákna DNA současně a štěpí je (Alberts a kol. 2008, Klener 

jr. a Klener 2013). 

Inhibice tohoto enzymu znemožní opětovné spojení vláken dvoušroubovice 

a vzniklé zlomy v molekule mají za následek smrt buňky (Klener jr. a Klener 2013, 

Lüllmann a kol. 2012). 

 Jedním z představitelů inhibitorů topoizomerázy I je kamptotecin. Jde o přírodní 

alkaloid s chinolinovým cyklem izolovaný z kůry stromu Camptotheca acuminata. 
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Irinotekan a topotekan jsou jeho polosyntetické deriváty. Topotekan se užívá k léčbě 

karcinomu vaječníku a malobuněčného karcinomu plic. Irinotekan se používá k léčbě 

kolorektálního karcinomu  

 Mezi inhibitory topoizomerázy II patří například látka etoposid. Jedná se  

o polosyntetický derivát podofylotoxinu, který se extrahuje z kořene Podophyllum 

peltatum. Užívá se k léčbě malobuněčného a nemalobuněčného karcinomu plic, non-

Hodgkinova a Hodgkinova lymfomu a karcinomu žaludku (Chu a Sartorelli 2012, 

LaPlant a Louzon 2014). 

 

2.4.6 Cytostatika s radiomimetickým účinkem 

Látky s tímto účinkem způsobují stejné poškození molekuly DNA, jako 

vyvolává vystavení této molekuly ionizujícímu záření. Patří mezi ně glykopeptidové 

antibiotikum bleomycin izolované z bakterie Streptomyces verticullus (Klener jr. 

a Klener 2013). Jeho účinek spočívá ve fragmentaci vláken dvoušroubovice DNA 

vlivem působení reaktivních forem kyslíku na fosfodiesterovou vazbu v DNA. Užívá 

se k léčbě non-Hodgkinova a Hodgkinova lymfomu karcinomu varlat a děložního hrdla 

(Chu a Sartorelli 2012). 

 

2.4.7 Inhibitory polymerace mikrotubulů (vinca alkaloidy) 

Vinca alkaloidy jsou dimerní indolové alkaloidy složené ze dvou prekurzorů, 

katarantinu a vindolinu, obsažených v barvínkovci růžovém (Vinca rosea). Jedni 

z představitelů této skupiny jsou vinblastin a vinkristin, které lze také přímo izolovat 

z výše uvedené rostliny (Hirata a kol. 1994). Vinblastin se používá k léčbě  

non-Hodgkinova a Hodgkinova lymfomu, karcinomu prsu a Kaposiho sarkomu, kdežto 

vinkristin má své využití při léčbě akutní lymfoblastické leukémie, nefroblastomu 

a neuroblastomu (Chu a Sartorelli 2012). Mezi polosyntentetické deriváty patří 

například vindezin a vinflunin. 

Cytotoxický účinek vinca alkaloidů spočívá v navázání se na tubulin, čímž dojde 

k inhibici polymerace mikrotubulů, což zabrání tvorbě dělícího vřeténka, jehož 

existence je potřebná k oddělení chromozomů. To způsobí zástavu mitózy během 

metafáze, zástavu buněčného dělení a nakonec smrt buňky (Chu a Sartorelli 2012, Nabi 

a Hohl 2009).  
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2.4.8 Inhibitory depolymerace mikrotubulů 

Látky způsobující inhibici depolymerace se nazývají taxany. Navážou 

se na mikrotubuly, urychlují jejich polymeraci a stabilizují vazbu mezi jednotlivými 

molekulami tubulinu. Hromadění nefunkčních atypických mikrotubulů způsobí, že 

nedojde k oddělení chromozomů. Výsledkem je inhibice mitózy a následná buněčná 

smrt (Chu a Sartorelli 2012, LaPlant a Louzon 2014). 

Jednou z látek stabilizující mikrotubuly je paklitaxel (viz Obrázek 7). 

Jde o alkaloid izolovaný z kůry tisu západoevropského (Taxus brevifolia) a tisu 

červeného (Taxus baccata) užívaný k léčbě nemalobuněčného a malobuněčného 

karcinomu plic, karcinomu prsu, prostaty a jícnu. Dalším alkaloidem ze třídy taxanů je 

docetaxel, který je získáván z jehličí tisu červeného. Dnes se oba alkaloidy vyrábějí 

polosynteticky (Chu a Sartorelli 2012, Martínková 2007). 

 

 

Obrázek 7: Chemická struktura paklitaxelu. (Převzato z [7]) 
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3 Cíl práce 

Jedním z cílů mé bakalářské práce je přehledně popsat chemoterapeutika z hlediska 

jejich chemické struktury a biologických účinků. Experimentální cíl práce spočívá 

v proměření základních absorpčních a fluorescenčních charakteristik vybraných látek. 

Dále je mým cílem diskutovat výsledky z hlediska citlivosti naměřených parametrů 

na vliv okolního prostředí. 
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4 Materiál a metody 

Mezi analyzované látky patří doxorubicin hydrochlorid, 5-fluorouracil, 

gemcitabin hydrochlorid a 6-merkaptopurin monohydrát. Všechny byly zakoupeny 

od výrobce Sigma-Aldrich s čistotou vyšší než 98 %. Jelikož bylo měření prováděno 

pro širokou škálu pH, byl použit Britton-Robinsonův pufr. Jedná se o univerzální 

vícesložkový pufr skládající se z 0,04 M kyseliny borité (lach:ner; 99,5 %), z 0,04 M 

kyseliny trihydrogenfosforečné (lach:ner, 85%) a z 0,04 M kyseliny octové (lach:ner; 

99,8%). Jako rozpouštědlo byla použita destilovaná voda.  

Hodnota pH připraveného pufru byla upravována přikapáváním 0,2 M 

hydroxidu sodného (Sigma-Aldrich, ≥ 98 %), a to v rozmezí pH od 2 do 11 s krokem 

0,5. K měření byl použit pH metr inoLab pH7110 (WTW, Weilheim in Oberbayern, 

Německo), jenž byl před užitím podle návodu kalibrován. 

 

4.1 Měření absorpčních spekter 

Absorpční spektra 2,5 μM roztoku doxorubicinu a 5 μM roztoku fluorouracilu, 

gemcitabinu a merkaptopurinu v křemenné kyvetě s optickou dráhou 1 cm byla měřena 

na absorpčním spektrofotometru SPECORD 250 PLUS – 223G1032 (Analytik Jena, 

Jena, Německo) pro pH Britton-Robinsonova pufru v rozmezí od 2 do 11 a krokem 0,5. 

Jako reference byl užit čistý pufr příslušného pH. Spektra byla měřena s krokem 1 nm, 

rychlostí 2 nm/s a v rozsahu vlnových délek 200-700 nm pro doxorubicin a 200-500 nm 

pro ostatní analyzované látky. Šířka spektrálního pásu monochromátoru byla nastavena 

na 1 nm. 

Molární extinkční koeficient 𝜀(𝜆) byl vypočten ze vztahu 

 𝜀(𝜆) =
𝐴(𝜆)

𝑐 ∙ 𝑙
, (1) 

kde 𝐴(𝜆) představuje změřenou absorbanci, 𝑐 je koncentrace látky a 𝑙 značí optickou 

dráhu (Kubala a kol. 2011). 
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4.2 Měření emisních spekter 

 Měření emisního spektra předcházela volba excitačních vlnových délek, které 

byly pro každou látku různé. Vlnové délky excitace byly voleny na základě absorpčního 

spektra látky, přičemž byly zvoleny vlnové délky 450, 480, 550 a 595 nm 

pro doxorubicin, 268, 283 a 310 nm pro fluorouracil, 235, 269, 275 a 286 nm 

pro gemcitabin a 290, 313, 316, 324 a 350 nm pro merkaptopurin. Měření bylo opět 

provedeno v křemenné kyvetě s optickou dráhou 1 cm pro stejné hodnoty pH pufru jako 

v případě spekter absorpčních. Signál čistého pufru o dané hodnotě pH byl odečten jako 

pozadí. K měření spektra 5 μM roztoku fluorouracilu, gemcitabinu a merkaptopurinu 

byl použit spektrofluorometr Fluorolog-3 (HORIBA Scientific, Longjumeau, Francie). 

Z důvodu dočasné poruchy tohoto přístroje bylo spektrum 2,5 μM roztoku doxorubicinu 

změřeno na spektrofluorimetru F-4500 (Hitachi, Tokyo, Japonsko). Šířka spektrálního 

pásu excitačního a emisního monochromátoru byla u obou přístrojů nastavena na 5 nm, 

rychlost měření na 5 nm/s a krok na 1 nm. 

Závislost intenzity fluorescence 𝐹 na pH byla proložena křivkou danou rovnicí 

 𝐹 = 𝐹B −
𝐹B − 𝐹A

1 + 10pH−pKa
, (2) 

kde 𝐹Aa 𝐹B označují postupně intenzitu fluorescence kyselé a zásadité formy molekuly 

a pKa  představuje záporný dekadický logaritmus rovnovážné acidobazické konstanty 

(Kubala a kol. 2011). Nahradíme-li intenzitu fluorescence absorbancí 𝐴, lze upravený 

vztah užít i pro určení pKa z absorpčního spektra. Platí tedy, že 

 𝐴 = 𝐴B −
𝐴B − 𝐴A

1 + 10pH−pKa
, (3) 

kde 𝐴Aa 𝐴B představují postupně absorbanci kyselé a zásadité formy molekuly. 



19 

 

5 Výsledky 

Dle parametrů uvedených v metodice měření byla proměřena absorpční 

a fluorescenční spektra analyzovaných chemoterapeutik. Užitím vztahu (1) byly 

vypočteny hodnoty molárního extinkčního koeficientu. Dále byla proložením závislosti 

intenzity fluorescence na pH (při dané vlnové délce) křivkou ve tvaru rovnice (2) 

a proložením závislosti absorbance na pH (při dané vlnové délce) křivkou o rovnici (3) 

určena hodnota pKa. Jednotlivá spektra jsou uvedena v následujících podkapitolách. 

 

5.1 Doxorubicin 

5.1.1 Absorpční spektrum 

Spektrum vykazuje několik maxim v měřeném rozsahu vlnových délek 

(viz Obrázek 8). V ultrafialové spektrální oblasti se maximum vyskytuje při 233 nm 

(𝜀 = 50900 l · mol−1 ∙ cm−1  pro pH 4 a 𝜀 = 45700 l · mol−1 ∙ cm−1  pro pH 7), 

přičemž pro pH ≥ 8,5 dochází k bathochromnímu posunu maxima (236 nm při pH 11). 

Další maximum lze pozorovat při 254 nm (𝜀 = 36300 l · mol−1 ∙ cm−1  pro pH 4 a  

𝜀 = 33000 l · mol−1 ∙ cm−1 pro pH 7), pro pH ≥ 9 dochází k malému hypsochromnímu 

posunu (252 nm při pH 11). Následuje maximum při vlnové délce 291 nm  

(𝜀 = 12800 l · mol−1 ∙ cm−1  pro pH 4 a 𝜀 = 11300 l · mol−1 ∙ cm−1  pro pH 7), kdy 

v rozmezích pH 4 – 11 absorbance s rostoucím pH klesá. 

Ve viditelné oblasti spektra je pro pH 2 – 8 dominantní pás v oblasti 400 – 

550 nm se dvěma hlavními maximy na 478 nm a 497 nm (𝜀 = 16500 l · mol−1 ∙ cm−1 

pro pH 4 a 𝜀 = 15100 l · mol−1 ∙ cm−1  pro pH 7), jedním menším maximem 

okolo 530 nm (𝜀 = 9200 l · mol−1 ∙ cm−1  pro pH 4 a 𝜀 = 8300 l · mol−1 ∙ cm−1 

pro pH 7) a zřetelným ramenem okolo 440 nm. Pro vyšší pH se celý pás bathochromně 

posunuje a kromě ramena okolo 520 nm můžeme identifikovat dva hlavní píky 

okolo 552 nm ( 𝜀 = 2900 l · mol−1 ∙ cm−1  pro pH 7 a 𝜀 = 12900 l · mol−1 ∙ cm−1 

pro pH 10) a 590 nm (𝜀 = 400 l · mol−1 ∙ cm−1 pro pH 7 a 𝜀 = 11100 l · mol−1 ∙ cm−1 

pro pH 10). 

Dále lze z grafu vyčíst, že v oblasti od 303 nm do 395 nm a v oblasti od 516 nm 

se s rostoucím pH absorbance zvyšuje, a naopak v oblasti od 395 nm do 516 nm dochází 

se zvyšujícím se pH k poklesu absorbance.  
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Na vlnových délkách 303 nm a 516 nm se nachází izobestický bod, což indikuje, 

že spektrální změny v této oblasti jsou dány přechodem pouze mezi dvěma formami 

molekuly. V případě oblasti okolo vlnové délky 395 nm se křivky příslušející různým 

hodnotám pH neprotnuly v jednom bodě, nýbrž v několika, a situace je tedy patrně 

složitější. 

Doxorubicin měl v prostředí s pH 2 – 9,5 oranžové zbarvení, při vyšším pH 

došlo ke zbarvení látky do světle fialova, což lze vyvodit i z tvaru absorpčního spektra.  

 

 

Obrázek 8: Absorpční spektrum 2,5 µM roztoku doxorubicinu pro různá pH pufru. 

 

Proložením hodnot absorbance doxorubicinu na vlnové délce 552 nm 

(viz Obrázek 9) křivkou byla obdržena hodnota pKa = (9,59 ± 0,02).  Je zřejmé, že 

se zde projevuje pouze přechod mezi dvěma formami molekuly. Stejným případem je 

i vlnová délka 590 nm (viz Obrázek 9).  
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Obrázek 9: Grafy závislosti absorbance při 552 nm (modré body, oranžová křivka) a při 590 nm 

(oranžové body, modrá křivka) na pH pufru proložené křivkou dle rovnice (3). 

 

5.1.2 Emisní spektrum 

V emisním spektru doxorubicinu jsou viditelná tři intenzitní maxima 

(viz Obrázek 10). Okolo vlnové délky 488 nm lze pozorovat maximum pro pH ≥ 8, 

přičemž dochází k nárůstu intenzity fluorescence se zvyšující se hodnotou pH. 

Výjimkou je pH 11. Další maxima se vyskytují na vlnových délkách 558 nm a 591 nm. 

V oblasti od 525 nm intenzita fluorescence naopak s rostoucím pH klesá, uvedená 

vlnová délka je izoemisním bodem v měřeném rozsahu pH kromě pH 11. 
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Obrázek 10: Emisní spektrum 2,5 µM roztoku doxorubicinu při excitaci světlem o vlnové délce 480 nm 

pro různá pH pufru. 

 

5.2 5-fluorouracil 

5.2.1 Absorpční spektrum 

Ve spektru můžeme pozorovat pouze jedno maximum nacházející se na vlnové 

délce 266 nm (𝜀 = 7100 l · mol−1 ∙ cm−1  pro pH 4) pro kyselá pH, u zásaditých pH 

dochází k jeho posunu k vyšším vlnovým délkám, kdy pro pH 11 se maximum 

vyskytuje při 269 nm (𝜀 = 4600 l · mol−1 ∙ cm−1), a dále se objevuje pás s maximem 

okolo 300 nm (viz Obrázek 11). 

Vidíme také, že ve spektrální oblasti od 244 nm do 282 nm dochází s rostoucím 

pH k poklesu absorbance, nicméně pro pH od 10 do 11 absorbance vzrůstá. Naopak 

v oblasti od 282 nm se se zvyšujícím se pH zvyšuje i hodnota absorbance. Ve viditelné 

oblasti spektra látka světlo neabsorbuje. V měřeném rozsahu vlnových délek 

se nenachází žádný izobestický bod. 
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Obrázek 11: Absorpční spektrum 5 µM roztoku 5-fluorouracilu pro různá pH pufru. 

 

Proložením hodnot absorbance 5-fluorouracilu na vlnové délce 300 nm 

(viz Obrázek 12) křivkou byla získána hodnota pKa = (7,92 ± 0,04). Tento výsledek 

potvrzuje i fit v emisním spektru na vlnové délce 389 nm (viz Obrázek 12). Z dat je 

navíc patrné, že okolo pH 10 se nachází další přechod, nicméně pro provedení fitu 

nemáme dostatečný počet bodů. 
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Obrázek 12: Grafy závislosti absorbance při 300 nm (oranžové body, modrá křivka) a intenzity 

fluorescence při 389 nm (modré body, oranžová křivka) na pH pufru proložené křivkou dle rovnic (2) 

a (3). 

 

5.2.2 Emisní spektrum 

Pro pH od 2,5 do 5,5 se maximum intenzity fluorescence nachází na vlnové 

délce 349 nm, poté se bathochromně posunuje, až nakonec pro pH od 9 do 11 

se  maximum intenzity vyskytuje při 389 nm (viz Obrázek 13). U zásaditých pH si lze 

povšimnout, že intenzita fluorescence roste se zvyšujícím se pH. Stokesův posuv je 

pro kyselá pH přibližně roven 83 nm, u zásaditých pH se jedná zhruba o hodnotu 

88 nm. 
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Obrázek 13: Emisní spektrum 5 µM roztoku 5-fluorouracilu při excitaci světlem o vlnové délce 283 nm 

pro různá pH pufru. 

 

5.3 Gemcitabin 

5.3.1 Absorpční spektrum 

V rozmezí pH od 5,5 do 10 vidíme plytké maximum při 234 nm (𝜀 = 8100 l ·

mol−1 ∙ cm−1 pro pH 7). Hlavní absorpční pás se pro pH od 5 do 11 nachází na vlnové 

délce 268 nm (𝜀 = 8900 l · mol−1 ∙ cm−1  pro pH 7), pro nižší pH dochází k posunu 

maxima k vyšším vlnovým délkám (viz Obrázek 14), kdy maximum pro pH 2 je 

při 275 nm ( 𝜀 = 12400 l · mol−1 ∙ cm−1 ). Ve viditelné oblasti spektra nedochází 

k absorpci světla vzorkem. 

Z grafu můžeme vyčíst, že v oblasti do 261 nm dochází k poklesu absorbance 

s klesající hodnotou pH, a naopak v oblasti od 261 nm nastává jev opačný až na pH 11, 

u kterého se absorbance zvýšila. Na vlnové délce 261 nm se nachází izobestický bod. 

Emisní spektrum gemcitabinu zde není uvedeno proto, že tato látka nevykazuje 

fluorescenci. 



26 

 

 

 

Obrázek 14: Absorpční spektrum 5 µM roztoku gemcitabinu pro různá pH pufru. 

 

Proložením hodnot absorbance gemcitabinu na vlnové délce 234 nm 

(viz Obrázek 15) křivkou byla získána hodnota pKa = (3,62 ± 0,04).  Obdobného 

výsledku bylo dosaženo z absorbancí na vlnové délce 275 nm (viz Obrázek 15), kdy 

hodnota pKa = (3,58 ± 0,03). 
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Obrázek 15: Grafy závislosti absorbance při 234 nm (modré body) a při 275 nm (oranžové body) na pH 

pufru proložené křivkou dle rovnice (3). 

 

5.4 6-merkaptopurin 

5.4.1 Absorpční spektrum 

V ultrafialové oblasti se maximum pro kyselá pH nachází na vlnové délce 

226 nm (𝜀 = 8000 l · mol−1 ∙ cm−1  pro pH 4), u zásaditých pH jde o vlnovou délku 

229 nm (𝜀 = 11500 l · mol−1 ∙ cm−1  pro pH 10) (viz Obrázek 16). Hlavní absorpční 

pás se vyskytuje při 312 nm pro pH 11 (𝜀 = 17600 l · mol−1 ∙ cm−1), toto maximum 

se pro nižší hodnoty pH posouvá k vyšším vlnovým délkám, přičemž v kyselém 

prostředí má spektrum své maximum na vlnové délce 324 nm (𝜀 = 19800 l · mol−1 ∙

cm−1 pro pH 4). Ve viditelné oblasti spektra látka záření neabsorbuje. 

Lze si též povšimnout, že ve spektrální oblasti do 316 nm absorbance 

s klesajícím pH klesá, naopak v oblasti od 316 nm absorbance roste. Vlnová délka 

316 nm není izobestickým bodem. 
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Obrázek 16: Absorpční spektrum 5 µM roztoku merkaptopurinu. 

 

Proložením hodnot absorbance merkaptopurinu na vlnové délce 313 nm 

(viz Obrázek 17) křivkou byla získána hodnota pKa = (7,7 ± 0,2).  Z hodnot 

absorbance na vlnové délce 330 nm byl obdržen výsledek zatížený menší nejistotou. 

Hodnota pKa = (7,69 ± 0,08). 
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Obrázek 17: Grafy závislosti absorbance při 313 nm (oranžové body) a při 330 nm (modré body) na pH 

pufru proložené křivkou dle rovnice (3). 

 

5.4.2 Emisní spektrum 

Maximum intenzity fluorescence merkaptopurinu pro pH 11 se vyskytuje 

při 391 nm a pro nižší hodnoty zásaditých pH se posouvá k vyšším vlnovým délkám, 

a to k 398 nm pro pH 7,5 (viz Obrázek 18). Hodnota velikosti intenzity fluorescence 

roste se zvyšujícím se pH. Stokesův posuv je přibližně roven 75 nm pro kyselá pH 

a 79 nm pro pH zásaditá. 

Změna tvaru spektra kolem 350 nm nevypovídá nic o látce, jedná se pouze 

o artefakt vzniklý kvůli nedokonalému odečtení pásu Ramanova rozptylu. 
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Obrázek 18: Emisní spektrum 5 µM roztoku merkaptopurinu při excitaci světlem o vlnové délce 313 nm 

pro různá pH pufru. 
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6 Diskuze 

V této práci jsme zkoumali vliv pH na tvar absorpčních a emisních spekter čtyř 

molekul. Při změně pH roztoku může docházet k ionizacím molekuly, přesněji řečeno 

k protonacím či deprotonacím jejích funkčních skupin. Molekula tedy přechází v jinou 

formu. Hodnota pKa je poté rovna pH, při němž je počet molekul jedné formy roven 

počtu molekul formy druhé, tedy poměr mezi protonovanou a deprotonovanou formou 

je 1:1. Chemické struktury v následujících podkapitolách byly vytvořeny v programu 

MarvinSketch, který je dostupný na webových stránkách [8]. 

 

6.1 Doxorubicin 

Zjištěná hodnota pKa = (9,59 ± 0,02) pro doxorubicin hydrochlorid odpovídá 

dle výsledků Righettiho a kol. (1979) (pKa = 9,60)  ionizaci hydroxylové skupiny 

navázané na benzenové jádro skrz uhlík na pozici 11 (viz Obrázek 19). Jedná 

se o přechod mezi aniontem mající světle fialové zbarvení a neutrální molekulou 

(Eksborg 1978). Righetti a kol. (1979) uvádějí ještě pKa = 7,92 odpovídající ionizaci 

aminoskupiny cukerné části molekuly (viz Obrázek 20). Zde se jedná o přechod 

mezi neutrální molekulou a kationtem oranžové barvy. Righetti a kol. (1979) také 

uvádějí, že pro rozsah pH od 3 do 7 nedochází v molekule ke změně náboje. V tomto 

rozmezí pH se tudíž nebude nacházet další hodnota pKa. Sturgeon a Schulman (1977) 

vypočítali ještě  pKa = (−5,9 ± 0,05) , jež odpovídá ionizaci karbonylové skupiny 

vázané na uhlík na pozici 12 (viz Obrázek 20), a jde tedy o přechod mezi kationtem 

a dikationtem, a hodnotu pKa = (13,2 ± 0,2) , která odpovídá ionizaci druhé 

hydroxylové skupiny vázané na benzenové jádro (viz Obrázek 19). Zde dochází 

k přechodu mezi aniontem a dianiontem. Absorpční maxima při 497 nm a 552 nm 

odpovídají postupně aniontové a kationtové formě a maximum při 558 nm v emisním 

spektru odpovídá kationtu (Sturgeon a Schulman 1977). Hodnoty emisních maxim 

Changenet-Barret a kol. (2013) a Kumar a kol. (2016) korespondují s námi naměřenými 

hodnotami. 
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Obrázek 19: Deprotonace doxorubicinu. 

 

 

Obrázek 20: Protonace doxorubicinu. 
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6.2 5-fluorouracil 

Odštěpení protonu z molekuly 5-fluorouracilu může probíhat ze dvou jejích 

funkčních skupin. Jedná se o NH skupiny tvořící heterocyklický kruh (Jang a kol. 

2001). Předpokládá se, že 5-fluorouracil existuje až do pH 6 převážně jako neutrální 

molekula (Mioduszewska a kol. 2017). Jang a kol. (2001) určili teoretickými výpočty 

hodnoty pKa  pro obě funkční skupiny, a to jako pKa = 7,26  pro dusík na pozici 3 

a pKa = 9,05 pro dusík na pozici 1. Námi stanovená hodnota pKa = (7,92 ± 0,04) sice 

koresponduje s hodnotou určenou Privatem a Sowersem (1996) (pKa = 7,93), avšak 

při porovnání s teoretickými hodnotami 7,26 a 9,05 je patrné, že jsme zjistili pouze 

jakousi střední hodnotu a že naše metoda nemá dostatečné rozlišení pro rozpoznání 

toho, že se jedná o dva přechody a ke stanovení přesnějších hodnot pKa těchto 

přechodů. Při pH 7,26 je tedy polovina molekul 5-fluorouracilu v neutrální formě 

a polovina ve formě deprotonované (viz Obrázek 21). Při dalším zvyšování pH dochází 

k odštěpování vodíku i z druhého dusíku v heterocyklickém kruhu a vzniká dianiont. 

Nad pH 9,5 převládá v roztoku dianiontová forma 5-fluorouracilu (Mioduszewska a kol. 

2017). Tato forma je  z energetického hlediska méně stabilnější než aniont vzniklý 

odštěpením vodíku z dusíku na pozici 3 (Markova a kol. 2010).  Mioduszewska a kol. 

(2017) uvádějí, že důsledkem deprotonace je zvýšení elektronové hustoty okolo obou 

atomů dusíku a kyslíku v heterocyklickém kruhu a okolo fluoru. Vyšší hodnotu pKa 

u molekuly uracilu (pKa = 9,5)  lze přisoudit fluoru nacházejícím se na pozici 5 

(Niedzwicki a kol. 1983, Şanli a kol. 2010). Z výsledků měření Gustavssona a kol. 

(2006) vyplývá, že absorpční maximum 5-fluorouracilu se nachází při 266 nm 

a  z výsledků Lohmanna (1974) plyne, že se maximum vyskytuje při 265, 3 nm, což je 

v souladu s našimi výsledky pro pH 7. Lohmann (1974) také uvádí maximum při 203,3 

nm, které nebylo z důvodu omezení přístroje možné změřit.  

 

 

Obrázek 21: Acidobazická rovnováha 5-fluorouracilu. 
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6.3 Gemcitabin 

Zjištěná hodnota pKa = (3,58 ± 0,03)  pro gemcitabin odpovídá ionizaci 

aminoskupiny (viz Obrázek 22), kdy dochází k přechodu mezi neutrální molekulou 

a její deprotonovanou formou (Pili a kol. 2009). Moog a kol. (2000) přisuzují nízkou 

hodnotu pKa  atomům fluoru navázaných na cukernou část molekuly, přičemž Fox 

a Shugar (1952) stanovili pKa molekuly 2´-deoxycytidin jako 4,3. 

 

 

Obrázek 22: Acidobazická rovnováha gemcitabinu. 

 

6.4 6-merkaptopurin 

Pro 6-merkaptopurin jsme pKa  určili jako 7,69 ± 0,08 . Tato hodnota 

koresponduje s hodnotou 7,77 určenou Albertem a Brownem (1954), Gninguem 

a Aaronem (1985) a Hemmensem a Moorem (1986) a odpovídá ionizaci dusíku 

na pozici 1 v pyrimidinovém kruhu, přičemž nastává přechod mezi neutrální molekulou 

a aniontem (viz Obrázek 23). Hemmens a Moore (1986) navíc určili pKa = 2,0, jež 

odpovídá protonaci dusíku na pozici 9 v imidazolovém kruhu za vzniku kationtu, 

a pKa = 11,0  odpovídající deprotonaci dusíku na pozici 7 v imidazolovém kruhu 

za vzniku dianiontu. Pro dianiont stanovili Albert a Brown (1954) hodnotu pKa jako 

10,84 ± 0,04 , Fox a kol. (1958) určili pKa = (11,17 ± 0,06) . Hemmens a Moore 

(1986) také uvádějí, že posun absorpčního maxima mezi pH 7 a 8 indikuje to, že 

ionizace thiolové skupiny byla uskutečněna tautomerizací 6-merkaptopurinu z thionové 

formy na formu thiolovou (viz Obrázek 24). Mason (1954) uvádí, že absorpční 
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maximum pro pH 5,09 je při 225 nm a 325 nm a pro pH 9,3 při 228 nm a 312 nm, což 

potvrzuje posun obou maxim v závislosti na pH. 

 

 

Obrázek 23: Acidobazická rovnováha 6-merkaptopurinu. 

 

 

Obrázek 24: Tautomerizace thionové formy 6-merkaptopurinu na formu thiolovou. 
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7 Závěr 

V teoretické části byla cytostatika rozdělena na základě biologického účinku 

a chemické struktury do několika skupin, což bylo jedním z cílů této bakalářské práce. 

Dalším cílem bylo proměřit absorpční a fluorescenční spektra doxorubicinu, 

fluorouracilu, gemcitabinu a merkaptopurinu pro pH v rozsahu od 2 do 11 a určit 

základní charakteristiky. Ze spekter byly zjištěny polohy jednotlivých maxim a jejich 

posun v závislosti na pH. K nalezeným maximům byly vypočítány molární extinkční 

koeficienty. Dále byl popsán vývoj absorbance a intenzity fluorescence v závislosti 

na pH. Taktéž byly identifikovány izobestické a izoemisní body, pokud se v měřeném 

rozsahu vlnových délek nacházely. Z rozdílu vlnové délky emisního a absorpčního 

maxima byl pro fluorouracil a merkaptopurin uveden Stokesův posuv. Emisní spektrum 

gemcitabinu nebylo v práci uvedeno, jelikož tato látka nevykazovala při měření 

fluorescenci. 

Fitováním experimentálních dat byly získány hodnoty záporného dekadického 

logaritmu rovnovážné acidobazické konstanty pKa, které byly následně porovnány 

s výsledky uvedenými v literatuře. V budoucnu by pro zjištění dalších hodnot pKa bylo 

vhodné měření provádět s menším krokem, či užít jiné metody. 
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