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1 Uvod

V soucasné dob¢ je rakovina velmi zdvaznym a rozSifenym onemocnénim, a proto
je nezbytné vylepSovat dosavadni zptisoby nejen jeji 1é¢by, ale také i diagndzy. VEasné
odhaleni této nemoci je velice dilezit¢é a muze znamenat rozdil mezi uzdravenim
pacienta a jeho smrti. Vedle chirurgického odstranéni nadorovych bunék ¢&i ozafovani
existuje také moznost chemoterapie. Ta spoc¢iva v podavani 1é¢iv zvanych cytostatika,
ktera usmrcuji primarné rychle se délici burniky. Jejich hlavnim cilem je molekula DNA
a latky nezbytné pro spravny pribéh buné¢ného déleni.

Existuje mnoho riznych zpisobi, jakymi mize cytostatikum zastavit déleni bunky
a usmrtit ji. Podle toho je Ize rozdélit do riznych skupin. Antimetabolity mohou zastavit
tvorbu stavebnich kameni DNA, nebo se mohou misto nich do molekuly DNA v¢lenit
zménu jeji struktury. Radiomimetika zase zptisobuji tvorbu vysoce reaktivnich molekul,
které s DNA interaguji a vyvolavaji zlomy v jeji struktufe. A to je jen ukazka nékolika
mechanismu u€inku. Cytostatika se navzajem také lisi tim, v jaké fazi bunécného déleni
pusobi. Néktera mohou tc¢inkovat béhem celého procesu déleni, jind pouze v urcité fazi.

Jak jiz bylo fe€eno, cytostatika ptisobi pfedevsim na rychle se délici bunky. Takové
bunky tvofi v lidském téle ingkteré zdravé tkang, atak jsou cytostatiky rovnéz
poskozovany. Pii uzivani téchto 1éCiv se tudiZ mohou projevit rizné nezadouci Gcinky,
ke kterym patii naptiklad vypadavani vlasi, nevolnost, zvraceni a zhorSené hojeni ran.
Snahou je tedy nalézt 1éciva, ktera by vyuzivala specifickych vlastnosti nadorovych
bunék a neposkozovala by tak tkan€ zdravé. Velkym problémem je také moznost vzniku
rezistence nadorovych bunék vici ptisobeni daného cytostatika.

Cilem této bakalaiské prace bylo zkoumat optické vlastnosti zvolenych cytostatik
v zavislosti na pH prostfedi a ur¢it jejich pKa. Tato hodnota nam muize sdélit, co se bude

s danou molekulou dit v prostiedi s ur¢itou hodnotou pH.



2 Prehled problematiky

2.1 Chemoterapeutika

Chemoterapie je 1éCebna terapie, pii které se pacientovi podavaji léky chemicky
syntetizované. V onkologii se vSak jedna o podavani 1é¢iv s cytotoxickym u¢inkem, a to
bez ohledu na to, zda jsou ziskavana z zivych organismd, ¢i vyrobena synteticky (Adam
a kol. 2003). Chemoterapii piedchazela chirurgické 1écba a radioterapie, jeji pocatky se
objevuji az ve ¢tyticatych letech 20. stoleti. Teprve v Sedesatych letech se chemoterapie
stala jednou z hlavnich metod uzivanych k 1é¢bé nadorovych onemocnéni (Klener jr.
a Klener 2013).

Pojmem chemoterapeutika jsou tedy oznaCovana jednak cytostatika, pomoci
kterych jsou 1é¢ena riizna nadorova onemocnéni, jednak jsou do této obrovské skupiny
latek tazena i antimikrobialni chemoterapeutika, jez Seuzivaji k1é¢bé infekci
zpusobenych mikroorganismy, jako jsou naptiklad bakterie, viry ¢i plisné (Adam a kol.
2003).

Jelikoz se experimentalni ¢ast mé prace zabyva vyhradné cytostatiky, nasledujici

kapitoly jiz budou vénovany jen témto latkam.

2.2 Cytostatika

Jedna se o latky zpomalujici ¢i zastavujici proliferaci bunék. Urcitym zpusobem
tedy narusuji pribéh bunééného déleni a znemozni tak jeho dovrsSeni. V dusledku toho
mize dojit az k sebeznieni bunék neboli apoptdze, jedna se tedy o latky cytotoxické
(Lallmann a kol. 2012).

Upftednostiiovany jsou rychle se délici zhoubné nédorové buiky. Zdravé tkané,
jejichz frekvence dé€leni neni az tak vysoka, jsou téméf nedotCeny. Témét neovlivnény
jsou bohuzel také tumory slozené z pomalu se délicich bunék. A naopak, existuji
I rychle se délici zdravé tkané, jako naptiklad bunky kostni dien€, vlasovych folikul
a sliznice gastrointestinalniho traktu, které jsou také cytostatiky poskozovany (LaPlant
a Louzon 2014, Lillmann a kol. 2012).

Jelikoz cytostatika ucinkuji nespecificky, znamena to, ze od sebe nerozlisuji zdravé
buiiky a buiikky nddorové. Dusledkem toho je pak moznost projevu vedlejSich ucinkt

piiuzivani téchto 1éCiv, ke kterym patii naptiklad vypadavani vlast, zhorSené hojeni



ran, poruchy traviciho ustroji, zvraceni, zvySena nachylnost k infekcim a atlum kostni
drené¢ (Lullmann a kol. 2012, Rang a kol. 2015).

Velkym problémem je také moznost vzniku rezistence vuc¢i danému cytostatiku.
Tamize vzniknout napiiklad omezenim jeho vstupu do nitrobunééného prostoru,
urychlenim vystupu z buriky, snizenim aktivace latky na aktivni metabolit, zvySenim
degradace latky nanet¢inny metabolit ¢&irychlou opravou Skod zpusobenych
cytostatikem (Martinkovéa 2007).

2.3 Mechanismus ucinku

Existuje nékolik zpusobu, jakym mohou cytostatika zabranit bunénému déleni
a zpusobit smrt buiiky. Rzna cytostatika vyuzivaji jiného mechanismu c¢inku a ptsobi
Vv jiné fazi bunétného déleni. V nésledujicich podkapitolach jsou popséany jednotlivé

mechanismy.

2.3.1 Inhibice biosyntézy nukleovych Kyselin

Je uskute¢néna bud'to tim, Ze je blokovana aktivita enzymu katalyzujici reakce
metabolismu purinu a pyrimidinu, nebo tim, Ze setato cytostatika zabuduji
do nukleovych kyselin (LaPlant a Louzon 2014). Zabudovani do DNA zpusobi inhibici
jeji replikace ¢iindukci zlomu (Klener jr. a Klener 2013). Purinové a pyrimidinove
dusikaté baze jsou totiz stavebnimi jednotkami DNA, apokud nedochazi k jejich
syntéze, nemize dojit ani k syntéze DNA.

Jelikoz tato cytostatika maji podobnou chemickou strukturu jako pfirozené
metabolity a zastavuji metabolismus nukleovych kyselin, jsou nazyvany antimetabolity
(Klener jr. a Klener 2013).



2.3.2 Poskozeni struktury nukleovych kyselin

Podstata tohoto procesu spociva ve zméné struktury DNA, dojde tedy k jejimu
poskozeni. Takovato molekula jiz nemtze slouzit jako pfedloha pfii biosyntéze nové
nukleové kyseliny. Disledkem je nemoznost prubéhu replikace DNA, atudiz ani
nasledného déleni bunky.

K tomuto poskozeni miize dojit alkylaci, interkalaci, rozstépenim molekuly

DNA (radiomimetika) ¢i inhibici topoizomeradz (Klener jr. a Klener 2013).

2.3.3 Poskozeni mikrotubuli déliciho vireténka

Stavebni jednotkou déliciho vieténka jsou mikrotubuly. Ty vznikaji polymeraci
proteinti a-tubulinu a B-tubulinu. Béhem anafaze se prostifednictvim dé¢liciho vieténka
od sebe odtahnou zdvojené chromozomy. Plsobeni tzv. vieténkovych jedd znemozni
prubéh tohoto procesu, bunééné déleni se tak v této fazi zastavi a v dsledku toho dojde
k apoptoze buiiky (Klener jr. a Klener 2013, Lillmann a kol. 2012).

K poskozeni mikrotubulii miize dojit nésledkem inhibice polymerace

¢i depolymerace mikrotubult.

Ve

2.4 Rozdéleni cytostatik dle mechanismu ucinku

s prihlédnutim k chemické strukture

2.4.1 Antimetabolity

Tyto latky mohou zplsobit inhibici enzymi nutnych k probéhnuti rGznych
biosyntetickych reakci nukleovych kyselin (LaPlant a Louzon 2014). Vétsinou je vSak
nutné antimetabolity nejdiive metabolicky pozménit, a to nejcastéji na nukleotid. V této
formé se poté zabuduji do nukleovych kyselin (Klener jr. aKlener 2013). Nejvétsi
cytotoxicky ucinek maji béhem faze S bunétného cyklu, jedna setedy o fazoveé
specificka cytostatika (LaPlant a Louzon 2014).

Antimetabolity Ize dle molekuly, od které jsou odvozeny, rozdé€lit na derivaty

listové kyseliny, derivaty purinu a derivaty pyrimidinu.



2.4.1.1 Derivaty kyseliny listové (antifolaty)

Folaty se skladaji z pteridinového kruhu, zbytku kyseliny p-aminobenzoové
a zbytku kyseliny glutamové. Jsou nezbytné prosyntézu purinovych nukleotida
athymidylatu, atudiz iprosyntézu samotné DNA adé¢leni buiiky. Uvnité bunky
dochazi nejprve K jejich polyglutamaci, nasledné jsou redukovany na tetrahydrofolat
(THF) za pfitomnosti dihydrofolat reduktazy (Rang akol. 2015). Tento a nékolik
dalSich enzymt jsou antifolaty inhibovany, ¢imz dojde k naruseni syntézy DNA (Klener

jr. a Klener 2013).

2.4.1.1.1 Methotrexat

Methotrexat  neboli  (2S)-2-[(4-{[(2,4-diaminopteridin-6-yl)methyl](methyl)
amino}benzoyl)amino]pentandiova kyselina (viz Obrazek 1) je nejvice pouzivané
antifolatové cytostatikum. Do nitrobunécného prostoru vstupuje prostiednictvim
pfenasecti redukovanych folati (RFC), piivysSi koncentraci latky vné buiky
dochazi také kdifuzi pies cytoplazmatickou membranu. Uvniti buiky je pomoci
folylpolyglutamat syntetazy pfeménén na aktivni metabolity, které inhibuji dihydrofolat
reduktazu, thymidylat syntdzu a enzymy podilejici se na syntéze purinti (Belkov a kol.
1999). Blokaci enzymu dihydrofolat reduktaza dojde k prudkému snizeni mnozstvi THF
a jeho metabolitd, a tudiz k poruse syntézy DNA (Klener jr. a Klener 2013).

Uziva se k 1écbé akutni lymfoblastické leukémie, non-Hodgkinova lymfomu,
osteosarkomu, ale také Kk1é¢b¢ autoimunitnich onemocnéni, jako je napiiklad
revmatoidni artritida ¢i lupénka (Mikkelsen a kol. 2011).

N
CH3
NH2 %

Obrazek 1: Chemicka struktura methotrexatu. (Prevzato z [1])



2.4.1.1.2 Raltitrexed

Chemicky nézev této latky je N-(5-[N-(3,4-dihydro-2-methyl-4-oxochinazolin-
6-ylmethyl)-N-methylamino]-2-thenoyl)-L-glutamova kyselina. Pusobi jako inhibitor
enzymu thymidylat syntdza (Wang akol. 2006). Tento enzym katalyzuje pfeménu
2"-deoxyuridin-5"-monofosfatu na 2”-deoxythymidin-5"-monofosfat (Carreras a Santi
1995). Uziva se k 1é¢bé karcinomu tlustého stieva (Wang a kol. 2006).

2.4.1.2 Derivaty purinu

Tyto latky se svou chemickou strukturou velmi podobaji molekuldm purinovych
bazi adeninu a guaninu ¢i molekulam jejich nukleosidii nebo nukleotidi. Proto mohou

inhibovat syntézu téchto bazi, ¢i je nahradit v DNA jako fale$né baze.

2.4.1.2.1 6-merkaptopurin

Jde o derivat hypoxantinu (viz Obréazek 2), ve kterém je atom kysliku nahrazen
atomem siry (LaPlant aLouzon 2014). Skrz plazmatickou membranu se dostava
prostiednictvim transportnich proteini (Zaza a kol. 2010). V buiice je za pritomnosti
hypoxantin-guanin fosforibosyl transferazy pfeménén na nukleotid 6-thioinosin-5"-
monofosfat (TIMP), jenz inhibuje né€kolik enzymi katalyzujicich syntézu purinovych
nukleotidi. Fosforylaci TIMP vznika 6-thioinosin-5"-trifosfat, ktery se muze v¢lenit
do RNA a DNA (Chu a Sartorelli 2012).

TIMP muze byt také pfeménén na 6-thioguanosin-5-monofosfat, ktery se
po fosforylaci na difosfat a trifosfat mtize zabudovat do RNA. Deoxyribonukleotidova
forma 6-thio-2"-deoxyguanosin-5"-trifosfat se muze vélenit do DNA. Uziva se k 1é¢bé
akutni lymfoblastické leukémie ataké k 1é¢bé Crohnovy choroby (LaPlant a Louzon
2014).
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Obrazek 2: Chemicka struktura 6-merkaptopurinu. (Prevzato z [2])

2.4.1.2.2 Fludarabin

Pied vstupem do nitrobunééného prostoru podstupuje fludarabin-5"-monofosfat
neboli 9-B-D-arabinofuranosyl-2-fluoroadenin-5"-monofosfat defosforylaci pomoci
plazmatickych fosfatdiz na fludarabin, jenz je poté transportovan do bufiky
prostfednictvim nukleosidovych transportéru (Fernandez-Calotti a kol. 2012, Klener jr.
a Klener 2013).

Uvnitt buiiky je fosforylovan znovu na fludarabin-5"-monofosfat za ptitomnosti
deoxycytidin kindzy. Nakonec je pfeménén na fludarabin-5"-trifosfat, ktery inhibuje
DNA polymerazu o a DNA polymerazu [ ataké mize byt v¢lenén do DNA.
Fludarabin-5"-difosfat navic inhibuje enzym ribonukleotid reduktazu (Chu a Sartorelli

2012). Primarné se uziva k 1é¢bé chronické lymfatické leukémie (Nabi a Hohl 2009).

2.4.1.3 Derivaty pyrimidinu

Pisobi stejnym mechanismem jako derivaty purinu, avSak s tim rozdilem, Ze
chemickou strukturou se podobaji molekuldam dusikatych béazi cytosinu, uracilu

a thyminu nebo molekuldm jejich nukleosidu ¢i nukleotidu.



2.4.1.3.1 5-fluorouracil

Jde o derivat uracilu majici na pozici 5 navazany atom fluoru (viz Obrazek 3).
Z vysledkit Wohlhuetera a kol. (1980) plyne, Ze 5-fluorouracil, stejné jako uracil,
se do nitrobunéného prostoru dostava procesem usnadnéné difuze. V bunce je
enzymaticky pfeménén na 5-fluoro-2"-deoxyuridin-5"-monofosfat (FAUMP). Tento
metabolit inhibuje enzym thymidylat syntazu, ktery katalyzuje syntézu thymidin-5"-
monofosfatu potiebného pro syntézu DNA. Toto cytostatikum je také pomoci enzymu
pfeménéno na 5-fluorouridin-5"-trifosfat (FUTP), jenz se misto uridin-5"-trifosfatu
(UTP) zabuduje do RNA (Diasio a Harris 1989, LaPlant a Louzon 2014). Navic dochazi
i k pfeméné 5-fluorouridin-5"-difosfatu (FUDP) v pfitomnosti enzymu ribonukleotid
reduktaza anéasledné fosforylaci zavzniku 5-fluoro-2"-deoxyuridin-5"-trifosfatu
(FAUTP), ktery se véleniuje do DNA. Dochazi k poskozeni DNA, nasledné zastavé
replikace a k apoptoze bunky (Chu a Sartorelli 2012, Klener jr. a Klener 2013).

Uziva se kuptikladu k 1écbé kolorektalniho karcinomu, karcinomu jicnu,
slinivky bfi$ni, karcinomu jater akarcinomu tlustého stfeva akonecniku (Chu
a Sartorelli 2012).

S touto latkou souvisi cytostatikum kapecitabin, ktery se tfemi enzymatickymi

procesy preménuje pravé na 5-fluorouracil (Desmoulin a kol. 2002).

O

Obrazek 3: Chemicka struktura 5-fluorouracilu. (Prrevzato z [3])



2.4.1.3.2 Gemcitabin

Gemcitabin (27,2"-difluoro-2"-deoxycytidin) je derivat deoxycytidinu, coz je
nukleosid slozeny z cytosinu a deoxyribdzy (viz Obrazek 4). Strukturné se lisi pouze
tim, ze gemcitabin ma na cukerné ¢asti molekuly nahrazeny dva atomy vodiku dvéma
atomy fluoru.

Do bunky se dostava prostfednictvim nukleosidovych transportérti umisténych
V plazmatické membran¢ (Mackey akol. 1998). V buiice dochazi k postupnym
fosforylacim gemcitabinu pomoci nékolika kinaz na 2",2"-difluoro-2"-deoxycytidin-5"-
monofosfat (dFACMP), difosfat (dFdCDP) a nakonec i trifosfat (dFdCTP). Metabolit
dFdCTP inhibuje DNA polymerazu a a8 DNA polymerazu B, coz vede k blokaci syntézy
aopravy DNA (Chu a Sartorelli 2012). Také setento metabolit mize do DNA
zabudovat, coz zpusobi jeji poSkozeni, které vede k apoptdze buniky (Ruiz van Haperen
a kol. 1993). Mimoto dFACDP inhibuje enzym ribonukleotid reduktazu, coz snizi
mnozstvi deoxyribonukleotidi, které jsou dilezité pro syntézu DNA (Chu a Sartorelli
2012).

Nejcastéji se pouziva se k 1é¢bé malobunééného karcinomu plic a karcinomu

slinivky bfisni (LaPlant a Louzon 2014).
NH-
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Obrazek 4: Chemické struktura gemcitabinu. (Prevzato z [4])



2.4.2 Alkylac¢ni cytostatika

Nazev této tridy latek je dan jejich schopnosti kovalentné¢ navéazat alkylové
zbytky na konkrétni nukleofilni centra v buiice (Rang a kol. 2015). Takovato mista lze
nalézt i v molekulach dusikatych bazi tvoiici dvousroubovici DNA, jejiz alkylace vede
ke smrti buiiky. Hlavnim mistem alkylace DNA je atom dusiku v poloze 7 v molekule
guaninu. V mensi mife taktéz dochazi k alkylaci dusiku v poloze 1 a3 v molekule
adeninu, dusiku v poloze 3 v molekule cytosinu a kysliku v poloze 6 v guaninu (Chu
a Sartorelli 2012).

Monofunk¢éni latky se mohou vazat pouze najedno misto molekuly DNA.
Vétsina alkylacnich cytostatik jsou vSak latky bifunkéni, obsahuji tedy dvé reaktivni
skupiny, a mohou tudiz vytvaret i pifi¢né vazby mezi dvéma bazemi. Tyto vazby jsou
bud’ vnitrofetézcove, tedy v rdmci jednoho vladkna dvousroubovice, nebo mezifetézcove,
kdy v daném mist¢ molekuly dojde K propojeni obou vlaken, coz znemozni pribéh
replikace DNA (Rang a kol. 2015).

Alkylace guaninu muze vést napiiklad k chybnému spérovani guaninu
s thyminem, nebo ke konfiguranim zménam DNA vedoucim k rozstépeni vlaken.
Piestoze jsou tato cytostatika fazové nespecificka, buiiky jsou nejcitlivéjsi na alkylaci
béhem pozdni G faze a S faze bunééného cyklu.

Nejvice klinicky wuzivana alkyla¢ni cytostatika obsahuji ve své struktuie

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

2.4.2.1 Cyklofosfamid

Jde o bifunkéni derivat oxazafosforinu (viz Obrazek 5), jehoz cytotoxicita
spo¢iva V tvorbé mezifetézcovych vazeb. V jatrech dochazi kjeho hydroxylaci
pusobenim cytochromu P450 na meziprodukt 4-hydroxycyklofosfamid, jenz se

Uziva se k1écbé lymfomu, leukémii, sarkomt akarcinomu prsu (Holstein
a Hohl 2009, LaPlant a Louzon 2014, Pavelka a kol. 2005).
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Obréazek 5: Chemicka struktura cyklofosfamidu. (Prevzato z [5])

2.4.2.2 Derivaty nitrosomocoviny

Jejich cytotoxicky ucinek spocivad v propojeni obou vldken dvousroubovice
DNA. V organismu jsou tyto derivdty neenzymatickym rozkladem pfeménény
na aktivni metabolity s alkyla¢nimi G¢inky. Jelikoz se tyto latky velmi dobfe rozpoustéji
v tucich, snadno se dostanou skrz hematoencefalickou bariéru, atudiz jsou uzivany
k 16€bé mozkovych nadord (Chu a Sartorelli 2012). Mezi tyto derivaty patii napiiklad

latky karmustin a lomustin.

2.4.3 Derivaty platiny

Jedna se o koordina¢ni slouceniny, jejichZ centralnim atomem je platina. Pasobi
podobnym mechanismem jako alkylacni latky, pfestoZze nemaji alkylové skupiny,
kterymi by se mohly na molekulu DNA navazat. Jakozto bifunkéni latky maji schopnost
se vazat k jednomu ¢i ke dvéma nukleofilnim mistim dvousroubovice DNA. Mohou
tedy vytvaret ipficné vazby, ato jak vnitrofetézcové, tak mezifetézcové (LaPlant
a Louzon 2014). Mezi derivaty platiny patfi latky cisplatina, karboplatina a oxaliplatina,
kterd seuziva k1é¢bé karcinomu zaludku, jicnu, slinivky bftisni a kolorektalniho
karcinomu (Chu a Sartorelli 2012).
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2.4.3.1 Cisplatina

Cisplatina je prvnim objevenym derivatem platiny s protinadorovym ucinkem.
Na jeji centralni atom jsou navazany dva atomy chloru a dvé NHz skupiny (Rang a kol.
2015). Po vstupu do buiiky dochazi k odstépeni chloridovych aniontl, ¢imz vznika
reaktivni komplex reagujici s molekulami vody anasledn¢ také s DNA, pficemz
dochazi k tvorbé ptiénych vazeb mezi guaninovymi bazemi (LaPlant a Louzon 2014,
Rang a kol. 2015).

Rosenberg akol. (1965) objevili jeji cytotoxické pusobeni, kdyz zkoumali
ucinky elektrického pole na rust bakterie Escherichia coli uzitim platinovych elektrod.
Jejich déleni bylo vsak inhibovano.

Jde ovelmi Ginné cytostatikum uzivané k1é¢bé karcinomu vajecniki,
mocového méchyre, zaludku, jicnu, malobunécného a nemalobunééného karcinomu plic
a dalsich chorob (Chu a Sartorelli 2012). B&hem 1é¢by je vSak nutna hydratace pacienta
a patficné zajisténi vylucovani moci, jelikoz sejedna o siln¢ nefrotoxickou latku

(Martinkova 2007).

2.4.3.2 Karboplatina

Z hlediska chemicke struktury se tato latka od cisplatiny li§i tim, Ze misto
chloridovych ligandi ma na centrdlni atom navazénu cyklobutan-1,1-dikarboxylovou
kyselinu (Treskes a kol. 1991). Ma podobné vyuziti jako cisplatina, av§ak s mirnéj$im
projevem nefrotoxicity, neurotoxicity, ototoxicity a dalSich vedlejsich uc¢inkti (Rang
a kol. 2015).

2.4.4 Interkalatory

Interkalatory jsou malé molekuly, které se vmezeii mezi pary dusikatych bazi
dvousroubovice DNA (Lerman 1961). Molekuly se na dusikaté baze vaZzou vodikovymi
mustky, coz vede k inhibici replikace a transkripce DNA (Klener jr. a Klener 2013).
Takovyto ucinek maji napiiklad antracyklinova cytostatika, ktera kromé interkalace
pusobi také jako inhibitory topoizomerazy II a podileji se na tvorbé reaktivnich forem
kysliku. Tvorba volnych radikdld je pfi¢inou kardiotoxicity téchto latek.
Mezi antracykliny patii daunorubicin, epirubicin a také doxorubicin (viz Obrazek 6),

ktery seuziva klécbé karcinomu plic, prsu, S§titné zlazy, neuroblastomu,
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non-Hodgkinova a Hodgkinova lymfomu a mnohocetného myelomu (Chu a Sartorelli
2012).

OH

NH,

Obréazek 6: Chemicka struktura doxorubicinu. (Prevzato z [6])

2.4.5 Inhibitory topoizomerazy I a topoizomerazy II

Aby mohla byt novd DNA syntetizovana, musi napied dojit k rozpleteni
dvousroubovice. To je zprostfedkované enzymem helikéza, ktera svym plisobenim rusi
vodikove vazby mezi dusikatymi bazemi tvotici dvousroubovici. Dusledkem tohoto
procesu je narust napéti v nerozpletené casti dvousroubovice. Aby Se toto napéti
uvolnilo, dochazi ke sta¢eni dvousroubovice, ¢imz vznika takzvany superhelix (Alberts
a kol. 2008). Aby nedoslo ke zlomim jednoho ¢i obou vldken DNA, je nezbytné napéti
uvoliovat opakované.

Toto je zajisStovano enzymem topoizomeraza, ktera se kovalentni vazbou navaze
na fosfatovou kostru molekuly DNA arozrusi fosfodiesterovou vazbu, ¢imz dojde
k rozpojeni vlakna. Enzym uvolni ¢ast napéti avlakno poté znovu spoji. Zatimco
topoizomerdza typu I rozstépuje pouze jedno vlakno DNA, topoizomeraza typu II
se kovalentné vaze na obé vlakna DNA soucasné a $tépi je (Alberts a kol. 2008, Klener
jr. a Klener 2013).

Inhibice tohoto enzymu znemoZzni opétovné spojeni vladken dvousroubovice
avzniklé zlomy v molekule maji za nasledek smrt bunky (Klener jr. a Klener 2013,
Ldllmann a kol. 2012).

Jednim z piedstavitelt inhibitord topoizomerazy | je kamptotecin. Jde o piirodni

alkaloid s chinolinovym cyklem izolovany z kury stromu Camptotheca acuminata.
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Irinotekan a topotekan jsou jeho polosyntetické derivaty. Topotekan se uziva k 1é¢bé
karcinomu vaje¢niku a malobunécného karcinomu plic. Irinotekan se pouziva k 1é¢bé
kolorektalniho karcinomu

Mezi inhibitory topoizomerazy II patii napiiklad latka etoposid. Jedna se
0 polosynteticky derivat podofylotoxinu, ktery se extrahuje z kofene Podophyllum
peltatum. Uziva se k 1é¢bé malobunééného a nemalobunééného karcinomu plic, non-
Hodgkinova a Hodgkinova lymfomu akarcinomu zaludku (Chu a Sartorelli 2012,
LaPlant a Louzon 2014).

2.4.6 Cytostatika s radiomimetickym ucinkem

Latky stimto G¢inkem zpusobuji stejné poskozeni molekuly DNA, jako
vyvolava vystaveni této molekuly ionizujicimu zafeni. Patii mezi né glykopeptidové
antibiotikum bleomycin izolované z bakterie Streptomyces verticullus (Klener jr.
a Klener 2013). Jeho ucinek spociva ve fragmentaci vlaken dvousroubovice DNA
vlivem pulsobeni reaktivnich forem kysliku na fosfodiesterovou vazbu v DNA. Uziva
se k 1é¢bé non-Hodgkinova a Hodgkinova lymfomu karcinomu varlat a délozniho hrdla
(Chu a Sartorelli 2012).

2.4.7 Inhibitory polymerace mikrotubulii (vinca alkaloidy)

Vinca alkaloidy jsou dimerni indolové alkaloidy sloZené ze dvou prekurzord,
katarantinu a vindolinu, obsazenych v barvinkovci rtzovém (Vinca rosea). Jedni
z ptedstavitelti této skupiny jsou vinblastin a vinkristin, které lze také pfimo izolovat
zvySe uvedené rostliny (Hirata akol. 1994). Vinblastin se pouziva k 1écbé
non-Hodgkinova a Hodgkinova lymfomu, karcinomu prsu a Kaposiho sarkomu, kdezto
vinkristin ma své vyuziti piilécbé akutni lymfoblastické leukémie, nefroblastomu
a neuroblastomu (Chu a Sartorelli 2012). Mezi polosyntentetické derivaty patii
naptiklad vindezin a vinflunin.

Cytotoxicky ucinek vinca alkaloidti spo¢iva v navazani se na tubulin, ¢imz dojde
K inhibici polymerace mikrotubulii, coz zabrani tvorbé déliciho vieténka, jehoz
existence je potifebnd k oddéleni chromozomi.. To zplisobi zidstavu mitdézy béhem
metafaze, zastavu buné¢ného déleni a nakonec smrt buiky (Chu a Sartorelli 2012, Nabi
a Hohl 2009).
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2.4.8 Inhibitory depolymerace mikrotubult

Latky zpuasobujici inhibici depolymerace Se nazyvaji taxany. NavaZou
se na mikrotubuly, urychluji jejich polymeraci a stabilizuji vazbu mezi jednotlivymi
molekulami tubulinu. Hromadéni nefunkcnich atypickych mikrotubulii zpiisobi, ze
nedojde k oddéleni chromozomu. Vysledkem je inhibice mitdézy a nasledna bunécna
smrt (Chu a Sartorelli 2012, LaPlant a Louzon 2014).

Jednou 7z latek stabilizujici mikrotubuly je paklitaxel (viz Obrazek 7).
Jde o alkaloid izolovany zkary tisu zapadoevropského (Taxus brevifolia) atisu
Cerveného (Taxus baccata) uzivany k1é¢bé nemalobunééného a malobunééného
karcinomu plic, karcinomu prsu, prostaty a jicnu. Dal$im alkaloidem ze tfidy taxani je
docetaxel, ktery je zisk&van z jehli¢i tisu Cerveného. Dnes Se oba alkaloidy vyrab&ji
polosynteticky (Chu a Sartorelli 2012, Martinkova 2007).

Obrazek 7: Chemické struktura paklitaxelu. (Prevzato z [7])
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3 Cil prace

Jednim z cili mé bakalatské prace je ptehledné popsat chemoterapeutika z hlediska
jejich chemické struktury a biologickych uc¢inku. Experimentalni cil prace spociva
v proméieni zakladnich absorpénich a fluorescen¢nich charakteristik vybranych latek.
Déle je mym cilem diskutovat vysledky z hlediska citlivosti namé&fenych parametrt

na vliv okolniho prosttedi.
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4 Material a metody

Mezi analyzované latky patii doxorubicin hydrochlorid, 5-fluorouracil,
gemcitabin hydrochlorid a 6-merkaptopurin monohydrat. VSechny byly zakoupeny
od vyrobce Sigma-Aldrich s Cistotou vyssi nez 98 %. Jelikoz bylo méfeni provadéno
pro sirokou Skalu pH, byl pouzit Britton-Robinsoniv pufr. Jedna se 0 univerzalni
viceslozkovy pufr skladajici se z 0,04 M kyseliny borité (lach:ner; 99,5 %), z 0,04 M
kyseliny trihydrogenfosfore¢né (lach:ner, 85%) a z 0,04 M kyseliny octové (lach:ner;
99,8%). Jako rozpoustédlo byla pouzita destilovana voda.

Hodnota pH pripraveného pufru byla upravovana piikapavanim 0,2 M
hydroxidu sodného (Sigma-Aldrich, > 98 %), ato v rozmezi pH od 2 do 11 s krokem
0,5. Kméfteni byl pouzit pH metr inoLab pH7110 (WTW, Weilheim in Oberbayern,

Némecko), jenz byl pted uzitim podle ndvodu kalibrovan.

4.1 Méreni absorpcnich spekter

Absorpéni spektra 2,5 uM roztoku doxorubicinu a5 puM roztoku fluorouracilu,
gemcitabinu a merkaptopurinu v kiemenné kyvet¢ s optickou drahou 1 cm byla méfena
na absorpénim spektrofotometru SPECORD 250 PLUS — 223G1032 (Analytik Jena,
Jena, Némecko) pro pH Britton-Robinsonova pufru v rozmezi od 2 do 11 a krokem 0,5.
Jako reference byl uzit Cisty pufr ptislusného pH. Spektra byla méfena s krokem 1 nm,
rychlosti 2 nm/s a v rozsahu vinovych délek 200-700 nm pro doxorubicin a 200-500 nm
pro ostatni analyzované latky. Sitka spektralniho pasu monochromatoru byla nastavena
nalnm.

Molarni extinkéni koeficient £(1) byl vypocten ze vztahu

A(d)
= 1
e =22, M
kde A(A) piedstavuje zméfenou absorbanci, ¢ je koncentrace latky a [ znaéi optickou

drahu (Kubala a kol. 2011).
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4.2 Méreni emisnich spekter

Méieni emisniho spektra pfedchazela volba excitacnich vinovych délek, které
byly pro kazdou latku rizné. Vinové délky excitace byly voleny na zaklad¢ absorpéniho
spektra latky, pficemz byly zvoleny vlnové délky 450, 480, 550 a 595 nm
pro doxorubicin, 268, 283 a310 nm pro fluorouracil, 235, 269, 275 a286 nm
pro gemcitabin a 290, 313, 316, 324 a 350 nm pro merkaptopurin. Méfeni bylo opét
provedeno v kiemenné kyveté s optickou drahou 1 cm pro stejné hodnoty pH pufru jako
Vv ptipadé spekter absorp¢nich. Signal ¢isté¢ho pufru o dané hodnoté pH byl odecten jako
pozadi. K méfeni spektra 5 pM roztoku fluorouracilu, gemcitabinu a merkaptopurinu
byl pouzit spektrofluorometr Fluorolog-3 (HORIBA Scientific, Longjumeau, Francie).
Z divodu docasné poruchy tohoto pfistroje bylo spektrum 2,5 uM roztoku doxorubicinu
zméfeno na spektrofluorimetru F-4500 (Hitachi, Tokyo, Japonsko). Siika spektralniho
pasu excita¢niho a emisniho monochromatoru byla u obou pfistroji nastavena na 5 nm,
rychlost méfeni na 5 nm/s a krok na 1 nm.

Zavislost intenzity fluorescence F na pH byla proloZena kiivkou danou rovnici

Fg — Fy
R P TR

(2)
kde Fpa Fg oznacuji postupné intenzitu fluorescence kyselé a z&sadité formy molekuly
a pK, predstavuje zdporny dekadicky logaritmus rovnovazné acidobazické konstanty
(Kubala a kol. 2011). Nahradime-li intenzitu fluorescence absorbanci 4, lze upraveny
vztah uzit 1 pro urceni pK, z absorp¢niho spektra. Plati tedy, ze
__A—An

1+ 10PH-PKa’
kde Apa Ag piedstavuji postupné absorbanci kyselé a zasadité formy molekuly.

A= Ag 3)
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5 Vysledky

Dle parametri uvedenych v metodice méfeni byla promeéfena absorpcni
a fluorescen¢ni spektra analyzovanych chemoterapeutik. Uzitim vztahu (1) byly
vypocteny hodnoty molarniho extinkéniho koeficientu. Dale byla prolozenim zavislosti
intenzity fluorescence na pH (pii dané vinové délce) kiivkou ve tvaru rovnice (2)
a prolozenim zavislosti absorbance na pH (pti dané vinové délce) kiivkou o rovnici (3)

ur¢ena hodnota pKa. Jednotliva spektra jsou uvedena v nasledujicich podkapitolach.

5.1 Doxorubicin

5.1.1 Absorpc¢ni spektrum

Spektrum vykazuje nékolik maxim v méfeném rozsahu vinovych délek
(viz Obrazek 8). V ultrafialové spektralni oblasti se maximum vyskytuje pti 233 nm
(¢ =509001-mol™*-cm™! propH 4 a £=457001-mol™l-cm™! propH 7),
pticemz pro pH > 8,5 dochazi k bathochromnimu posunu maxima (236 nm pii pH 11).
Dal$i maximum lze pozorovat pii 254 nm (¢ = 363001-mol™*-cm™ propH 4 a
€ =330001-mol™t-cm™1 pro pH 7), pro pH > 9 dochazi k malému hypsochromnimu
posunu (252 nm ptipH 11). Naésleduje maximum piivinové délce 291 nm
(¢ =128001-mol™t-cm™ propH 4 a £ =113001-mol™!-cm™! propH 7), kdy
v rozmezich pH 4 — 11 absorbance s rostoucim pH klesa.

Ve viditelné oblasti spektra je propH 2 — 8 dominantni pas v oblasti 400 —
550 nm se dvéma hlavnimi maximy na 478 nm a 497 nm (¢ = 165001-mol™* - cm™!
propH 4 a £=151001-mol™-cm™ propH 7), jednim mensim maximem
okolo 530 nm (¢ =92001-mol™'-cm™! propH 4 a £=283001-mol™! -cm™
pro pH 7) a ztetelnym ramenem okolo 440 nm. Pro vyssi pH se cely pas bathochromné
posunuje akromé ramena okolo 520 nm muzeme identifikovat dva hlavni piky
okolo 552 nm (&=29001-mol™*-cm™! propH 7 a £=129001-mol™!-cm™
pro pH 10) a590 nm (¢ = 4001-mol™-cm™ ' propH 7a& = 111001 - mol™! - cm™?
pro pH 10).

Déle lze z grafu vy¢ist, ze v oblasti od 303 nm do 395 nm a v oblasti od 516 nm
se s rostoucim pH absorbance zvysuje, a naopak v oblasti od 395 nm do 516 nm dochazi

se zvysujicim se pH k poklesu absorbance.
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Na vinovych délkach 303 nm a 516 nm se nachazi izobesticky bod, coz indikuje,
7e spektralni zmény v této oblasti jsou dany pfechodem pouze mezi dvéma formami
molekuly. V piipadé oblasti okolo vinové délky 395 nm se kiivky piislusejici riznym
hodnotdm pH neprotnuly v jednom bod¢, nybrz v nékolika, a situace je tedy patrné

Doxorubicin m¢l v prostiedi SpH 2 — 9,5 oranzové zbarveni, pfi vy$sim pH

doslo ke zbarveni latky do svétle fialova, coz Ize vyvodit i z tvaru absorpéniho spektra.
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Obrézek 8: Absorpéni spektrum 2,5 UM roztoku doxorubicinu pro riznd pH pufiu.

ProloZzenim hodnot absorbance doxorubicinu navinové délce 552 nm
(viz Obrazek 9) ktivkou byla obdrzena hodnota pK, = (9,59 % 0,02). Je ziejmé, Ze
se zde projevuje pouze piechod mezi dvéma formami molekuly. Stejnym piipadem je

i vinova délka 590 nm (viz Obrazek 9).
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Obrézek 9: Grafy zavislosti absorbance p#i 552 nm (modré body, oranzova kiivka) a pii 590 nm
(oranzové body, modra kiivka) na pH pufiu proloZzené kiivkou dle rovnice (3).

5.1.2 Emisni spektrum

V emisnim spektru doxorubicinu jsou viditelna tfi intenzitni maxima
(viz Obrazek 10). Okolo vinové délky 488 nm lze pozorovat maximum pro pH > 8,
pficemz dochadzi k nardstu intenzity fluorescence se zvySujici se hodnotou pH.
Vyjimkou je pH 11. Dal$i maxima se vyskytuji na vinovych délkach 558 nm a 591 nm.
V oblasti od 525 nm intenzita fluorescence naopak s rostoucim pH klesa, uvedena

vinova délka je izoemisnim bodem v mé&feném rozsahu pH kromé pH 11.
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Obrazek 10: Emisni spektrum 2,5 uM roztoku doxorubicinu pii excitaci svétlem o vinové délce 480 nm
pro riznd pH pufiu.

5.2 5-fluorouracil

5.2.1 Absorp¢ni spektrum

Ve spektru miZzeme pozorovat pouze jedno maximum nachazejici se na vinové
délce 266 nm (&£ = 71001 -mol™!-cm™1 pro pH 4) pro kysela pH, u zésaditych pH
dochéazi kjeho posunu kvyssim vinovym délkam, kdy propH 11 se maximum
vyskytuje pii 269 nm (¢ = 46001-mol™! - cm™1), adale se objevuje pas s maximem
okolo 300 nm (viz Obrézek 11).

Vidime také, Ze ve spektralni oblasti od 244 nm do 282 nm dochazi s rostoucim
pH k poklesu absorbance, nicméné pro pH od 10 do 11 absorbance vzrusta. Naopak
v oblasti od 282 nm se se zvysujicim se pH zvySuje i hodnota absorbance. Ve viditelné
oblasti spektra latka svétlo neabsorbuje. V méfeném rozsahu vlnovych délek

se nenachazi zadny izobesticky bod.
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Obrézek 11: Absorpcni spektrum 5 UM roztoku 5-fluorouracilu pro riznd pH pufiru.

Prolozenim hodnot absorbance 5-fluorouracilu navinové délce 300 nm
(viz Obrazek 12) kiivkou byla ziskana hodnota pK, = (7,92 + 0,04). Tento vysledek
potvrzuje i fit v emisnim spektru na vinové délce 389 nm (viz Obrazek 12). Z dat je
navic patrné, ze okolo pH 10 se nachazi dalsi pfechod, nicméné pro provedeni fitu

nemame dostate¢ny pocet bodu.
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Obrazek 12: Grafy zavislosti absorbance pii 300 nm (oranzové body, modrd ki'ivka) a intenzity
fluorescence pri 389 nm (modré body, oranzova kifivka) na pH pufiu proloZzené kifivkou dle rovnic (2)
a(3).

5.2.2 Emisni spektrum

Pro pH od 2,5 do5,5 se maximum intenzity fluorescence nachazi na vinové
délce 349 nm, poté se bathochromné posunuje, aznakonec propH od9 do 11
se maximum intenzity vyskytuje pfi 389 nm (viz Obréazek 13). U zasaditych pH si lze
povSimnout, Ze intenzita fluorescence roste se zvySujicim se pH. Stokesiv posuv je
pro kysela pH pfiiblizn¢ roven 83 nm, u zasaditych pH se jedna zhruba o hodnotu
88 nm.
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Obrazek 13: Emisni spektrum 5 UM roztoku 5-fluorouracilu pii excitaci svétlem o vinové délce 283 nm
pro riznd pH pufiu.

5.3 Gemcitabin

5.3.1 Absorp¢ni spektrum

V rozmezi pH od 5,5 do 10 vidime plytké maximum piti 234 nm (¢ = 81001 -
mol~! - cm™? pro pH 7). Hlavni absorpéni pas se pro pH od 5 do 11 nachazi na vinové
délce 268 nm (e =89001-mol~!-cm™ propH 7), pronizsi pH dochazi k posunu
maxima Kk vy$§im vilnovym délkam (viz Obrazek 14), kdy maximum propH 2 je
pii275nm (&= 124001-mol™1-cm™1). Ve viditeIné oblasti spektra nedochazi
k absorpci svétla vzorkem.

Z grafu mizeme vycist, ze v oblasti do 261 nm dochazi k poklesu absorbance
s klesajici hodnotou pH, a naopak v oblasti od 261 nm nastava jev opa¢ny az na pH 11,
u kterého se absorbance zvysila. Na vinové délce 261 nm se nachazi izobesticky bod.

Emisni spektrum gemcitabinu zde neni uvedeno proto, ze tato latka nevykazuje

fluorescenci.
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Obréazek 14: Absorpcni spektrum 5 UM roztoku gemcitabinu pro riznd pH pufiu.

Prolozenim hodnot absorbance gemcitabinu navinové délce 234 nm

(viz Obrazek 15) kiivkou byla ziskdna hodnota pK, = (3,62 + 0,04). Obdobného
vysledku bylo dosazeno z absorbanci na vinové délce 275 nm (viz Obréazek 15), kdy
hodnota pK, = (3,58 £+ 0,03).
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Obréazek 15: Grafy zavislosti absorbance pii 234 nm (modré body) a p#i 275 nm (oranzové body) na pH
pufiru prolozené kiivkou dle rovnice (3).

5.4 6-merkaptopurin

5.4.1 Absorpc¢ni spektrum

V ultrafialové oblasti se maximum pro kysela pH nachazi navinové délce
226 nm (e =80001-mol~t-cm™! pro pH 4), uzasaditych pH jde o vinovou délku
229 nm (¢ = 115001 - mol™t - cm™? pro pH 10) (viz Obrazek 16). Hlavni absorpéni
pés se vyskytuje pii 312 nm propH 11 (¢ = 176001 mol~!:cm™1), toto maximum
se pro niz§i hodnoty pH posouva k vy$§im vinovym délkam, pficemz v kyselém
prostiedi ma spektrum své maximum na vinové délce 324 nm (¢ = 198001 mol~1 -
cm™! pro pH 4). Ve viditelné oblasti spektra latka zaieni neabsorbuje.

Lze sitéz povSimnout, ze ve spektralni oblasti do 316 nm absorbance
s klesajicim pH klesa, naopak v oblasti od 316 nm absorbance roste. VInova délka

316 nm neni izobestickym bodem.
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Obrézek 16: Absorpcni spektrum 5 UM roztoku merkaptopurinu.

Prolozenim hodnot absorbance merkaptopurinu navinové délce 313 nm
(viz Obrazek 17) kiivkou byla ziskana hodnota pK, = (7,7 +0,2). Z hodnot
absorbance na vinové délce 330 nm byl obdrzen vysledek zatizeny mensi nejistotou.
Hodnota pK, = (7,69 %+ 0,08).
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Obrézek 17: Grafy zavislosti absorbance pri 313 nm (oranzové body) a pii 330 nm (modré body) na pH
pufiru prolozené kiivkou dle rovnice (3).

5.4.2 Emisni spektrum

Maximum intenzity fluorescence merkaptopurinu pro pH 11 se vyskytuje
pti 391 nm a pro niz§i hodnoty zasaditych pH se posouva K vy$sim vinovym délkam,
ato k398 nm propH 7,5 (viz Obrazek 18). Hodnota velikosti intenzity fluorescence
roste se zvySujicim se pH. Stokestv posuv je piiblizné roven 75 nm pro kyseld pH
a 79 nm pro pH zasadita.

Zména tvaru spektra kolem 350 nm nevypovidd nic o latce, jedna se pouze

0 artefakt vznikly kviili nedokonalému odecéteni pasu Ramanova rozptylu.
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Obrézek 18: Emisni spektrum 5 uM roztoku merkaptopurinu pri excitaci svétlem o vinové délce 313 nm
pro riznd pH pufiu.
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6 Diskuze

V této préci jsme zkoumali vliv pH na tvar absorpénich a emisnich spekter ¢ty
molekul. Pfi zméné pH roztoku muze dochazet k ionizacim molekuly, pfesnéji feceno
k protonacim ¢i deprotonacim jejich funkénich skupin. Molekula tedy piechazi v jinou
formu. Hodnota pKa je poté rovna pH, pii némz je pocet molekul jedné formy roven
poctu molekul formy druhé, tedy pomér mezi protonovanou a deprotonovanou formou
je 1:1. Chemické struktury v nasledujicich podkapitolach byly vytvofeny v programu
MarvinSketch, ktery je dostupny na webovych strankach [8].

6.1 Doxorubicin

Zjisténa hodnota pK, = (9,59 + 0,02) pro doxorubicin hydrochlorid odpovida
dle vysledkd Righettiho akol. (1979) (pK, = 9,60) ionizaci hydroxylové skupiny
navazané nabenzenové jadro skrz uhlik napozici 11 (viz Obrazek 19). Jedna
se 0 piechod mezi aniontem majici svétle fialové zbarveni a neutrdlni molekulou
(Eksborg 1978). Righetti akol. (1979) uvadé&ji jesté pK, = 7,92 odpovidajici ionizaci
aminoskupiny cukerné casti molekuly (viz Obrazek 20). Zde se jedna o piechod
mezi neutralni molekulou a kationtem oranzové barvy. Righetti a kol. (1979) take
uvadéji, ze pro rozsah pH od 3 do 7 nedochéazi v molekule ke zméné naboje. V tomto
rozmezi pH se tudiz nebude nachazet dalsi hodnota pKa. Sturgeon a Schulman (1977)
vypocitali jesté pK, = (—5,9 1+ 0,05), jez odpovida ionizaci karbonylové skupiny
vazané na uhlik na pozici 12 (viz Obrazek 20), ajde tedy o ptechod mezi kationtem
a dikationtem, ahodnotu pK, = (13,2 +0,2) , kterd odpovida ionizaci druhé
hydroxylové skupiny vazané nabenzenové jadro (viz Obrazek 19). Zde dochazi
K pfechodu mezi aniontem a dianiontem. Absorpéni maxima pii 497 nm a552 nm
odpovidaji postupné aniontové a kationtové formé a maximum pii 558 nm v emisnim
spektru odpovida kationtu (Sturgeon a Schulman 1977). Hodnoty emisnich maxim
Changenet-Barret a kol. (2013) a Kumar a kol. (2016) koresponduji s nami naméfenymi

hodnotami.
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Obrazek 20: Protonace doxorubicinu.
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6.2 5-fluorouracil

Odstépeni protonu z molekuly 5-fluorouracilu mutze probihat ze dvou jejich
funk¢nich skupin. Jedna se o NH skupiny tvorici heterocyklicky kruh (Jang a kol.
2001). Predpoklada se, ze S5-fluorouracil existuje az do pH 6 pievazné jako neutralni
molekula (Mioduszewska a kol. 2017). Jang a kol. (2001) ur¢ili teoretickymi vypocty
hodnoty pK, pro ob¢ funkéni skupiny, ato jako pK, = 7,26 pro dusik na pozici 3
a pK, = 9,05 pro dusik na pozici 1. Nami stanovena hodnota pK, = (7,92 + 0,04) sice
koresponduje s hodnotou urcenou Privatem a Sowersem (1996) (pK, = 7,93), avsak
pii porovnani s teoretickymi hodnotami 7,26 a 9,05 je patrné, Ze jsme zjistili pouze
jakousi stfedni hodnotu a ze nase metoda nema dostate¢né rozliSeni pro rozpoznani
toho, ze sejedna odva ptrechody a ke stanoveni piesnéjSich hodnot pKa téchto
ptechodt. PiipH 7,26 je tedy polovina molekul 5-fluorouracilu v neutralni formé
a polovina ve formé deprotonované (viz Obrazek 21). Pii dalsim zvySovani pH dochazi
k odstépovani vodiku iz druhého dusiku v heterocyklickém kruhu a vznika dianiont.
Nad pH 9,5 pievlada v roztoku dianiontova forma 5-fluorouracilu (Mioduszewska a kol.
2017). Tato forma je z energetického hlediska méné stabilnéj$i nez aniont vznikly
odstépenim vodiku z dusiku na pozici 3 (Markova a kol. 2010). Mioduszewska a kol.
(2017) uvadgji, ze dusledkem deprotonace je zvySeni elektronové hustoty okolo obou
atomu dusiku a kysliku v heterocyklickém kruhu a okolo fluoru. Vyssi hodnotu pKj,
u molekuly uracilu (pK, =9,5) lze pfisoudit fluoru nachazejicim se na pozici 5
(Niedzwicki akol. 1983, Sanli akol. 2010). Z vysledkt méfeni Gustavssona a kol.
(2006) vyplyva, ze absorpéni maximum S-fluorouracilu se nachazi pfi 266 nm
a z vysledki Lohmanna (1974) plyne, Ze se maximum vyskytuje pfi 265, 3 nm, coZ je
v souladu s nasimi vysledky pro pH 7. Lohmann (1974) také uvadi maximum pii 203,3

nm, ktere nebylo z divodu omezeni pfistroje mozné zméfit.
O 0O 0O
F F _ F _
NH N N N N
~, | Soe |
N/K 7,92 N/& 9,05 N_/g
O o 0
H H

Obrazek 21: Acidobazicka rovnovaha 5-fluorouracilu.
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6.3 Gemcitabin

Zjisténa hodnota pK, = (3,58 + 0,03) pro gemcitabin odpovida ionizaci
aminoskupiny (viz Obrazek 22), kdy dochazi k ptechodu mezi neutralni molekulou
a jeji deprotonovanou formou (Pili a kol. 2009). Moog a kol. (2000) piisuzuji nizkou
hodnotu pK, atomim fluoru navazanych na cukernou c¢ast molekuly, pficemz Fox

a Shugar (1952) stanovili pK, molekuly 2"-deoxycytidin jako 4,3.

NH, NH
SN NN
| N/& 3,58 | N/&
HO 0 = o

<— HO
o o
F F

OH F OH F

Obrazek 22: Acidobazicka rovnovaha gemcitabinu.

6.4 6-merkaptopurin

Pro 6-merkaptopurin jsme pK, uréili jako 7,69 + 0,08 . Tato hodnota
koresponduje s hodnotou 7,77 uréenou Albertem a Brownem (1954), Gninguem
a Aaronem (1985) a Hemmensem a Moorem (1986) aodpovida ionizaci dusiku
na pozici 1 v pyrimidinovém kruhu, pficemz nastava piechod mezi neutralni molekulou
a aniontem (viz Obrézek 23). Hemmens a Moore (1986) navic ur¢ili pK, = 2,0, jez
odpovida protonaci dusiku na pozici 9 vimidazolovém kruhu zavzniku kationtu,
a pK, = 11,0 odpovidajici deprotonaci dusiku na pozici 7 v imidazolovém kruhu
za vzniku dianiontu. Pro dianiont stanovili Albert a Brown (1954) hodnotu pKa jako
10,84 + 0,04, Fox akol. (1958) urcili pK, = (11,17 + 0,06) . Hemmens a Moore
(1986) také uvadeji, ze posun absorpniho maxima mezi pH 7 a8 indikuje to, Ze
ionizace thiolové skupiny byla uskute¢néna tautomerizaci 6-merkaptopurinu z thionové

formy naformu thiolovou (viz Obrézek 24). Mason (1954) uvadi, Ze absorpéni
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maximum pro pH 5,09 je pti 225 nm a 325 nm a pro pH 9,3 pii 228 nm a 312 nm, coz

potvrzuje posun obou maxim v zavislosti na pH.

S S

Obréazek 24: Tautomerizace thionové formy 6-merkaptopurinu na formu thiolovou.
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7 Zaveér

V teoretické casti byla cytostatika rozdélena na zékladé biologického ucinku
a chemickeé struktury do nékolika skupin, coz bylo jednim z cili této bakalaiské prace.
Dalsim cilem bylo proméfit absorpcni a fluorescencni spektra doxorubicinu,
fluorouracilu, gemcitabinu a merkaptopurinu pro pH vrozsahu od2 do 11 aurcit
zakladni charakteristiky. Ze spekter byly zjistény polohy jednotlivych maxim a jejich
posun Vv zavislosti na pH. K nalezenym maximim byly vypo¢itiny molarni extinkéni
koeficienty. Dale byl popsan vyvoj absorbance a intenzity fluorescence v zavislosti
na pH. Taktéz byly identifikovany izobestické a izoemisni body, pokud se v méteném
rozsahu vinovych délek nachazely. Z rozdilu vinové délky emisniho a absorpéniho
maxima byl pro fluorouracil a merkaptopurin uveden Stokestv posuv. Emisni spektrum
gemcitabinu nebylo v praci uvedeno, jelikoz tato latka nevykazovala pii méfeni
fluorescenci.

Fitovanim experimentélnich dat byly ziskany hodnoty zaporného dekadického
logaritmu rovnovazné acidobazické konstanty pKa, které byly néasledné porovnany
s vysledky uvedenymi v literatuie. V budoucnu by pro zjisténi dalsich hodnot pKa bylo

vhodné méfeni provadét s mensim krokem, ¢i uzit jiné metody.
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