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Chemigtry of the *Phtalochrome® pigment. — The analysis
is given concerning the physico-chemical propsrties of the
“phtalochrome” pigment, produced by interaction beiween the
copper-phtalocyanines and aminotriphsnylmethane or thiazine
dgyes. A signifficant affinity of this complex to lipides of
myelin type, mitochondris, neural synapses efs. wes shown.

V mikroskopické technice lgze barvit dvima p¥ip. vice bar-
vivy simultéan¥ nebo sukcesivnd. Je dosud pom&rn& mdlo praci,
zabjvajicich se mechanismem vzdjemné interakce jednotlivych
varviv v tichto piipadeché Lze to vysvétlit tim, %e p¥i vybsru
barviv a pFi hodnoceni vysledkd p¥evlddd hlavng aspekt morfo-
logicky, tj. snaha o nejvyrazn8jsi zndzornini urdité struktu-

;,;&,‘zat{mco aspekt chemick§ je brén v uvabu e% v druhé Fadd.
Ar3 sou¥ssnd teorie histologického barveni se t&mito jevy ne-
zabjvé v tom rozsahu, jaky jim pFfslus{ (SOUDEK a NECAS 1965) -
Problémen vzéjemné interakce barviv se zabyvali jiZ koncem mi-
aulého stolet{ EHRLICH 1879 a JENNER 1899, v moderni dob¥ pak
zejména PEARSE 1960, McCONAILL a GURR 1960, GURR a McCORATLL
1961 a GURR 1963. Viechny préce uvedenyck autorid nasv&ddujl
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skute¥nosti, ¥e ve sm¥sfch jistjch barviv vznikaj{ interak®af
produkty, jejich¥ vlastnosti jsou do jisté mfry odliZné od
vlastnost{ pivodnich barviv. Otdzkou struktury téchto komplext
se zabjvali hlavn® GURR a McCONAILL 1961, kte#{ uvdd&j{ moz-
nost kondenzadn{ reakce mezi barm.vy, tj. vznik chemické vaz-
by; PEARSE 1960 pak uvéd{ domndnku o iontové vazbs. Podobnou
Problematikou, zejména pokud jde o tvorbu molekuldrnich kom-
plexd organickych ldtek se systémem konjugovanych dvojnyeh va-
zeb, se zabyvala HAUSERovd 1958, kterd spatiuje p¥{&inm vzniku
takovychto komplext v mezimolekuldrn{ rezonanci, tedy op&t ve =
fyzikdlnim typu vazby. Tento ndzor lze patrn& akceptovat i pro
p¥ipad vy&8ich konjugovanych systémi, jakym jsou barviva.

V na3{ prdci jsme navédzali zejména na vyzkumy PEARSEovy
1960, ktery sledoval tvorbu interakdnfho produktu ze smisi
neutrdln{ &erveni a m&dnatého ftalocyaninového barviva (FC)
luxolové mod¥i. Luxolovou nebo methazolovou mod¥ (LFB, MFB)
Jsme ponechali jako jednu slo¥ku a kombinovali Ji s riznymi
éminotrifenylmethanovymi a thiazinovymi barvivy, pFifem® jsme
2i{skdvali interakdn{ produkty, které po izolaci byly kvanti-
tativnd chemicky a histologicky hodnoceny. Pro zmnin&ny +typ ba-
revaych komplext jsme 2volili ndzev "ftalochromy® (KODOUSEK a
"VACHA 1966), ktery msl zdﬁfaznit ftalocyaninovou zékladnf kom-
ponentu a siln& barevny vysledny pigment. Z izolovﬁnych ftalo-"*
chrom (FCH) byl pro histologické iulely prakticky upot¥ebitel-
ny jen fuchsin-ftalochrom. Proto se naddle zam&fujeme thradné
Jen na tento produkt.

Ftalochrom byl z{fskén smfsenfm 19/c0 etanolickfch roztokh
pararcsanilinu (Lachema) a Luxel fast blue (Michrome-E. Gurr) .
Po jednom tydmu byl roztok odsgt na malé Wittovd destidce a
gadrZeny ftalochrom byl promyt alkoholem a vysuSen. Vytdgek
izolace byl 67 mg#. Izolovany ftalochrom tvor{ Gerné, za vlhka
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mazlavé vlo¥ky, po vysulen{ amorfn{ hrudky. Je mdlo rozpustny
'ie vod& i v horkém alkoholu: V nepolédrnich rozpoudtiddlech se
rozpouﬁfi jen ftalocyaninovd modrd sloZka. Bod tdni pFevyduje
360°C. Je velmi resistentn{ vi¥i minerdlnfm kyselindm a zédsa-
ddm. Na silnou zm#nu pH odpovidd jen zm¥nou barevného odsti-
nu. Témito vliastnostmi se FCH Yad{ mezi pigmenty. Fyzikédlns-
 ~chemické vlastnosti FCH byly sledovény nejprve chromatagra-
fi{ na papf¥e a na tenké vrstvé silikagelu. Zjistili jsme, Ze
nepolérnimi rozpoustddly se FCH se startu nesmyvé. Naproti to-
~=mu v polérnich rbzpouétédlech (typu etanol, metancl) FCH diso- -
ciuje na ob& sloZky (LFB a BF), co% se pochopiteln® chromato-
graficky projevi zdvojenim skvrny; RF hodnoty obou sloZek z4-
visejf na poldrnosti rozpoustéddla a pH. Ddle byla promifena
absorpdni spektra v UV a viditelné oblasti (p¥istroj Unicanm,
kone. 104 M, roztoky v 96% etanolu, kyvety 1 cm). Zjistili
Jsme, Ze spektrum FCH je sm&snym spektrem vychozich barviv: to
Znamend, %e se ve vysledcich neobjevujf 24dnd novd4 absorpini
mexima. Zato vS8ak lze pozorovat bathochromni efekt (posun ma-
xim k ni¥5{m vlno&tdm). Tento fakt byl hodnocen ve smyslu mo-
lekulérn{ interakce obou barviv, charakteristické pro moleku-
lérnf sloudeniny (obr. 1). V dal¥fim byla sledovéna rovnoyéha
interakce mezi BF-FC a moZnost jejfho ovlivnin{ rfiznymi pod-
;_;minkami. Predevdfm ¥lo o zji¥t3n{ vyznamu koncemtrace barviv.
Zjistili jsme, %e FCH vyznadniji vypadd z roztokl a% od kon-
* wa vyS8&1. Tento fakt j€ v souhlase s iuddaji uvé-
dénymi v 1iteratufe (EKOGAN 1960, TERENIN 1947, BALHO 1940).
Sledovénim vliivu moldrnfhc pom&ru obou sloZek jsme zjistili,
Ze nejvy33{ vytéZky izolaci byly p¥i pom&ru BF:FC = 1:1, kdy
také byla nejvys33{ extinkce ve viditelné oblasti svitla. De-
tailnéji byl ddle sledovdn vliv pH. V tomto ohledu lze nélezy
shrnout tak, Ze silnZ alkalické prostredi potladuje absorpdni
pés ndleZejic{ fuchsinu, zatimco siln& kyselé prost¥edf potla-

centrace 10
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Obr. 1. Spektrum ftalochrom:




 (LFB) a basického (BP) bervive. Fodle MULIKESovy 1951 termi-
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Suje spektrdlnf pés ndle¥ejfc{ ftalocyanimu. To znemend, ¥e

v siln¥ kyselém prost¥eldf pFevliddd u FCH kowplexu barva ¥er-
vend, kdelto v alkalickém prostfed! barve modrd. KenS{ zamdny
v pE se projevui{ obdobné jako zm&na molérniho pomEru, coZ
ostatn® dokazuje jen moZnost oviivndn{ struktury FCH stupnés
disociace kyseljch (sojn) a zésaditych (BKz) skupin. Typ ros-
poustidla nijak vfzna¥nd neovliviioval slofen{ FCH. Vliv tep-
loty jsme detailnsji nesledovali, protole jsme pFi bS¥né la-
voratorni teplots 22°C dostdvali konstantn vjt¥lky.

Fa zéklad® uvedenfch visledkd, icteré korespondujf s ida-
44 v literatuFe (PEARSE 1960, GURR 1963, HAUSERovéd 1958, KO-
GAN 1960}, lze konstatovat, ¥e FCH je molekulérn{ sloudenins

Tosanilinu (fuchsimm) & aminomoli sulfonovaného médnatého
ftalocyanimn (LFB) s viastnostmi pigaentu. O jeho veznilm méme

zetim tuto hypotézu: FCH venikd v rostoku interakef{ kyselého

nologie bylo by moimo tentc stav vyjdd¥it ve smyslu interakce
donétoru a akceptoru elektromi (v nafem p¥{pedd BF a LFB),

 tedy na zdklad¥ elektrostatickfch sil, plisobicich mezi témi-
to opa¥n# nabitjymi molekulami. Puchsin (hydrochlorid rosani-

linu) ve vodd dissociuje na jednomocny kation BF* & anion

~ C1”. SniZfovénim pH dissociujf postupné dalid{ aminoskupiny, al

<

do celkového poétu t¥{. BF je tedy jedmmcn&m al (maximdlng)
“trojmocnyu ka.iontem (BF' ak BF’'). Iuxolovéd modf (aminosil
sulfonovaného ftaloeyaninu médl} dissocciuje na (andnealkyl)‘
e anion FC . V¥robce uddvéd, %e molekuls LFB obsahuje 1 af 4
sulfosmpinyi proto se v slkalickém pH milie LFB stdt ai L‘ty'l'-
mocnfm eniontem: PC™ a¥ PC'™. Z t¥chto dfivodd je t¥ebs u obou
barviv rozlifiovet teoreticky s aktudlni ndboj. Aktudlnd nébcj
je pak scela szdvisly na stupni dissociace R’Hz 8 SO H skupin, :
tj. na pH prosifed{. V¥Se uvedenou domninku © 1ontov6 povase
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vazby mezi BF a FC podporuje pfedevi3im pozorovdni bathochrom-
nfho posumu absorpinich maxim (oproti hypsochromii, zplisobené
-podle TERENINa 1947 a BALHO 1940- pouhou agregeci na podkla-
d& Van der Waalsovych sil). Ddle pak sv&8d¥{ ve prosp3ch uve-
dené hypotézy i korelace mezi slo¥enim FCH a stupndm dissoci-
ace skupin NH2 a SO3H. Nadto naSe vysledky korgsponduji se
zévdry HAUSERové 1958. Ze sledovdn{ velikosti bathochromnihe
efektu plyne, Ze nejvéts3{ posun se objevuje p¥i moldrnim po-
mdru BF:FC = 1:1, coZ znamend, Ze p¥i tomto pom¥ru mé FCH
komplex nejni%%{ volnou energii, & je proto nejménd dissocio-
vdn. Podle MULIKENovy 1951 teorie o vzniku molekuldrnich slou-
¥enin se p¥i tomto pomEru minimélnd vyskytuje polérni mezo-
mern{ forma komplexu. Tim lze mj. vysvitlit nejvy3s{ vytéiky
izolacf prévd p¥i tomto pomdru. Z pFedchozfho plyne, %e aktu-
fln{ struktura FCH je extrémn¥ 24vislé ns reakdnfch podmin-
kédch (koncentrace, moldrn{ pomdry slofek, pH). Nejvdts{ sta-
bilitu vykazuje komplex p¥i pom3ru BF:FC = 1:1, kdy také mé
nejvy55{ extinkei ve viditelné oblasti svitla. Proto¥e LFB
Je a% 4-mocnym aniontem, podr#{ si p¥i tomto pomdru i FCH kom-
plex charskter aniontu (FCH3-), v ném%¥ vSechny zdporné ndboje
nese molekula FC. Lze si tedy FCH pFedstavit jako mol ekuldrni
iontovou sloudeninu, jednoinou v nepoldrnim prost¥edf a dis-
sociovanou na sloZky v poldrnim prost¥edf. Pritom ¥{selny po-
a¥r molekul BF a FC v komplexu (a tedy i jeho bar.a) zdvisi
na pqméru dissociace NHa A‘SO3H skupin. Tato zdvdrednd pred-
stava o struktufe FCH je velmi u¥ite¥nd pro pochopeni dzjd,
zplsobujicich zbarvenf tkdnf FCH.

Z histologického pozorovéni je zfejmé, %e FCH barvd
struktury, vybarvujfe{ se té% samotnou LFB. To souhlas{ s na-
Sim p¥edpokladem struktury FCH. Proto lze mluvit o FC-filnf
substanci ve tkédnich, odpovidnfch i za zbarven{ FCH. PEARSE

-
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1960 se na zdklad® pokust in vitro domnivéd, Ze FC barvi spe-
cificky fosfolipidy s obsahem cholinu (lecithin, kefaliny,
sfingomyelin) . 2 chemického hlediska pak uvaZuje o substituci
aminoalkylu LFB za cholin tkdhového fosfolipidu.

V na3{ laborato¥i jsme provedli sérii pokusfl in vitro za
ddelem identifikovat FC-filn{ substenci. Pou%ili jsme modelo-
v& soustavy dvou nemisitelnych f4z{ (chloroform -~ voda) a sle-
doveli distribuei FCH a jeho slo¥ek v této soustav® (obr. 2).

1

voda / /./,/ / voda E '/,// =
fuchsin // stopy BF
chleroform chloroform == =
Luxolmod# stopy LFB chlorofors
lipidy
slozky komplex derstvé lipidy
y vo de / voda vods
stopy BF N'béze N'béze
FCH
Ve —= = =
chloroform chloroforam chloroform'
1ipid=-FCH mest.kyseliny MK-BF
’ 1ipidy-FCH degrad.lipidy degr.1ip.-FCH
N

[

- Obr. 2. Distribuce komplexu a slo¥ek

v soustavd voda-chloroform

BF zflistal ve vodn{ fdzi, FC %4ste¥né& pFedel do chloroformu,
FCH komplex zlstal na rozhrani{ fdz{. Kdy% jsme wvSak v chloro-
formové fézi rozpustili fosfolipidy (izolované z 1lidského moz-
ku chloroform-metanolovou extrakef a prediitdné sréfenim

v acetonu), pak FCH pFefel do chloroformu a BF zlstel ve vod-

nf fézi. Nyn{ jsme zmininé fosfolipidy podrobili n¥kolikadenni

32601 P14




degradaci na veduchu & svétlie pFi 22°C. Takto degradovené 1i-
pidy se v uvedend soustevd rozd8lily ns %luté szbarvenou %dst
(kterd sfietela v chloreformi) o na 34st bElavou {(ktezéd predles
do vody) . Paralelni hydrelysou ii.pidﬁ a8 jejich vytfepdnim
Jsae prokdsali, Ee v chloroforgu jsou pFftomny mastné kyseli-
ny (reaks{ hydrozemdtovon), kdefitc ve vodnf fdzi hlsvné N-bd-
se (cholin, etanclemin, serin), prokszatelné po sréZen{ kyse-
linou fesfomolybdensvou. Po priddn{ FCH do soustavy s degre-
Govenfmi 1ipidy zfstal tents ve vodnd fdzi, satimco BF pielsel

do chloroformu. P{m jsme prokdzali, Be FCH jev{ afinitu k hyd- \w

rofilnf slokce degradovangch fosfolipidl, coZ znamend ke viea
R-bdsinm, a nikoliv, podle plvodn{ FEARSEovy 1960 pFedstavy, jer
< cholimu Podstat@u reakce FC s N-bssemi patrns Je vznik vaz-
by mess N béef a P¢*" za veniiu nové komplexnf moleiuldrns
slou&eniny velkfch rozméri. Stabilita tohoto komplexu je pod-
Pofena hydrofobif prislulinfech tkéfovjch struktur, jakoZ i po-
-vrehovinl jevy. Vjslednd barva komplexn pak odpovidd poméru
BF:PC ve vySe uvedeném smysiu.
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