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1 Seznam zkratek

2-NA
AA
AAI
cod
CPC

DPM
dppe
GC-MS
HPLC
TIAA
LSC
PCWP
py
QBA
SA
TLC

2-nitroanisol

acetanilid

kyselina aristolochové I

1,5-cyklooktadien

cetylpyridinium chlorid

cyklohexyl

rozpady za minutu (desintegrations per minute)
bis-1,2-difenylfosfinoethan

plynova chromatografie-hmotnostni spektrometrie
vysokoucinna kapalinova chromatografie
p-jodacetanilid

kapalna scintilace

cetylpyridinium peroxofosfowolframat

pyridin

kvartérni benzo[c]fenanthridinové alkaloidy
sanguinarin

chromatografie na tenké vrstvé



2 Uvod

Organické slouceniny zna¢ené radionuklidy pfedstavuji jeden
z vyznamnych nastroji, pouZivanych k analyze procesi probihajicich
v zivych organismech. Jejich $iroké pouziti neni omezeno jen na oblast
rozli¢énych biodistribu¢nich a biotransformaé¢nich studii v in vivo systémech,
pouzivany, a to snad i ve vétsi mife, jsou v souCasné dobé& pii in vitro
zkoumani principidlnich dé€ji v Zivych organismech, jako jsou napf.
transportni procesy v membranich, receptorové interakce, tvorba a
vlastnosti farmakon-receptorového komplexu, procesy souvisejici s replikaci
genetické informace, mechanismy karcinogeneze apod. Vyznamné se rovnéz
takto znac¢ené slouceniny podileji na ekologickych vyzkumech transportu, ¢i
dekontaminace ekosystému.

Nadorova onemocnéni jsou v ekonomicky vyspélych statech druhou
nejéastéj§i pfiCinou umrti. Pfi vzniku zhoubnych néadort se uplatiiuji rtizné
vnitini a vnéj§i faktory, z nichZ znaéné pifevazuji - infekce, chronické
zanéty, patologické zmény, Spatna vyZiva nebo zatéZ organismu pusobenim
xenobiotik i stresu. MoZnost maligni pfemény je u kazdé tkané€, avSak
frekvence této premény je u jednotlivych tkani velmi rozdilna. Kazda tkan
ma jiné histologické sloZeni, riznou intenzitu déleni buné¢k a metabolismu,
odlisné regulaéni mechanismy, nékteré odlisné enzymové systémy nebo
isoenzymy (napf. u detoxika¢nich enzymi), a tim i rGznou schopnost

wewr .

aktivovat nebo vylu€ovat karcinogenni latky. Cim sloZit&jsi organismus je,

w

tim ma veétsi Skalu druhd koneéné diferenciovanych buné&k, a tim vice
potiebuje genu kodujicich rizné regulaéni proteiny, ¢imzZ se zvySuje riziko
poSkozeni.

Souhrnny proces vzniku nadori se nazyva Kkarcinogeneze.
Karcinogeneze je zplisobena mutacemi genetického materidlu zdravych
bunék, coz vede k naruSeni regulaénich procesi mezi bunéénym délenim
(proliferace) a programovanou bunéénou smrti (apoptoza), coz nasledné
vede ke ztraté schopnosti diferenciace bunék, ke ztraté tkanové celistvosti a

nekontrolovatelnému dé&leni bunék'. Néasledkem tohoto procesu vznika nova

tkan, ktera se vyznacuje nadmérnym autonomnim ristem a tim je poSkozen



cely organismus. Takova tkan se nazyva tumor nebo téZ neoplazma

(novotvar).



3 Cil prace

Cilem diplomového projektu je pfiprava, ciSténi a stanoveni
zakladnich parametri tritiem znaceného 2-nitroanisolu, sanguinarinu a

kyseliny aristolochové 1.
K vyfeSeni projektu je nutné:

a) provést literarni reSerS$i na téma tritiace organickych slouéenin,
transformace aminoderivatl na nitroderivaty, reduktivni dehalogenace
arylhalogenidi, interakce organokovovych hydridu s béZnymi

redukovatelnymi funkénimi skupinami organickych molekul

b) provést experimentdlni ovéfeni moZnosti oxidace aminoskupiny na

nitroskupinu véetné pfipravy pfipadnych ¢inidel nebo katalyzatort

c) provést tritiaci o-anisidinu a oxidovat tritiovany produkt na o-nitroanisol,

stanovit parametry pfipravené znacené slou€eniny véetné tvorby protokolu

d) provést tritiaci sanquinarinu, nalézt podminky HPLC ¢isténi, provést
¢iSténi produktu a charakterizovat vyslednou znacenou slouceninu

odpovidajicim protokolem

e) na zakladé reSerSe zvolit vhodny hydrid, ktery lze pfipravit snadno
v tritiované formé& a experimentdlné ovéfit mozZnosti jeho pripravy

v neaktivni formé

f) pfipravenym hydridem provést reduktivni dehalogenaci na modelovém
systému p-jodacetanilid/acetanilid za rdznych podminek a s pouzitim

katalyzatort

g) pfipravit tritiovany hydrid a provést experiment na vySe uvedeném

modelovém systému



h) provést jodaci kyseliny aristolochové I v mikrokvantu, ovéfit inkorporaci

jodu do molekuly

1) provést dehalogenaéni reakci s pfipravenym tritidem a pokusit se izolovat

tritiovany analog aristolochové kyseliny I



4 Obecna cast

4.1 Izotopové znacené slouceniny

Aplikace izotopov€ znacenych sloulenin v pfirodnich vé&dach jsou
velmi rozsahlé. PouZivaji se napf. ke studiu mechanismi a kinetiky
chemickych i biochemickych reakci, biogeneze rozliénych latek rostlinného
a zivoCiSného puvodu, metabolickych procest, funkce jednotlivych
zivodi$nych organid atd. Velmi vyznamnou ulohu hraji téZ v oblasti 1ékafské
diagnostiky a terapie.

Tato diplomova prace se zabyvala pfipravou a vyuZitim znafeného

toxikantu pfi studiu jeho metabolismu v burice.

4.1.1 Znacena sloucenina

Pojmem znacena slouenina obvykle rozumime takovou latku, ktera
se od ostatnich molekul ve vzorku li§i jen malo svymi vlastnostmi
(fyzikalnimi, chemickymi, biologickymi), ale lze ji vhodnou analytickou
metodou relativné snadno detekovat. V praxi to znamena, Ze se do molekuly
vnese dobie detegovatelna znacka, at’ uz se jedna o modifikaci molekuly
vhodnym substituentem, €i se nahradi néktery z atomi pivodni molekuly
jeho dobfe detegovatelnym analogem. Pomineme-li v prvnim pfipadé
moZnost zavedeni fluorescenéni ¢i spinové znafky, nabizi se moZnost
modifikace molekuly vhodnym radionuklidem, ¢i substituentem obsahujicim
radionuklid. V druhém pfipadé zustavd vyhradni moZnost ndhrady atomu
jeho izotopem, at’ uZ radioaktivnim nebo stabilnim. Prvni pifipad se obvykle
nazyva externim znadenim?, coZ vyjadfuje jakousi modifikaci ve formg
pfipojeni radioizotopu ¢&i skupiny atomid obsahujici radioizotop
k zakladnimu skeletu molekuly. Druhy pfipad patfi mezi izotopicky
modifikované slou(:eniny3 , kdy architektura molekuly ziistdva nezménéna.

Do soudasné doby tak bylo pfipraveno nescisiné mnoZstvi

organickych sloucenin &i biomolekul, do kterych byl inkorporovan jeden ¢i

10



vice atomi radionuklidi. SnaZeni v oblasti pfipravy takovych slouéenin bylo
vyvolano poZadavky vyzkumu Zivé hmoty na stale niz§i aZ molekularni
urovni. V téchto pfipadech, jako naptiklad pti studiu receptorovych interakci
nebo membranovych transportli, se obzvlasté projevi zakladni vyhoda
znaceni radioaktivnim nuklidem, a to bezkonkurenéné mimofadna citlivost
detekce pouzité radioaktivné znacené slouceniny. Dal$i vyhodou této
metodiky je pouziti pfimo biologicky aktivni slou¢eniny, pouze s izotopovou
modifikaci na jednom ¢&i vice atomech, ¢imZ nedochazi k vyrazné&j$i zméné
molekuly, jako je tomu tfeba u fluorescenéniho znadeni. Biologicka aktivita
radioaktivnim izotopem znalené slouleniny tak zidstdvd pievazné

zachovana.

Hlavni vyznam a pfinos indikdtorové metody* spodiva v moZnosti
rozliSit rizné atomy stejného druhu. V nékterych aplikacich je moZné
indikatorovou metodu nahradit jinymi postupy, ale rozliSeni atomu stejného
druhu, jak je tomu napiiklad pfi studiu mechanismu chemickych reakci,
Zzadna jina metoda neumozZiiuje. Metoda vyZzaduje mit k dispozici indikator
ve shodné chemické formé jako je zkoumana latka, aby byl splnén
pfedpoklad stejného chemického chovani.

Velky vyznam ma pouZiti indikatori ve formé& izotopicky
modifikovanych molekul. Molekuly mohou byt znaceny jak stabilnimi, tak i
radioaktivnimi izotopy a pro obé metodiky jsou dostupné finalni analytické
postupy, at’ uz hmotnostni spektrometrie pro stabilni nuklidy, ¢i méfeni
radioaktivity pro nuklidy nestabilni. V biochemickych aplikacich se pouziva
obou variant.

Pouziti radioaktivnich indikatori je velmi rozSifené, mezi
nejdulezitéjsi oblasti patfi studium rovnocennosti vazeb, dikazy existence
nestalych slou¢enin, prubéh chemickych reakci, urfovani kinetickych
parametrid chemickych reakci. Predeviim se v3ak metoda pouzZiva
v biochemickych, biologickych, fyziologickych a farmakologickych
experimentech. Radioaktivni indikatory jsou pfipravovany rlznymi
metodami radiochemické/organické syntézy a musi mit dostate¢nou mérnou
aktivitu, aby se méfeni dalo provést s dostate¢nou ptesnosti v pifijatelném

¢asovém intervalu.
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Organické slouceniny je vhodné oznaCovat pouze izotopy téch prvku,
ze kterych se sloucenina skldada. Nahrada nékterého z existujicich atomu
pivodni struktury odpovidajicim radionuklidem (CH, '*C. *°S apod.) se
nazyva interni znaéeni. V nékterych pfipadech je takovd modifikace velmi
obtiZna nebo nemozna. Potom se pouZiva takzvané externi znaceni, jako je
tfeba znaceni proteini na tyrosinovém aromatickém jadfe elektrofilni
substituci izotopem jodu, methylace dusikového atomu ptirodnich latek '*C
nebo *H methyljodidem, nebo vneseni snadno jodovatelné struktury do
zékladniho skeletu (Bolton-Hunterovo €inidlo) apod. Nevyhodou externiho
znaceni je modifikace molekuly, kterd mize vést ke zménam nebo az ztraté

testované biologické aktivity.

4.1.2 Moznosti znaceni latek radionuklidy

Ke znacdeni se pouzivaji jak stabilni tak i radioaktivni nuklidy.

Znaceni stabilnimi nuklidy je vyhodné tim, Ze syntézu sloucenin i
veskeré dalsi operace s nimi lze provadét v normalnich laboratofich. Déle je
moZné pracovat s vétSim mnoZstvim latky a slouceniny nepodléhaji
autoradiolyze. Hlavni nevyhodou je relativné naro¢né a pfistrojové nakladné
stanoveni jejich koncentrace (pfevazné¢ hmotnostnim spektrometrem)5 a
v neposledni fadé€ i finanéni naro€nost zdroju stabilnich nuklidt.

Radioaktivni nuklidy maji proti stabilnim pfedev§im tu vyhodu, Ze
jejich detekce i stanoveni koncentrace ve znacenych slouceninach je
relativné snadné, exkluzivni vyhodou je potom citlivost detekce ionizujiciho
zafeni. Nevyhodou je, Ze prace snimi vyZaduje dodrZovani pfisnych
bezpednostnich opatieni a potfebu specialné vybudovanych a vybavenych
laboratofi. Navic slou€eniny zna¢ené radioaktivnimi nuklidy nelze libovolné
dlouho skladovat, skladovani je limitovdno vlastnim polofasem rozpadu
radionuklidu a interakci ionizujiciho zafeni s latkou pfipadné
rozpoustédlem, ktera vede k autoradiolyze”.

I kdyZz samozfeyjmé pro vyzkum distribuce a ukladani kovi
v zivo¢idnych ¢&i rostlinnych organismech byly pouzity ionty nejriznéjsich

radionuklid, v sou¢asné dobé pfevladd vyzkum organickych sloucenin ¢i
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biomolekul. Z toho také vyplyva vybér vhodnych izotopi pro ptislusné
studie. Nejcastéji pouzivané nuklidy jsou nizkoenergetické beta zafice.
Nejpouzivan&jsi jsou '*C a tritium. '*C je zafi¢ beta s velmi dlouhym
poloasem, tritum je rovnéZ zafi¢em beta s energii niz$i nez '*C, jeho
polo¢as (12,3 let) je jesté dostatecné dlouhy, aby nekomplikoval provedeni i

dlouhodobéjsich experimenti.

4.1.3 Vyznam polohy radioaktivni zna¢ky v metabolickych studiich

Obecné teceno, pfi navrhu polohy radioaktivniho atomu v organické
molekule je tfeba disledné zvazit nejen syntetické moznosti, ale i charakter
planovaného experimentu a mozné dalSi reakce znadené molekuly jako
substratu. Zakladem je zcela zfejmy poZadavek odstranéni tzv. labilni
aktivity po tritiaci molekuly tj. odstranéni ve vodé ¢&i pufrech
oddisociovatelnych protond podléhajicich rychlé vyméné s rozpoustédlem.
Je rovnéZz potiebné si uvédomit, Ze né€které latky se v organismu
metabolizuji tfeba jen jednoduchou biotransformaci, pfipadné spojenou
s naslednou konjugaci, jiné v§ak mohou podléhat enzymatickému $té€peni na
men$i fragmenty. U prvniho typu je vhodné alespoii odhadnout tzv.
metabolicky stabilni polohu, u latek, které podléhaji enzymatickému $tépeni,
je nutné rozhodnout, kterou ¢ast molekuly chceme sledovat a v té potom

provést izotopickou substituci.

4.1.4 Pouziti izotopii a zna¢enych slou¢enin v biologii

Izotopy a znacené sloueniny nalezly Siroké uplatnéni také
v biologickych védach a to at jiz v laboratornim vyzkumu, tak i
v praktickém vyuziti. Siroka $kala aplikaci se da shrnout do né&kolika skupin
vyuziti®:

1. sledovani pohybu — patiéi sem sledovani pohybu jednotlivych
Zivo€ichi, cest a dynamiky $ifeni mikrobid v organismu, pohybu minerélnich
Zivin v rostlinach, pfechodu produktii asimilace zlistt do jinych &asti

rostlin, pfesunu latek mezi bunéénymi strukturami, pfenosu latek mezi
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organismy a pfechodu latek membranami. V nékterych z téchto aplikaci neni
izotopovéd metoda jedina, napt. sledovani pohybu Zivogichi lze studovat
barvenim nebo pfimym pozorovanim.

2. sledovani chemickych zmén - jako S§tépeni a vznik novych
chemickych vazeb pfi zaniku jednéch a vzniku novych molekul, pfesuny
skupin atomi. Izotopové znaceni zde umoziiuje uréit genetické souvislosti
pfi vzniku novych molekul z piivodnich a zkoumat cesty, smér a naslednost
téchto zmén. Patfi sem znaénd East biochemickych izotopovych aplikaci,
jako je biosyntéza slozitych molekul, metabolismus sloZek potravy a jinych
latek, jako jsou 1é€iva, pesticidy aj.

3. studium kinetiky d&ju v Zivych soustavach — jde hlavné o studium
metabolického obratu a kinetiky bunééné proliferace (bujeni). V Zivém
organismu nepietrzité dochazi k pfeméné latek a energie, i kdyz v dusledku
vnéj§ich podminek a mechanismt regulace je koncentrace vétSiny latek
stala, presto jde o dynamicky proces. Neustdle jsou tvofeny nukleové
kyseliny, enzymy, sacharidy, tuky atd., zatimco jiné molekuly jsou
odbourdvany a nahrazovany novymi. Jedna se o tzv. metabolicky obrat. Pro
znalost dynamiky procesti probihajicich v Zivém organismu ma zasadni
charakter.

4. studium dé&ju souvisejicich s pfenosem informaci — patfi sem
izotopové studium mechanismu pfenosu genetickych informaci na
molekularni tGrovni a nékteré dal$i problémy, jako jsou hormonalni

mechanismy regulace, imunochemické reakce aj.

4.1.5 Tritiace

Pro zna¢eni zminénych sloucenin je nejjednodussi pouziti izotopu
3H. Tritium je pomé&rn& levny radioizotop, s polo&asem rozpadu 12,3 roku,
coz je vhodné pro vétSinu biochemickych experimenti. Emituje B-zafeni
s nizkou energii (0,0118 MeV). Lze ho pouzit v plynné form&€ nebo jako
3H,0 s isotopovym obohacenim témé&f 100 %. Principielné se jedna o
substituci ¢i adici vodiku. Substituce je ¢asto mozna s komplikovanymi

molekulami pfi zachovani uhlikové kostry.
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Pro nami vybrané latky jsou nejvhodnéj$i dv€ metody znaceni tritiem:
A. Izotopova vyména:

Izotopova vyména pfedstavuje takovou metodu zavedeni radioizotopu
do organické molekuly, kdy ptfitomné atomy jsou v prib&éhu procesu
nahrazovany jejich radioaktivnimi analogy. Tato metoda se netyka zakladniho
uhlikatého skeletu, ale pfedev§im vazanych vodikovych atomid resp.
halogenovych substituenti. Bezkonkurenéné nejéastéj$i pouziti metody
izotopové vymény nalezneme pfi pfipravé tritiovanych analogi organickych
slou€enin. Atomy vodiku vazané na kysliku, site, dusiku, nebo napf. fosforu
podléhaji velmi snadno izotopové vyméné s tritiovanou vodou. Vzniklé
slouceniny vSak velmi rychle podléhaji zpétné reakci v protickém prostiedi a
neni tak moZné je pfipravit dostate¢né izotopové Cisté. Velky vyznam vSak
maji slouéeniny, kde doslo k vyméné vodikovych atomu na C-H vazbach.

Tato metoda dovoluje znaceni i velmi sloZitych molekul, které jinak
znadeny byt nemohou, a to dvojim postupem

a) Katalyticka vyména v roztoku : Reakce s tritiovanou vodou se

provadi za acidobazické katalyzy’

b) Vyména s plynnym tritiem : prvné popsana vroce 1956

Wiltzbachem a nasledné také nazvéana jako Wiltzbachovo zna&eni®:
Metoda spocliva v ponechani slou¢eniny v kontaktu s plynnym
tritiem po nékolik dni nebo tydni. Béhem této doby radiace vyvola
vyménné reakce mezi atomy vodiku slou¢eniny a plynnym tritiem.
Vysledna slouenina je poté obvykle ¢iSt€na chromatografickymi
metodami (HPLC, TLC, na iontoméniéich atd.)
Jednoduchost metody vedla k mnoha snaham zlepsit efektivitu zabudovani
tritia a sniZit mnoZstvi vedlej$ich produkti pfi tritiaénim procesu. Efektivita
znafeni byla zna¢né zlepSena metodou katalyzované vymény s plynnym
tritiem, kdy se sloucenina hydrogenuje plynnym tritiem v roztoku za
pfitomnosti hydrogenaéniho katalyzatoru (Pt nebo Pd). UzZitim tohoto postupu
se da ziskat 2-3.000 x vy$§i mérnd aktivita neZ u metody bez pouZiti
katalyzatoru. Nové&jsi metody vyZivaji napf. organokovovych komplexi iridia

jako tieba bidentatnich fosfind [(cod)Ir(dppe)]BF4 nebo
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[(cod)Ir(py)(PCy3)]BF4, kdy je v nékterych pfipadech mozZna predikce polohy
znadeni’.

Reakce s plynnym tritiem v pfitomnosti hydrogena¢niho katalyzatoru,
kdy se v praxi obvykle pouziva Pd/C, je vSak analogii klasické hydrogena¢ni
reakce, ktera zplusobi nejen izotopovou vyménu, ale atakuje redukovatelné
¢asti tritiované molekuly. Pfitomnost redukovatelnych funkénich skupin je
proto limitujicim faktorem pro pouziti této metody. Neni tak mozné oznadit
napfiklad molekuly obsahujici nitroskupinu, alkoxykarbonylovou skupinu
apod., protozZe ziskdvame odpovidajici redukované funkéni skupiny. V pfipadé
redukovanych nitrolatek je v nékterych ptfipadech moZna zpétna oxidace na
nitroslouceninu, pokud je zbytek molekuly k oxida¢nimu éinidlu dostate&né
inertni'®'2.

Dalsim problémem je pfitomnost atomt halogenti v molekule.
Kovalentné¢ vazané halogeny mohou podlehnout snadno dehalogenaci, ktera
degraduje puvodni strukturu. Na druhé strané vak lze s vyhodou pouzit

B. Reduktivni dehalogenace:

Reduktivni dehalogenace v uvaZzovaném smyslu je reakce, ktera
umoziuje nahrazeni halogenu v molekule substratu atomem vodiku, deuteria
resp. tritia.

Pro hydrodehalogenace arylhalogeni je k dispozici fada reakénich
¢inidel. Jednoduchym procesem je naptiklad pouziti alkoxidového aniontu,
kdy vodikovy atom na uhliku vedle alkoxidového kysliku pfechazi na
molekulu jodaromatu za soudasného odstépeni halogenidového aniontu’>.

Pfi pouziti alkylamidovych aniontti (lithium diethylamid) probiha

dehalogena¢ni reakce pies stadium benzynu'*.

Reduktivni dehalogenace
tetrahydridohlinitanem  lithnym  (LiAlH4) probiha pfes stadium
organohlinitych slou¢enin'’. PouZitelny je rovn&z tetrahydridoboritan sodny,
ktery v systému acetonitril voda dechloruje 3- a 4-chlorobifeny116. Rada
halogenovanych benzenti byla uspésné redukovana LiAlH,4
v tetrahydrofuranu za laboratorni teploty”. Dobife prozkoumanym je systém
NaBH,4/Cu,Cl,, ktery byl pouzit i pro deuteraci vybranych substratd.
Mechanismus reakce zahrnuje tvorbu nestalych hydridi meédi, které slouzi

jako vlastni redukéni &inidlo'®. Moderni jsou metody katalytické

dehalogenace v systému kov/imidazoliova sul/baze. Pouzity systém 2,4,6-
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trimethylfenylimidazolium  chlorid/  Pd(dibenzylidenaceton)2/methoxid
draselny poskytly vyborné vysledky pti dehalogenaci p-chlortoluenu'’.
Vyrazny je zde vliv baze, ktera poskytuje potiebny vodikovy atom. Proto
také klasické baze typu uhlifitan cesny nebo sodny poskytovaly nulové
vytézky. Vyuziti dalSich palladiovych komplexti za podminek mikrovinného
ozateni pfineslo dalsi zlepSeni efektivity reakce - prakticky 100 % vytézky
pfi reakéni dob& 2 minut®’. Vynikajici vysledky byly rovn&z dosazeny s
acetylacetonatem niklu i bez mikrovinného ataku?'.

Hydrodehalogenaci lze samozfejmé€ provést i klasickym zpilsobem
reakci arylhalogenidu s plynnym vodikem za katalyzy Pd/C v pfitomnosti
baze. Vytézek reakce lze ovlivnit modifikaci baze nebo pfidavkem kvartérni
amoniové soli. Uvedenou reakci lze provést dokonce i ve dvoufazovém
uspofadani voda/isooktan, kdy lze pouzit ve vodé rozpustné anorganické

2
baze??.

4.2 Biotransformace xenobiotik

Xenobiotika jsou cizorodé latky majici toxické G¢inky na organismus.
Metabolicka pfeména xenobiotik vstupujicich do organismu je do urcité
miry uréena jejich rozpustnosti ve vodé ¢i tucich. Latky lipofilniho
charakteru, které prochézeji membranami a muize tedy dochazet k jejich
kumulaci v organismu, nemohou byt vylou¢eny z téla pfimo, ale musi byt
nejprve pieméndny na latky s vy$si polaritou®®. Tyto hydrofilngjsi
metabolity v zdvislosti na jejich chemické struktufe a na enzymovém
systému, na né&jZ pusobi, mohou byt dvojiho druhu:

a) latky detoxikované — metabolit je oproti pivodnimu
xenobiotiku jiZ netoxicky a biologicky inertni,
b) latky aktivované — metabolity mohou mit i mnohem vyrazné;jsi
biotoxicky uéinek nez pivodni slou¢enina
Procesy detoxika¢ni a aktiva¢ni nelze od sebe vzajemné oddélit neb
mezi obéma sméry metabolismu existuji velice sloZité vztahy a rovnovahy,

které mohou byt v disledku mnoha faktorii snadno vychyleny na tu ¢i onu
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stranu®®. Napf. tentyZ enzym muZe byt angaZovan v detoxikaci jedné
chemické latky a pFitom zvySovat toxicitu latky jiné®.

U zivoticht dochazi k biotransformaci xenobiotik ve dvou fazich®.
V prvni fazi, nazyvané derivatiza¢ni dochazi ke zvySeni polarity pfedevsim
redox a hydrolytickymi reakcemi?’. Ve druhé fazi dochazi ke konjugaci

téchto polarizovanych molekul s endogennimi latkami.

4.2.1 Faze biotransformace

1) Derivatizacni faze

V této fazi se vétSinou polarita xenobiotika zvySuje zabudovanim
funk¢nich skupin do jeho molekuly, nebo demaskovanim funkénich skupin
jiz ptitomnych?®. Nej&astdjsi prib&h transformace je oxidaéni (C-
hydroxylace, N-oxidace, dealkylace, deaminace, epoxidace apod.), n€které
reakce probihaji hydrolyticky (hydrolyza esteri, amidii), nebo reduk&énim
mechanismem (redukce azo- a nitro- latek). Ptfikladem karcinogent

129

aktivovanych redukéni cestou je 2-nitroanisol”’, sanguinarin nebo kyselina

aristolochova®?3%34,

2) Konjugacéni faze

V druhé fazi biotransformace jsou na funk¢ni skupiny vytvofené
v derivatizaéni fazi vazany malé hydrofilni molekuly (napf. kyselina
glukuronova, glycin, taurin, glutathion atd.)®’. Timto krokem se je§té zvysi
polarita pivodné hydrofobni molekuly a usnadni se tim jeji vylouceni

z organismu. Exkrece nejéastéji probiha moci a zZluéi.
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4.3 Karcinogenné aktivni slouceniny

4.3.1 2-nitroanisol

Aromatické nitroslou€eniny patféi mezi potencidlné toxické a
karcinogenni slouceniny. Tyto kontaminanty se vyskytuji ve vysokych
koncentracich na pracovistich zejména v chemickém primyslu, v emisich pfi
spalovani ropnych produkti aj. To je i pfipad 2-nitroanisolu (2-NA). 2-
nitroanisol je toxickad sloucenina, zpisobujici anémii, ktera se projevuje
zvy$ovanim hladiny methemoglobinu a urychlovanim rozpadu erytrocytu.

Hlavni metabolickou cestou 2-NA je oxidativni demethylace na 2-
nitrofenol, ktery se objevuje v moci hlavné jako sulfatovy konjugat. Druhym
zpusobem odbouravani je redukce na 2-anisidin, coby minoritni metabolit
vznikajici v jatrech®~* (obr. 1).

OCH; Pro vyhodnoceni a
NOz studium genotoxického
pusobeni 2-NA je tieba

pfipravit a pouzit tritiem-

peroxidative reduction
oxidation v ,

znaceny 2-NA.

OCHs
[ radicals ]
NHOH
—>  DNA-aducts
Obr. 1 Metabolismus 2-
j nitroanisolu v organismu
OH OCH;
NO, NH,
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4.3.2 Sanguinarin

Sanguinarin (SA) patfi mezi kvartérni benzo[c]fenanthridinové
alkaloidy (QBA), které jsou skupinou pfirodnich produktd. Nachazi se
v rostlindch celedi Fumariaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae a Rutaceae.
Jeho hlavnim zdrojem jsou Sanguinaria canadensis L. (krevnice kanadska) a
Chelidonium majus L. (vlaStoviénik vét$i), z nichZ byl izolovan ve formé
kvartérnich soli.

Sanguinarin je fazen mezi fytoalexiny, sekundarni metabolity chranici
rostlinu pfed patogennimi mikroorganismy3 5. Mé antimikrobidlni a
fungicidni aktivitu - jeho antimikrobidlni G¢inky jsou vyuZivany v ustni
hygiené a to pfedev$im v zubnich pastach, kde plisobi proti zanétim dasni
inhibici rGstu oralnich bakterii. Je dokazan jeho ochranny vliv pfed
rakovinou kidZe tim, Ze zlepS§i vyrobu bilkovin, které pfivodi smrt bunék
poskozenych UV-B zatenim, pfedpokladaji se protinadorové vlastnosti diky
schopnosti indukovat apopt(')zu3 6. V soudasné dobé& se intenzivné zkouma,

zda a jaké tvofi interakce s DNA.

Obr.2 Schéma transformace sanguinarinu v organismu

O-demethylenace
\ N-demethylace
interakee § JNA Jlukuronidace
nevazebne nterakee s prozeiny * elektrostatiché sulfatace
* kovalentni mogifisace
+ interkalace
hovalentni adukty s HS- -
a -|0-subsﬁ:uov;n?mi konjugaty A-demeth-7 2-dihydrosy-
slouteninami dihydrosanguinannu

S

X

Denzolc aknidin

Transformace sanguinarinu u 2ivoéichu
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4.3.3 Aristolochova kyselina

Kyselina aristolochova I (AAI) patfi mezi latky rostlinného ptivodu
nitrofenanthrenového typu. Nachazi se v éinskych bylinach (Celed
Aristolochiacae), které jsou pouZivany v lidovém lécitelstvi a pfi redukci
nadvahy. V pokusech na zvifatech kyselina aristolochova pusobi
nefrotoxicky, karcinogenn& a teratogenn&’>?*, otravy se projevuji
zvracenim, prijmem, zanétem ledvin, krvacenim z délohy, u téhotnych mize
dojit k potratu, smrt je po velkych davkach zpusobena zastavou dechu a

srdce. Je jednou z pfi¢in balkanské endemické nefropatie a hlavnim

o COOH
<o % NO>

pivodcem  Cinské

herbélni nefropatie:
Chinese herbs

nephropathy’ je

OCH;, pomérné¢ novy druh

! subakutni
+ DNA intersticialni

nefropatie

vyskytujici se u Zen,

O Hyco O které pouZivaly

{ﬁﬂ,\‘ ' oW k zestihlujici  dieté

/ O  tzv. Cinské byliny.
e,
o— C
0 5
Obr.3 Metabolicka

aktivace a vazba

DNA a kyseliny

aristolochové AAI: [.Aristolochova kyselina, 2. Cyklicky dusikovy ion, 3.
aristolaktam, 4. 7-(deoxyadenosin-N°®-yl)aristolaktam, 5. 7-(deoxyguanosin-

N2-yl)aristolaktam
Balkanska endemicka nefropatie je choroba rozs$itena v populaci Zijici

podél Dunaje. Charakteristické pfiznaky jsou anémie, ztrata télesné

hmotnosti, bolesti hlavy a progresivni zanét ledvin vedouci k jejich aplnému
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selhani. Majoritnimi metabolickymi produkty tvofenymi in vitro a in vivo
jsou aristolaktamy, jeZ byly detegovany v moc¢i a vykalech savci vcetné
¢lovéka. Redukovany DNA adukt s deoxyadenosinem je zodpovédny za

iniciaci karcinogeneze(obr. 3).
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Pouzité chemikalie a pristroje

, Pouzité chemikélie chlorotributylstannan, tributylstannan, o-
anisidin, sanguinarin, kyselina fosfowolframova, cetylpyridinium
chlorid, chloramin T, dusitan sodny i uhli€itan vapenaty, stejné jako
suchy tetrahydrofuran byly pofizeny od firmy Sigma-Aldrich. Peroxid
vodiku 30 %, jodid sodny, siran hotfe¢naty, kyselina chlorovodikova,
acetonitril a kyselina octova byly nakoupeny u firmy Lachema. Kyselina
aristolochova I byla poskytnuta katedrou biochemie PfF UK v Praze.
Znadeny Na'®'l byl ziskan z UJV ReZ. Modelové latky p-jodacetanilid a
acetanilid byly nezévisle pfipraveny v laboratofi $kolitele a precistény
krystalizaci z vody. Pd/C (10 %) bylo zakoupeno od firmy Fluka.
Bis(trifenylfosfino)dichloropalladnaty komplex (99,95 %) byl ziskan od
firmy Premion, ostatni kovové komplexy byly ziskdny jako vzorky
z Katedry anorganické chemie PfF UK. Methanol pro pfipravu mobilni faze
byl od firmy Lab-Scan v kvalité pro HPLC, dale byla pro pfipravu mobilnich

fazi pouzita deionizovana voda (WATEK).

Pro analyzy byl pouzit kapalinovy chromatograf INGOS sestavajici
z vysokotlakého cerpadla LCP5020, UV detektoru LCDS5000, a
autosampleru LCS5040 a kapalinovy chromatograf Shimadzu - cerpadlo
LC20-AD, UV detektor SPD 20A, manualni nastfik 20 pl - Rheodyne.
Podminky:
Metoda A: (2-nitroanisol, 2-NA) Kolona Supelcosil LC-18-DB, 4,6 x 250
mm, mobilni faze methanol/voda (9:1), pritok 1 ml/min, doba meéfeni 10
min. Detekce UV 254 nm.
Metoda B: (sanquinarin, SA) Kolona Supelcosil LC-18-DB, 4,6 x 250 mm,
mobilni faze acetonitril/50 mM octan sodny ve vodném roztoku kyseliny
octové (40/60, v/v), pritok 1,5 ml/min, 26 °C, detekce UV 284 nm.
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Metoda C: (p-jodacetanilid IAA, acetanilid AA), Kolona o rozmérech 4 x
250 mm, sorbent Reprosil 100 (C-18), 5 pm, mobilni faze methanol/voda
(7:3, v/v), prautok mobilni faze 1 ml/min. Detekce UV 254 a 270 nm.

Metoda D: (kyselina aristolochova I, AAI) Kolona o rozmérech 4 x 250 mm,
sorbent Reprosil 100 (C-18), 5 pm, mobilni faze methanol/voda/kyselina
octova (65:34:1, v/v/v), prutok mobilni faze 1 ml/min. Detekce UV 250 nm.
Chromatogramy byly vyhodnoceny programem Clarity (DataApex).

Déle byla k analyze reakénich smési pouzita TLC (sorbent SiO,,
Macherey-Nagel), mobilni faze hexan/chloroform (8:2), detekce UV pii A =
254 nm, resp. hmotnostni spektrometrie (Bruker Esquire 3000, ESI;
Shimadzu QP 2010 (GC-MYS)).

Pro detekce tritia v radioaktivnich experimentech byl pouzit
kapalinovy scintilaéni spektrometr Beckmann 6000 LS (scintilaéni roztok
Rotiszint ecoplus, Roth) a HPLC detektor radioaktivity Flow scintillation
analyzer 150TR s méfici celou plnénou scintilaénim sklem (Packard)
pfipojeny k vy$e uvedené HPLC sestavé. Autoradiogramy byly ziskdany na

pfistroji Instant Imager (Packard).

Piiprava [*H]tributylstannanu byla provedena na spolupracujicim
pracovisti UJV v Rezi podle dodaného navodu. K 100 pul
chlorotributylstannanu ve 3 ml suchého tetrahydrofuranu bylo ptidano 100
mg suSené¢ho uhli¢itanu vapenatého, S mg 10 % Pd/C. Reakéni smés byla
michana po dobu 5 h pifi 50° C. Poté bylo odstranéno plynné tritium a
reakéni smés byla bez dalSich uprav pouzita k hydrodehalogenaénim
reakcim. Celkova aktivita reagentu byla 2,6 GBq v ca. 3 ml objemu.

Tritiace sanquinarinu byla provedena rovnéz na UJV ReZ.
Sanquinarin (5,2 mg) byl rozpustén ve vodném methanolu (1:1, v/v; 5 ml),
pfidan katalyzator (5% Pd/BaS04, 21,4 mg) a smés byla tritiovana plynnym
tritiem za laboratorni teploty po dobu 90 min. Po ukonceni reakce byla
odstranéna labilni aktivita né&kolikanasobnym odpafenim s methanolem.
Odparek byl rozpu$tén v methanolu. Vysledny roztok o objemu 8,1 ml

vykazoval aktivitu 264,7 MBq.
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Na stejném pracovis§ti byla rovnéZz pfipravena vychozi latka pro
tritiaci 2-nitroanisolu. 2-aminoanisol (anisidin) byl rozpustén v methanolu,
pfidan katalyzator 10 % Pd/C a tritiovan plynnym tritiem po dobu dvou
hodin. Vysledna latka v 3 ml methanolu vykazovala aktivitu 104,4 MBq, dle

TLC cca 40 % aktivity bylo vazano v 2-aminoanisolu.

5.2 Experimenty

5.2.1 2-Nitroanisol

PFiprava katalyzdtoru PCWP'!

Reakci 1,6 g cetylpyridinium chloridu (CPC) C;;H33NCI-H,0, 14,8
ml H,O a 4,25 g kyseliny fosfowolframové H7[P(W;07)¢]*xH,O a
pfikapavanim 74 ml H,O; 30% za laboratorni teploty byl pfipraven Zlutavy
komplex PCWP ([n-CsHsN*(CH3);5CH3]3{PO4[W(0)(02)2]4}>).

Oxidace ’H-anisidinu na [°H]2-nitroanisol

V baiice bylo smichano 50 mg komplexu PCWP, 140 ul 3H-anisidinu,
0,5 ml H,O, a 3 ml CHCl;. Reakéni smés byla michdna magnetickym
michadlem a zahtfivana pod refluxem 4 hodiny na cca 70°C. Poté byl cely
material extrahovan do dichlormethanu. Tento byl odstranén odpafenim,
odparek byl rozpustén v 1 ml methanolu. Citéni a analyza byla provedena

HPLC (Metoda A).

5.2.2 Sanguinarin

Reakéni smés po tritiaci sanquinarinu byla pfed¢iSténa sloupcovou
chromatografii na silikagelu (Merck 100, 8 x 150 mm). Jako mobilni faze
byl pouzit ¢isty methanol. Byly sbirany frakce po 4 minutach (8 kapek/min)
a v jednotlivych frakcich byla stanovena aktivita LSC. Frakce 3 - 6
vykazujici aktivitu byly spojeny a analyzovany HPLC (Metoda B).
[*H]sanquinarin byl z pfed&isténého vzorku o objemu 2,5 ml izolovan HPLC

za vy$e uvedenych podminek postupnym manuédlnim nastftikem vzorku po 25
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ul. Na zékladé kalibrac¢ni zavislosti neaktivniho preparatu byla stanovena
koncentrace sanguinarinu v izolovaném preparatu, mérna aktivita byla
stanovena podle LSC méfeni. Obvyklé parametry udavané pro znaéené
slou¢eniny jsou uvedeny v Pfiloze 1 - Protokolu o pfipravé znalené

slouceniny.

5.2.3 Aristolochova kyselina

Reduktivni dehalogenace p-jodacetanilidu tributylstannanem.

K roztoku 3 mg (0,011 mmol) p-jodacetanilidu v 3 ml suchého
tetrahydrofuranu bylo pfidano 10 pl (0,38 mmol) tributylstannanu. Reakéni
smés byla za nepfistupu vzduchu michdna magnetickym michadlem. Reakce
byla provadéna pfi teplotach 25 a 50 °C po dobu 4 hodin. V piulhodinovych
intervalech byly odebirdny vzorky (50 pl) zpracovéany piidavkem 300 pl
mobilni faze a analyzovany HPLC (Metoda C). Chromatogramy byly
interpretovany vzhledem ke standardim p-iodacetanilidu resp. acetanilidu
naméfenych za stejnych podminek.

Reakce byla za stejnych podminek provedena s vétSim piebytkem
tributylstannanu (100 pl, 0,38 mmol) a dale v pfitomnosti 0,5 mg

katalyzatoru.

PFiprava tributylstannanu z chlorotributylstannanu

K 100 pl chlorotributylstannanu ve 3 ml suchého tetrahydrofuranu
bylo pfiddno 100 mg su$eného uhli¢itanu vapenatého, 5 mg 10 % Pd/C.
Reakéni smés byla michana po dobu 4 h. Reakce byla provedena pii
laboratorni teploté a pfi 50° C. Vznik tributylstannanu byl detekovan reakci

s p-jodacetanilidem za podminek reduktivni dehalogenace.

Modelova redukce [>H]tributylstannanem

K roztoku 1 mg (0,004 mmol) p-jodacetanilidu v1 ml suchého
tetrahydrofuranu bylo pfidano 0,5 mg komplexu
bis(trifenylfosfino)dichloronikelnatého a 200 pl smési pfipravené

hydrogenaci chlorotributylstannanu za katalyzy Pd/C (viz materidly a
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metody). Reakéni smés byla za nepfistupu vzduchu michana magnetickym
michadlem. Reakce probihala pfi teploté¢ 50 °C po dobu 4 hodin. Po uplynuti
reakéni doby byl odebran vzorek (100 pl, ktery byl zpracovan piidavkem
200 pl mobilni faze a centrifugovan). Supernatant byl analyzovan HPLC

s detekci UV a detekci radioaktivity.

Jodace kyseliny aristolochové

Vzhledem k nepatrnym mnoZstvim dostupného substratu byla pro
jodaci pouZita chloraminova metoda. K 0,5 mg aristolochové kyseliny I v 1
ml fosfatového pufru (0,05 mol/l, pH 7,5) byl pfidan 1 ml roztoku Nal /
fosfatovy pufr (2 mg/ml) a 1 ml roztoku chloraminu T / fosfatovy pufr (0,5
mg/ml). Smés byla za obfasného promichéni ponechana reagovat 30 min.
Poté byla reakce zastavena pfidanim 1 ml 1 % roztoku sifi¢itanu sodného.
Smés byla okyselena roztokem HCI na pH 3 a extrahovana chloroformem
(3x 3 ml). Chloroformovy extrakt byl pfes noc suSen siranem hofeCnatym,
su$idlo bylo oddéleno a rozpoustédlo odpafeno. Bylo ziskano 2,4 mg jasné&
zluté pevné latky, ktera Dbyla bez dal§iho Ci§téni pouzita
k hydrodehalogenac¢ni reakci.
Stopovaci experiment jodace kyseliny aristolochové s pridavkem Na'3'[

Jodace byla provedena stejnym postupem pouze v desetinovych
navazkach vzhledem k piivodnimu pfedpisu. Pfed pfidanim chloraminu T byl
do reakéni smési pfidan roztok Na'*'I (ca. 500 kBq). Chloroformovy extrakt

byl analyzovan TLC a elektronickou autoradiografii.
Hydrodehalogenace kyseliny  jodaristolochové pfipravenym

tributylstannanem a [*H]tributylstannanem byla provedena za stejnych

podminek jako vy$e uvedena modelova redukce tritiovanym hydridem.
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6 Vysledky a diskuse

6.1 2-Nitroanisol

Pfi pfipravé tritiovaného 2-nitroanisolu zjevné nelze pouzit pfimé
tritiace molekuly, protoZe by bezpochyby do$lo k redukci nitroskupiny na
aminovou. Bylo tedy nutné zvolit jiny prekurzor, jimZ mohl byt bud’'to fenol
¢i anisol, kde by bylo po tritiaci nutné provést nitraci a separovat pfislusny
o-izomer. Nebo se naskytd moZnost pouzit 2-anisidin, tento bez nebezpeci
zmény v molekule tritiovat a poté pievést aminoskupinu na nitrosubstituent.
Toto pfevedeni je teoreticky mozné provést klasicky pfipravou odpovidajici
diazoniové soli a jejim rozkladem v pfitomnosti dusitanu. PfestoZe se reakce
diazoniovych soli hojné pouzivaji i v radiochemickych syntézach jejich
vytéZzky nejsou pfili§ exkluzivni. V feSeném ptipadé¢ diazotaéni metoda
prakticky selhdvala, pravdépodobné vlivem nestability diazoniové soli. Jako
schiidné feSeni se nakonec ukazal méné€ obvykly synteticky pfistup
zahrnujici oxidaci aminoskupiny tritiovaného 2-anisidinu peroxidem vodiku
za Kkatalyzy cetylpyridinium peroxofosfowolframatem PCWP'"  ([xn-
C5H5N+(CH2)15CH3]3{PO4[W(O)(02)2]4}3'). Schéma syntetické rozvahy je

na obr. 4.
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Obr. 4 Schéma strategické rozvahy pfti ptfipravé tritiovaného o-nitroanisolu.

(hvézdi€kou v kruhu je znaceno tritiované aromatické jadro).

Parametry ziskaného preparatu jsou uvedeny v nasledujicim pfehledu,
celkovy protokol je jako Ptiloha 1, chromatogram s UV detekci a detekci

radioaktivity je na obrazku 5.
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Obr. 5 Chromatogram pfipraveného [*H]2-nitroanisolu (HPLC Metoda A,
¢ervena — standard, UV detekce, modra — tritiovany produkt detekce UV,
zelena - detekce radioaktivity, posun UV signalu a signdlu radioaktivity

odpovida objemu spojovaci kapilary mezi obéma detektory)

Ptehled parametrd ziskaného preparatu.

v VytéZek/metoda : 3,2 mg / zvazeni produktu
Chemicka ¢istota : 88 % / HPLC UV
Radiochemicka &istota : 95+ %

Mérna aktivita : 34,5 MBq/mmol, 0,225 MBq/mg
Celkova aktivita : 0,72 MBq

Objem vzorku : 3 ml

Rozpoustédlo : methanol

Koncentrace : 3,2 mg/3 ml

Objemova aktivita : 0,24 MBg/ml

AN N N N Y N N N
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6.2 Sanguinarin

Pro tritiaci sanquinarinu byla zvolena obvykld metoda katalytické

izotopové vymeény s plynnym tritiem. Struktura sanquinarinu (obr. 6)

Obr. 6 Struktura sanguinarinu

se zdala byt vici reakci pomérné inertni. Pfesto byly zvoleny velmi mirné
podminky a palladium na siranu barnatém jako katalyzator misto obvyklého
palladia na wuhli. Divodem byla potencidlni moZnost hydrogenolyzy
dioxolanovych kruhu.

Analyzou neaktivniho vychoziho vzorku sanguinarinu na tenké vrstvé
bylo zjisténo, Ze jiZ dodand vychozi latka neni chemicky ¢&ista. DoSlo
k rozdé¢leni na dvé z6ny, z nichZ jedna zlstavala za danych podminek na
startu. Analyzou extrahovanych skvrn pomoci hmotnostni spektrometrie
bylo zjiS§téno, Ze latka pohybujici se v pouzité mobilni fazi je vlastni
sanguinarin. Zbylé komponenty vzorku potom jiZ nebyly identifikovany.

ProtoZze se pfedpokladalo, Ze vysledny produkt po tritiaci bude
kontaminovan vét§im ¢i men$im mnoZstvim nové vzniklych necistot byla
k tritiaci pouZita pfimo dodana substance. Tritiace byla provedena v UJV
Rez na standartni tritiaéni aparatufe. Vysledny roztok po odstranéni labilni
aktivity mél objem 8,1 ml vykazoval aktivitu 264,7 MBq. Izolace
[*H]sanguinarinu z reak&ni smé&si byla provedena ve dvou fazich. Pomoci
sloupcové chromatografie byla ziskana ptfedc¢iSténa frakce, ktera vykazovala
mobilitu v daném chromatografickém systému a ta byla nasledné pfecisténa
HPLC. Cistota vzorku byla ovéfena chromatografii zahusténych a sebranych
frakci. Divodem pro dvoufazovou izolaci byl fakt, Ze necistoty pfitomné

v primarni reakéni smési prodluzovaly a komplikovaly HPLC separa¢ni
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proces a po nékolika nastficich bylo nutné nékolikahodinové promyvani
kolony, aby mohly byt jednotlivé separace reprodukovatelné. Sebrané frakce
byly nafedény na definovany objem a na zakladé UV kalibrace (HPLC) byla
stanovena koncentrace latky ve vzorku, aktivita byla stanovena LSC.

Z praktickych duvodu byl v prvni fazi proveden orienta¢ni pokus
s malym mnozZstvim (0,5 ml) reakéni smési. Chromatografie na
silikagelu/methanol poskytla celkem 9 frakci v ¢asovych tsecich t = 4 min
pfi rychlosti v = 8 kapek/min. Alikvoty jednotlivych frakci byly méfeny
LSC a bylo zji§téno. Ze nejvyraznéjsi podil aktivity se vyskytuje ve frakcich
3-6, coz odpovidalo pfedchozim experimentim s chromatografii neaktivni
substance. Spojené frakce 3-6 potom obsahovaly 28 % celkem k separaci
pouzité aktivity (4,66 MBq ), chromatogram (UV) je na obrazku 7. Vlastni
HPLC separace byla poté provedena postupnym nastfikem pred¢isténé
reakéni smési (20 pl) za podminek Metody B.

Zbyla reakéni smés z tritiace byla zahu§téna za vakua na pfiblizné 1,5
ml a podrobena stejné procedufe. Celkovy objem spojenych frakci byl 4,4
ml. Vysledny objem vzorku byl upraven na 3 ml, z chromatografické
analyzy byla stanovena koncentrace a chemicka &istota vzorku (UV), stejné

tak jako radiochemicka ¢istota (HPLC scintilaéni detektor).

(] | e
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Obr. 7 Chromatogram pfed¢i$téné reakéni smési z tritiace sanguinarinu

(HPLC metoda B - viz materidly a metody)
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Parametry ziskaného preparatu jsou uvedeny v nasledujicim ptehledu,
celkovy protokol je jako Ptiloha 2, chromatogram vysledného produktu

s UV detekci a detekci radioaktivity je na obrazku 8.
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Obr. 8 Chromatogram pfipraveného [3H]sanquinarinu (HPLC Metoda B,
modra detekce UV, Cervend - detekce radioaktivity, posun signali mezi

detektory odpovida objemu spojovaci kapilary)

v Chemicky vytéZek/metoda: izolovano 7,5% plivodné vnesené
substance ( HPLC, UV kalibrace)

Chemicka cistota : > 95% ( HPLC )

Radiochemicka ¢istota : > 95% ( HPLC — detekce radioaktivity )
Mérna aktivita produktu : 276 MBq/pmol

Celkova aktivita produktu : 282 MBq

Celkovy objem vzorku : 3 ml

Rozpoustédlo : H,O, octan amonny max. 32 mg/ml

Hmotnost : 0,375 mg (UV kalibrace)

Koncentrace : 0,125 mg/ml

DN N N N N U N N N

Objemova aktivita : 94 MBq/ml
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6.3 Aristolochova kyselina

V ptipadé aristolochové kyseliny je metoda piimé tritiace prakticky
nepouzitelna. Struktura obsahuje nitroskupinu, ktera je za podminek tritiace
redukovdana na aminoskupinu, ktera interaguje s volnym karboxylem za
vzniku aristolaktamu. Této reakci napomaha i sterické uspofadani, které

rezultuje v tvorbu $esti¢lenného laktamového kruhu (Obr.9)

‘ o *H, /Pd-BaSO,/MeOH ‘ o
(o SO
NO, NH, -H,0

OCH; OCH;

laktam

Obr. 9 Schéma spontanni tvorby aristolaktamu

Pro uvedenou latku bylo tedy nutné navrhnout a otestovat metodu
znaceni, kterd by nemodifikovala uvedenou strukturu a zaroven spliiovala
pozadavky kladené na radiochemické syntézy, jak z hlediska provedeni, tak i
z hlediska bezpeéné manipulace se zdroji ionizujiciho zafeni. Soucasné by
bylo vhodné, aby metoda byla je§té¢ dale pouZitelnd na latky, obsahujici
redukovatelné fragmenty skeletu. Jednim z moZnych postupti se ukézalo
pouziti reduktivni dehalogenace aryljodidd vhodnym hydridovym ¢&inidlem.
Klasické metody reduktivni dehalogenace sice poskytuji dobré vytézky,
nicméné pouzivaji takova cinidla, kterd nefe$i problém redukce dalSich
funkénich skupin. Jiz dfive byla testovana moZnost pouZiti silani®®.
Atraktivnéj§im se zdalo pouziti stannant, které by mohly spliiovat vyse
uvedené pozadavky.

Samotna piiprava arylhalogenidd, konkrétné¢ aryljodidd, neni
principialné problémem, protoZe kromé klasickych metod jsou k dispozici i
metody radiojodace, které dovoluji vnaset jod na aromatické jadro
chloraminovou, jodogenovou nebo enzymatickou metodou. Jejich pouZiti

v neaktivnim provedeni nic nebrani.
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Reakce byla testovana na modelovém substratu p-jodacetanilidu,
ktery reduktivni dehalogenaci pfechazi na acetanilid (obr. 10). Pro testovani

byl pouzit komeréné dodavany tributylstannan

NHCOCH; NHCOCH;
(C4Hg);SnH / THF

(Reduktivni dehalogenace)
| H
Obr 10 Schéma modelové reakce

V uvedeném reakénim systému bylo nutné nejdfive nalézt podminky
pro provedeni vlastni reakce. Reakce byla testovdna za ruznych teplot,
s rozdilnym pomérem substrat/reagent a v pfitomnosti riznych katalyzatora.

Stupeini konverze vychozi latky byl analyzovan HPLC (Metoda C, obr. 11)

-— toducan - Detector 1

iodacetaniid

40+ acetanilid
s 3
s 3

4300 4

4110 3

o8y
{3160 2

.

T T T T T —
L} [} 8 10 12 14

Tave Imin)

Obr. 11 HPLC separace p-jodacetanilidu a acetanilidu - Metoda

C, (modra pro A = 254 nm, ¢ervena pro A = 270 nm)

Pfi provedeni reakce za laboratorni teploty a zhruba trojnasobném
molarnim piebytku tributylstannanu probihd reakce velmi neochotné.
Sledovany pomér signald vychozi latky a produktu nepifesahuje jednotky
procent. Zvy$eni reakéni teploty na 50 °C rovnéZ nevedlo k vyraznému
narustu mnozstvi produktu v reakéni smési. PfestoZe sledovany pomér ploch
signald se se vzristajicim ¢asem zvySuje, vysledna konverze vychozi latky
nepfesahuje 10 %. (Obr. 12)
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Obr.12 Chromatogram reakéni smési p-jodacetanilidu s tributylstannanem
(molarni pomér 1:3) po 4 hodinach reakce pti 50 °C, HPLC - Metoda C;
signal 3,9 min odpovidd vychozimu p-jodacetanilidu, signal pfi 3,22 min je

produkt - acetanilid (8 % plochy vzhledem k vychozi latce).

14
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10

pomér signalu (plochy)
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Obr. 13 Srovnani prubéhu reakce tributylstannanu s p-jodacetanilidem
v THF p#i 50 °C. Modra - trojnasobny molérni pfebytek stannanu, ¢ervena -
tficetinasobny molarni pfebytek stannanu. Analyza HPLC (Metoda C),
vynasen pomér ploch pod kfivkou pro vychozi p-jodacetanilid ku

vznikajicimu acetanilidu.
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Zvyseni molarniho poméru tributylstannanu k substratu na 30:1 vedlo
k vyraznému zlepSeni vytézki, po 4 hodinach reakce byl chromatografickym
méfenim stanoven vytéZek 93 %. Identita vzniklé substance byla ovéfena
MS analyzou vzorku mobilni faze odpovidajici elu¢nimu objemu standardni

substance. Casovy prib&h reakce ukazuje obr. 13.

Vzhledem k tomu, Ze pfedpokladany ucel zkoumané reakce je tritiace
odpovidajicim stannanem nelze pfedpokladat vyraznou moznost ovlivnéni
pribéhu reakce nadbytkem tritiovaného stannanu, ktery bude muset byt
pouzit bez izolace v reakénim systému ve kterém bude pfipraven. PouZiti
teploty rovnéz nevede v uvedené souvislosti k rozumnému zvyS$eni vytézku.
Jedinou mozZnosti, jak optimalizovat dany systém je pouZiti vhodného
katalyzatoru. Jako katalyzatory byly testovany 10% Pd/C a trifenylfosfinové
komplexy :
komplex bis(trifenylfosfino)dichloropalladnaty [PdCl,(Ph3P);]
komplex tris(trifenylfosfino)chloroméd’naty [CuCl(Ph;P);]
komplex tris(trifenylfosfino)chlororhodny [RhCl(Ph;P);]
komplex tris(trifenylfosfino)dichlororuthenaty [RuCl,(PhsP);]
komplex bis(trifenylfosfino)dichloroplatnaty [PtCly(Ph3P);]
komplex bis(trifenylfosfino)dichloronikelnaty [NiCly(Ph;3P),]

Reakce byly provadény pouze s trojndsobnym molarnim piebytkem
tributylstannanu. V této souvislosti je potfeba vzit v ivahu, Ze se jedna o
reaktivni hydrid, ktery je rozkladan vlhkosti jak pfi manipulaci, tak tfeba i
zbytkovou vlhkosti reakéniho rozpoustédla, ¢i vlhkosti, kterou ziska pfi
davkovani. Tyto technické problémy lze sice eliminovat, nicméné vzhledem
k pfedpokladanému pouziti metodiky pro radiochemickou syntézu byla dana
pfednost simulaci radiochemickych syntetickych postupi a tedy
pfedpokladaného pozdéjsSiho realného provedeni, ptred totalni izolaci od
vihkosti.

Pribéh  prvni testované reakce katalyzované komplexem
bis(trifenylfosfino)dichloropalladnatym ve srovnani s nekatalyzovanou

reakci je srovnan na obr.14.
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Obr. 14 Srovnani pribéhu reakce tributylstannanu s p-jodacetanilidem
v THF pii 50 °C bez ptidavku katalyzatoru (Cervend) a s pfidavkem
komplexu bis(trifenylfosfino)dichloropalladnatého. Analyza HPLC (Metoda
C), vynasen pomér ploch pod kfivkou pro vznikajici p-jodacetanilid k

acetanilidu.

Z grafického znazornéni je ziejmé, Ze katalyzovana reakce dosahuje
uspokojivych vytézka. Jiz po 30 minutach je chromatograficky vytéZek
okolo 30 %, s prodlouzenim reakéni doby se je$té zvySuje ke 40 %.
Takovyto experimentalni systém uZ umoziiuje provedeni syntézy

v tritiovaném provedeni s dostate¢nou uc€innosti.

Srovndani G¢innosti pouzitych katalyzatort je zndzornéno na obr. 15.
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Obr. 15 Srovnani ulinnosti ruznych katalyzatori pro reduktivni
dehalogenaci p-jodacetanilidu (reakce v THF, 50°C, 0,5 mg katalyzatoru,
trojnasobny molarni pfebytek stannanu vuci substratu, osa y = pomér ploch
chromatografickych signalu acetanilidu/p-jodacetanilidu).

Pd/C (modra)

PdCl,(Ph3P); (razova)

NiCl,(Ph3P); (Zluta)

PtCly(Ph3P); (Cervena)

RuCl,(Ph3P); (fialova)

RhCI(Ph3;P); (hnéda)

CuCl(PhsP); (zelend)

Z naméfenych vysledku je ziejmé, Ze nejaktivnéj$im katalyzatorem je
komplex niklu, ktery poskytuje jak dobré vytéZzky, tak i pfijatelnou reakéni
dobu. Pouzitelnym se zda i komplex palladia nebo pouZiti Pd/C, které je
ptitomno pfimo v reakéni smési po tritiaci chlorotributylstannanu. Jejich
pouZziti by v8ak vyzadovalo podstatné delSi reakéni doby. Pozitivnim je vSak
fakt, Ze nedokonalé odstranéni Pd/C z reakéni smési po piipravé tritidového
¢inidla neovlivni vyznamné reakci katalyzovanou komplexem niklu pti
kratké reakéni dobé dostate¢né pro reakci s timto katalyzatorem, a pokud

ano, tak v pozitivhim smyslu.
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Ptiprava [*H]tributylstannanu z chlorotributylstannanu (Obr. 16) byla
experimentalné navrZena tak, aby byla proveditelna v standartni tritia¢ni

aparatufe.

3
H, / Pd-C / CaCO, / THF / reflux
/" N—sn—ai 2 > /" N—Sn3m

Obr. 16 Piiprava [3H]tributylstannanu

V prvni fazi byla provadéna v neaktivnim provedeni s plynnym
vodikem a k analytickému vyhodnoceni byla pouzZita reakce p-
jodacetanilidem, kde bylo analytické vyhodnoceni pomérné jednoduché a
zaroven simulovalo nasledné radiochemické vyuziti. Byly provadény i
pokusy s deuteraci, kdy deuterium bylo ziskdvano rozkladem deuterium
oxidu sodikem. Vysledky v$ak nebyly pftiliS§ prikazné a proto byly
vyhodnoceny pouze experimenty s vodikem a nasledné s tritiem.

Katalyzovana reduk¢éni reakce chlorotributylstannanu s plynnym
vodikem v tetrahydrofuranu a uhli¢itanem vapenatym jak bazi se ukazala byt
efektivni za podminek zahfivani na 50 °C a reakéni dob& 4 h. VytéZek
reakce v tomto pfipadé¢ opét nebyl stanovovan pifimo, jako optimum byly
vybrany podminky poskytujici nejvyhodné&j$i pomér acetanilidu k p-
jodacetanilidu ve spfaZzené reakci pouzité k detekci vznikajiciho hydridu.
Tritiaéni reakce byla provedena za stejnych podminek jako reakce
s plynnym vodikem, kdy byl ziskdn roztok reagentu v THF o celkové
aktivité 2,6 GBq/3 ml. Palladiovy katalyzator nebyl ze systému odstrafiovan,
pro vlastni dal$i praci byl opatrné odpipetovan roztok nad sedlym
katalyzatorem. Z experimenti s katalyzatory pfi dehalogena¢ni reakci
vyplyva, Ze zbytkova ptitomnost Pd/C neovliviiuje vyznamné& prabéh dalsich

reakci a miZe mit maximaln€ mirn€ pozitivni vliv.
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Modelovy

experiment

s p-jodacetanilidem prokazal schopnost

pfipraveného tritiacniho ¢inidla hydrodehalogenovat uvedeny substrat.

Chromatogram reaké&ni smési je na obrazku 17.
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Obr. 17 Chromatografie reakéni smési pfi reakci p-jodacetanilidu s reakéni

smési z ptipravy [*H]tributylstannanu (Metoda C, modra - detekce UV 254

nm, ¢ervend - detekce radioaktivity- posun piku odpovida objemu spojovaci

kapilary mezi detektory)

Dale byla testovana stabilita pfipraveného stannanu s cilem ovéfit,

jak dlouho bude surova reakéni smés aktivni pro reduktivni dehalogenaci.

Skladovani probihalo za standartnich podminek - uzaviena reakéni baiika, ve

které byla provedena reakce, béZna teplota v lednici. Testy prokazaly, Ze i

po tfech mésicich skladovéani je reakéni smés z tritiatni reakce schopna

dehalogenovat

modelovy

substrat,

jak  bylo

prokdzano méfenim

radioaktivity. Vytézky se zdaji byt niz§i, ale vzhledem k vysoké aktivité

¢inidla pfesto dostate¢né pro tritiaci substrati pouzitelnych pro stopovaci

experimenty.

Piiprava [‘H]aristolochové kyseliny, jak vyplyva z ptedchoziho

sleduje schéma uvedené na obr. 18
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Obr. 18 Navrh syntetického postupu pro modifikaci molekuly

aristolochové kyseliny tritiem.

Pro prvni krok - pfipravu jodderivatu byla zvolena metoda jodace
chloraminovou metodou. Vyhodou je rychlost pfipravy a pfedevSim to, Ze
metoda je pouzitelna v mikrokvantech, coZ ji preferuje pravé pro substraty,
které jsou dostupné pouze v malych mnozZstvich. Pro ovéfeni inkorporace
jodu do molekuly byla reakce provedena s ptidavkem '*'I, ktera prokazala
uspésnost reakce. Na obr. 19 je autoradiogram TLC analyzy izolovaného
produktu a distribuce radioaktivity podle drahy chromatogramu. Poloha
radioaktivni skvrny odpovida Rr aristolochové kyseliny
v chromatografickém systému methanol/toluen (7:3). Rozdé€leni jodovaného

produktu od puivodni substance se v TLC systému ukazalo jako nerealné.
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Obr. 19 Autoradiogram (nahote) a distribuce radioaktivity (dole)

v izolovaném produktu po jodaci aristolochové kyseliny.

Z TLC analyz je zfejmé, Ze izolovany produkt ma v sobé
inkorporovany jod. Vzhledem k obtizim separace vychozi latky a produktu
miZe byt sice chromatografickd skvrna superpozici jodované a nejodované
latky, coZ v3ak pro dany el nevadi, pouze miZe sniZit mérnou aktivitu.
V kazdém ptipad€é neni v izolovaném produktu dal$i jodovana latka nebo
produkt destrukce molekuly.

Reakce jodaristolochové kyseliny s tritiaéni smési obsahujici
[*H]tributylstannan byla provedena v tetrahydrofuranu za katalyzy
NiCl,(PhsP),, ktery se v testovacich experimentech ukazal jako nejaktivné;j$i
a za podminek ovéfenych pro reduktivni dehalogenaci p-jodacetanilidu.
Reakéni smés byla analyzovana HPLC. Pti analyze s detekci radioaktivity se
zjistilo Ze reak¢éni smés obsahuje majoritni podil aktivity s malym reten¢nim
¢asem, ktery neodpovida retenénimu Casu aristolochové kyseliny. V oblasti
jejiho eluéniho objemu se vyskytl pouze maly signal aktivity, ktery byl
vyhodnocen na piiblizné 1 % celkové aktivity analyzovaného vzorku.
Sebrana frakce v retenénim <&ase odpovidajicim aristolochové kyseliné

vykazovala aktivitu 1.57-10° DPM. ProtoZe nebylo moZné stanovit pfesnd

koncentraci ve finalnim vzorku byl vypodet ziskané mérné aktivity proveden
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pouze orientaéné na zakladé vnesené hmotnosti do jodaéni reakce a
separovaného alikvotu reakéni smési (20 pl obsahujicich cca. 0,055 npg
aristolochové kyseliny), které neodporuje ziskanym chromatografickym
vysledkim a pfedchozim kalibracim. Mé&rna aktivita produktu je potom
1,6:10° MBq/mmol. V ramci tritiace aristolochové kyseliny tedy byla
ziskana tritiem znalena latka, ktera vykazuje identické chromatografické
chovani a vySe uvedenou pfibliznou specifickou aktivitu. Izolované
substance bylo pouze nepatrné mnoZstvi, které bylo spotiebovano
k analytickym uéelim. Jako takova vSak byla navrZena, vypracovana a
ovéfena metoda, kterda vede uspéS$né k tritiem modifikované molekule

kyseliny aristolochové.
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7 Zavér

Prace je zaméfena na pfipravu tritiem modifikovanych biomolekul
s pom&€rné  slozitou strukturou a pfitomnosti funkénich  skupin
atakovatelnych klasickou vyménnou tritia¢ni reakci.

[*H]o-nitroanisol byl usp&sné ptipraven z tritiovaného [*H]o-
anisidinu oxidaci aminoskupiny peroxokomplexem kyseliny
fosfowolframové a cetylpyridinium chloridu.

Pfestoze u molekuly sanquinarinu vedla katalyticka tritiace
k ¢aste€nému znehodnoceni vnesené substance, bylo mozZné tritiovany
analog izolovat s dostate¢nou aktivitou a nasledné charakterizovat z hlediska
znacené slouceniny.

U kyseliny aristolochové vede tritiace k pfedpokladanému
aristolaktamu a reakce je prakticky kompletni, izolace zbytkové koncentrace
nedavala smysl. Byla proto vypracovana metoda zaloZena na reduktivni
dehalogenaci arylhalogenidi, ktera je pouZitelnd pro uvedeny substrat a
obecné¢ pro fadu dalSich substrati obsahujicich nékteré redukovatelné
funkéni skupiny. Metoda byla testovana na modelovém systému p-
jodacetanilid/acetanilid s pouzitim Siroké $kaly reak¢énich podminek. Vlastni
kyselina aristolochova byla uspé&$né jodovana a nasledné dehalogenovana na
produkt chromatograficky odpovidajici kyseliné aristolochové a vykazujici
radioaktivitu.

Vsechny znacené substance definované vcili projektu byly
pfipraveny, stejné tak jako byla GspéS$né provedena studie reduktivni
dehalogenace arylhalogenidi v neaktivni i radioaktivni formé&. Byla tak
vypracovana metodika vhodna pro vnaseni tritia do né&kterych citlivych

biomolekul.
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9 Prilohy

9.1 PFiloha 1

Prirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy V Praze

Katedra organické a jaderné chemie

Protokol o pripravé izotopicky znaéené slouéeniny

PozZadovana sloucenina:

[’H]2-nitroanisol

Izotop: *H
Vychozi latka: 2-aminoanisol, tritiovany ‘H (g)/Pd(C)
Dodavatel: ing. Hradec
Aktivita: 104.4 MBq v 3 ml MeOH;
dle TLC ca. 40 % aktivity v 2-aminoanisolu
Zpusob baleni: lahvicka se septem
Reakce:
HsC< Hs3C<

O O

PCWP, H,0,, chioroform
o™ o
reflux, 4 h

PCWP = [1-C5HsN"(CH2)15CH3ls{PO[W(0)(02)21e}*

extrakce do dichlormethanu, LC silikagel/1 % ethylacetat v hexanu

Postup dle:
Sakaue S., Tsubakino T, Nishiyama Y, Ishii Y.: J. Org. Chem. 1993, 58,
3633 — 3638.

Reakce provedena dne:  24.7.2002
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VytéZek/metoda: 3.2 mg/ zvazeni produktu
Radiochemicky vytéZek: nestanoveno

Chemicka cistota/metoda: ca. 88 % /HPLC UV
Radiochemicka cistota: 95+ %

Meérna aktivita produktu: 34.5 MBgq/mmol, 0.225 MBq/mg

Odpady:
Odpady likvidovany v souladu s ptislu§nym pfedpisem v ramci

likvidace radioaktivnich odpadu na PiF UK.

Adjustace ldtky pro expedici:

Baleni: lahvicka s dvojitym uzavérem
Celkova aktivita: 0.72 MBq

Rozpoustédio: methanol, 3 ml

Hmotnost latky: 3.2 mg

Koncentrace: 3.2 mg/3 ml

Objem vzorku: 3 ml

Objemova aktivita: 0.24 MBq/ml

Datum méreni aktivity:  26.7.2002

Skladovaci podminky: 4 deg C

Poznamky:

Z pitipraveného roztoku odebrano 50 pl na méfeni aktivity

Ptilohy: HPLC zdznam — srovnani standardu , vzorku a HPLC zdznam
aktivity

HPLC report — tabulka ploch pikt v adjustovaném vzorku

Aktivita méfena LSC/ SLT41 jako DPM

Pripravil: Markéta Kominkova

Expedovadno dne : 26.7.2002
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9.2 PvFiloha 2

Prirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy V Praze

Katedra organické a jaderné chemie

Protokol o pripravé izotopicky znacené slouéeniny

PozZadovand sloucenina:

[*H]sanguinarin
Izotop: *H
Vychozi latka: Sanguinarin
Dodavatel: Kat. biochemie PfF UK

Reakce:

tritiace plynem v MeOH, katalyzator Pd/BaSQO,, odstranéni labilni aktivity,
izolace HPLC (Supelcosil C-18, acetonitril/acetatovy pufr (50 mM octan
amonny + 20 ml kys. octové/l)) 40/60 (v/v)

Postup dle: originalni.

Reakce provedena dne: 4.12. 2005 - 30. 3. 2006

Chemicky vytéZek/metoda: isolovano 7,5 % pivodné vnesené
substance

(HPLC, hmotnostni bilance)

Radiochemicky vytéZek: nestanoveno

Chemicka cistota/metoda: > 95 % (HPLC)

Radiochemicka cistota: > 95 % (HPLC - detekce radioaktivity)
Mérna aktivita produktu: 276 MBg/umol

Celkova aktivita v produktu: 282 MBq

51



Odpady: Kapalny + pevny odpad uloZen ve skladu odpadi PfF UK v Praze ,
likvidace dle platnych ptedpist

Adjustace ldtky pro expedici:

Oznaceni vzorku: H sanguinarin

Baleni: lékovka, gumové septum

Celkovy objem vzorku: 3 ml

Rozpoustédlo: voda, octan amonny max. 32 mg/ml
Hmotnost:

Koncentrace: 0,125 mg/ml

Objemova aktivita: 94 MBg/ml

Datum méfeni aktivity:  30.3.2006
Skladovaci podminky: 4 °C

Poznamky:
Expedovano dne : 30.3.2006

PFipravil: Markéta Kominkova, Ing. Sarka PSondrova, Doc. Ing. Stanislav
Smréek, CSc.,
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Abstrakt

Byly pfipraveny tritiem znacené biologicky aktivni slou€eniny o-nitroanisol,
sanquinarin a aristolochovéa kyselina 1. o-nitroanisol nelze tritiovat pfimo
vzhledem k citlivosti nitroskupiny pfi katalytické reakci s plynnym tritiem,
pfi které dochazi k redukci na aminoskupinu. Jako vychozi sloucenina byl
pouzit o-anisidin, ktery byl tritiovan plynnym tritiem za katalyzy Pd/C.
Tritiovany anisidin byl pfeveden na nitroslou¢eninu oxidaci aminoskupiny
peroxokomplexem fosfowolframové kyseliny. Bylo ziskano 0,72 MBq é&isté
(HPLC) latky o mérné aktivité 34,5 MBq/mmol. Ptiprava izotopicky
modifikovaného sanquinarinu byla provedena pfimou tritiaci plynem v
pfitomnosti hydrogena¢niho katalyzatoru. [3H]Sanquinarin byl izolovan
dvojnasobnou chromatografii a bylo ziskano 282 MBq produktu o mérné
aktivit¢ 276 MBg/mmol. Molekula kyseliny aristolochové 1 obsahuje
nitroskupinu vazanou na aromatické jadro a jeji tritiace vede ke vzniku
aristolaktamu. Proto byla zkouméana nova metoda pro aromatické substraty
citlivé k hydrogenaénim podminkam. Postup spociva v jodaci aromatického
jadra a nasledné reduktivni dehalogenaci tributylstannanem resp. jeho
tritiovanym analogem. Dehalogenace byla studovana na modelu p-
jodacetanilid/acetanilid za ruznych reakénich podminek a s uZitim
trifenylfosfinovych komplexid Pd, Cu, Rh, Ru, Pt a Ni jako katalyzatoru.
[*H]tributylstannan byl ptipraven reakci chlorotributylstannanu s plynnym
tritiem (Pd/C/THF). Vlastni [*H]aristolochova kyselina I byla p¥ipravena
jodaci chloraminovou methodou a naslednou redukci [*H]tributylstannanem.

Produkt o aktivité 26,16 MBq byl izolovan pomoci HPLC.

Kli¢ova slova: o-nitroanisol; sanguinarin, aristolochova kyselina I; znaceni

tritiem; reduktivni dehalogenace; chlorotributylstannan
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Abstract

The tritium labelled biologically active compounds, o-nitroanisol,
sanguinarin, and aristolochic acid I were prepared. o-Nitroanisol cannot be
prepared by direct catalytic isotopic exchange with tritium gas, because the
present nitrogroup is spontaneously reduced to aminogroup. The starting
material used was o-anisidin, which was tritiated with tritium gas in the
presence of Pd/C. The resulting tritiated anisidin was converted to o-
nitroanisol by oxidation of aminogroup with peroxocomplex of
phosphotungstic acid. The pure (HPLC) obtained product (0,72 MBq) had a
specific activity of 34,5 MBg/mmol. The isotopic modification of
sanquinarine can be realized by direct catalytic Pd/C-tritium gas reaction.
[3H]Sanquinarine was isolated from tritiation mixture by two-fold
chromatographic purification and 282 MBq of product with specific activity
276 MBg/mmol was obtained. The molecule of aristolochic acid I contains
nitro-group sensitive to the classical catalytic tritiation reaction and
aristolactam structure is formed. The new method for tritium modified
aristolochic acid and other reduction sensitive aromatic substrates by the
way of iodination of aromatic ring and subsequent reductive dehalogenation
by [*H]tributyltin hydride was investigated. Reductive dehalogenation was
studied in detail on the p-iodoacetanilide/acetanilide system with the
variation of reaction conditions and using Pd, Cu, Rh, Ru, Pt, and Ni
triphenylphosphine complexes as catalysts. [*H]Tributyltin hydride was
prepared by tritiation of tributyltin chloride with tritium gas under catalysis
of Pd/C. The aristolochic acid I was iodinated by chloramine method,
dehalogenated by tributyltin tritide in the presence of [NiCly(PhsP);]
catalyst, and 26,16 MBq of the tritiated product was isolated by HPLC.

Key words: o-nitroanisol; sanguinarin, aristolochic acid I; tritium labeling;

reductive dehalogenation; tributyltin tritide
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