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ABSTRAKT

V préci byla studovdna metoda pfipravy radioaktivné znacenych mosusovych
latek pouzivanych jako sou¢ast parfemaénich kompozic spotiebni chemie a vykazujicich
prunik do ekosystému s néslednou endokrinni aktivitou u vys$Sich organismtii. Byla
vypracovana metoda pfiravy 3H znateného tonalidu metodou reduktivni dehalogenace
jeho bromderivétu [*H]tributylstannanem za katalyzy komplexy piechodnych kovii. Pro
galaxolid byl testovan postup izotopové vymény, kdy po modelovych pokusech
s deuteriem, které prokézaly inkorporaci tfi atomi deuteria do molekuly, byla provedena
izotopova vyména s plynnym tritiem a katalyzatorem Pd/C za vzniku produktu o mérmné
aktivité 22,8 MBg/mol.

Préce byla provedena za finan¢ni podpory grantu COST 859 a Vyzkumného zaméru
MSM 0021620857.



L UVOD ... eeeeerertectesesestnreseesesessessesessesessssssssssessesessentsssssassssessesasesesassesassssssasssseses 6
2 TEORETICKA CAST ...ooomereumuseeemisecessemsssssesssssssssessssssssssssassesssssssssssssssssnsssesssns 8
2.1 Izotopove Znadene SIOUCENINY ........ccceveeiereeerreeeeneneeeenereereetssissessseseesessessesses 8
2.1.1 Znaden€ SIOUCENINY ......c.ccoeererereerercieseensersencessnesesssessesssessessesssessasssassassasesaoss 8
2.1.2 Pouziti izotopii a znaCenych slou€enin v biologii ........ccccocvveeeverurrcecccnenncnce 9

2 1.3 TIHACE ..ocveeueneernenrneecreeseeeeeeeseesnanssssssnssessessssesesesssssseessssssssnsssesesessnss 10

2.2 FYtOremediace .........coceevevcruenirneeritrcieeeecctsseeesestesestsseenssesenssscsssssssesssssessnssassens 12
2.2.1 Mechanismy fytoremediace ...........c.ceeueeeereecrerseecseennenseessesssesanssaesnssssesssssesses 14
2.2.2 Faktory ovliviiujici UspéSnost Metody .........c.cecereererseereeseeseereeseeseeseesesnssneses 14

2.3 MOSUSOVE LALKY ......ceciereeeeirenierieeneereesseessesseesseseessesseessessesssesseesaesssessessessssssasnns 15
2.3.1 Polycyklické syntetick€ mOSUSY ..........ccceecrueeerninnninininnenccinientniseesseene 16
2.3.2 Osud mosusovych latek v ekosyStémil...........ccccereererreereereereereeseesenseeressueeenes 18
2.3.3 Estrogenni u¢inky AHTN a HHCB...........cccccoeeiinievenreneenenenrecreeereeneeneennenes 19
2.3.4 Hodnoceni zaté%e vodniho ekosystému v CR.........ccueeeeeceninncesssnsnsensennns 20
2.3.5 Hodnoty mo3usovych latek v KrvVi .......coceeceecericinsinnccinninccnicccniieccenenee 24

3 CIL PRACE .....ooueereeceeeseeisssesesessssssisssesssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssnnes 26
4 EXPERIMENTALNI CAST......oooucrrmmmmecenimmnecsesmanecssssamsessssesssnseesssssesessssannececss 27
4.1 PouZité chemikalie @ PHSIOJE ......coeeueereemereereeerererecneneceneennseeeneennsneenesnssnsensensnces 27
4.2 POpis €XPErimentil..........cccceeueererreenserseenseesressesseeseessesssessessesssassessssssesssessessasssasnens 28
4.2.1 TONANI .....cveeererieeeeetetecececctecercreeneceereneeeesessecassassassneenssassesssssssenssnesns 28
4.2.2 GalaXOolid........ccoceeeereereerereneecrereeneseesnneressessssessesessessssessesessssassessesnsasesssesasrsses 33

5 VYSLEDKY A DISKUSE .....ououiirineensiensisssissessssssssssssssesssssssssnssssssssssasssssssssesns 36
5.1 TONAL ...ttt sssssssssssnesesssnssassssssnsssssensnsensssssans 36
5.2 Galaxolid.....cceevererirrenierririeneerenesseesenesseesesesssesessessasessesssssesseesssnssssesessssssssssnssns 41

6 ZAVER ....ooorrrccrrmiecennasseeeesasesesssmassssssssssssssssssasessssssassassessaanisssessassesessssasnnesees 43
7 SEZNAM ZKRATEK .......oocueuitrrintrnenrenteseeresinessessssessssssssssssssssessessssssssssssassssssssssoses 44
S LITERATURAL.......cooiriiitnenctetnntssseannesestesesnsssssssssssssssssnssssossssssssssssssssssasssssssnsases 46



1 UvOoD

Zvysujici se uroveii kvality a komfortu lidského Zivota, ktera je podporovéna
rychlym rozvojem vé&dy a techniky, s sebou pfinas$i i fadu negativ. Mezi tyto negativni
jevy patii predeviim kontaminace ekosystému jak produkty, tak i odpadnimi latkami
chemického, strojirenského, hutnického, energetického a farmaceutického priimysiu.
Casta je i kontaminace piid a vod produkty spotfebni chemie. Kontaminace ekosystému
jiz doséhla takové urovné, kterd vyrazné zvySuje zdravotni rizika, kterym je Elovék
v sou¢asné dobé vystaven. Vlivem neznalosti biologickych vlastnosti nové vyrabénych
latek dochazi k ob&asnému poskozovani Zivotniho prostfedi. Pfi¢inou nemusi byt pouze
vyrabéna latka, ale i meziprodukty a vedlejsi produkty. Situace je o to vaznéjsi, protoze
pro fadu synteticky vyrobenych latek si pfiroda jesté nestacila vytvofit ucinné
mechanismy na jejich degradaci.

Syntetické analogy piZma patfi mezi latky srozsdhlym pouZitim v oblasti
aromatizace rtiznych typi detergenti a kosmetickych piipravki, které, jak ukazaly
studie kontaminace vodniho ekosystému realizované v 90. letech, jsou velmi perzistentni
a maji schopnost biokoncentrace v riiznych typech vodnich organismii. K priniku téchto
latek do Zivotniho prostfedi dochézi predev§im odpadnimi vodami, nebot’ pfi béZnych
Cistirenskych upravach nedochazi k dostatedné ucinné biodegradaci ¢&i sorpci. Toxicita
syntetickych analogli piZzma, stejné jako jejich osud v Zivotnim prostfedi, je pfedmétem
fady diskusi a je indikovana potfeba dalSich studii, které by jejich vliv na akvatické
ekosystémy (popt. i zdravi Elovéka) bliZe specifikovaly.

Organické slouceniny znadené radioaktivnimi izotopy jsou c¢asto pouZivané
k analyzdm procesti probihajicich v Zivych organismech. Jejich Siroké uplatnéni
zahrnuje nejen oblast rozliénych biodistribuénich a biotransforma¢nich studii v in vitro
systémech, ale v sou¢asné dob& jsou znatené sloueniny uspé$né€ aplikovany pfi in vivo
zkoumani dé&ji a mechanismil v Zivych organismech, jako jsou napf. transportni procesy
v membranach, receptorové interakce, tvorba a vlastnosti farmakon-receptorového

komplexu, procesy souvisejici sreplikaci genetické informace, mechanismy



karcinogeneze apod. Vyznamn& se rovnéZ takto znadené slouceniny podileji na
ekologickych vyzkumech transportu, ¢i dekontaminace ekosystému.

V soutasné dobg, kdy si stile vice uvédomujeme ekologické dopady industrializace
a konzumniho Zivota nadi spole¢nosti, je tématu znatného rozsifeni synteticky
pfipravenych latek a kontaminaci ekosystému vé&novéna celosvétove velka pozornost.

Hlavnim cilem je snaha vyvinout a pouZivat takové dekontamina¢ni metody, které
by byly 3etrné k Zivotnimu prostfedi a které by nebyly ekonomicky naro¢né. Existuje
fada fyzikdln&-chemickych metod. Ty jsou vSak destruktivni ve vztahu k
vlastnostem piid a nasledné rekultivace je jak technologicky, tak i ekonomicky velmi
naro¢nd. Jednim ze slibnych alternativnich zptisobil je biologicka dekontaminace pid.
Pfi pouziti biologického procesu je piida zbavena polutantt za soucasného zachovani
zakladnich vlastnosti piidniho systému a je moZné i nadale vyuZivat dekontaminované
plochy naptiklad pro zemé&dé&lské ucely. Dalsi oblasti vhodnou pro uplatnéni biologické
dekontaminace jsou odpadni vody vytékajici z Cistiren odpadnich vod, které c&asto
obsahuji zbytky rozli¢nych latek. Pro tyto uéely se zda byt vhodné uZiti vysSich rostlin.
Uspésné vyuiti je viak podmin&no podrobnymi znalostmi o pochodech, které pii téchto

procesech v rostlinach a na rozhrani mezi kofeny rostlin a vlastni piidou probihaji.



2 TEORETICKA CAST

2.1 IZOTOPOVE ZNACENE SLOUCENINY

Aplikace izotopové znafenych sloucenin v pfirodnich védach jsou velmi
rozsdhlé. PouZivaji se napf. ke studiu mechanismi a kinetiky chemickych i
biochemickych reakci, biogeneze rozli¢nych latek rostlinného a Zivo€idného pilivodu,
metabolickych procesi, funkce jednotlivych Zivoéisnych organii atd. Velmi vyznamnou
ulohu hraji téZ v oblasti lékafské diagnostiky a terapie.

Tato diplomova prace je zaméfena na pfipravu dvou znacenych ekopolutantt,
galaxolidu a tonalidu, vyuZitelnych pro studium fytoremediatnich experimentii, jako

alternativnich metod pro dekontaminaci povrchovych vod a pid.

2.1.1 Znaéené sloucéeniny

Terminem izotopicky modifikovana slou¢enina se rozumi takova latka, ktera se
od ostatnich molekul ve vzorku jen malo li§i svym fyzikalnim, chemickym ¢i
biologickym chovanim, ale lze ji vhodnou analytickou metodou relativn€ snadno
detekovat.

Slou¢eniny mohou byt znaceny fluorescenéné&, spinov€ nebo izotopicky. Velky
vyznam ma uziti izotopicky znadenych slou¢enin. Molekuly mohou byt znafeny jak
stabilnimi, tak i radioaktivnimi izotopy a pro ob& metodiky jsou dostupné finalni
analytické postupy, at’ uz hmotnostni spektrometrie pro stabilni nuklidy, & méfeni
radioaktivity pro nuklidy nestabilni.

Organické slouceniny je vhodné oznadovat izotopy prvki, ze kterych se samy
skladaji. Jako interni znaeni se nazyva modifikace, pfi které se nahradi né¢ktery atom
zpavodni struktury pfisluinym radionuklidem (H, "C, **S apod.). V n&kterych



ptipadech je takovyto postup obtizny nebo dokonce nemozny. Pak je vhodné pouZiti tzv.
externiho znaleni, jako je tfeba methylace dusiku ['*C] nebo [*H]methyljodidem nebo
elektrofilni substituce jodu na aromatickém jadie. Nevyhodou externiho znaleni je
modifikace molekuly, kterd miiZze vést ke zm&né& vlastnosti dané latky, a tedy i ke zméné
nebo a ztratd testované biologické aktivity. Ke znaleni se uZivaji jak stabilni, tak i
radioaktivni nuklidy.

Znaceni radioaktivnimi nuklidy s sebou pfina$i fadu komplikaci, at’ uz ve féazi
syntézy, nebo poté pfi manipulaci s touto znaenou sloudeninou, a pfistroj pro detekci
radioaktivity je &asto dosti ndkladny. Uvedené nevyhody jsou viak pfevaZzeny vybornou
citlivosti detekce radioaktivnich markert. Zvlast¢ v biochemickych a farmakologickych
experimentech dovoluje ve spojeni s modernimi molekularné-biologickymi metodami

zkoumat biosystémy aZ na receptorové trovni.'?

2.1.2 Poutziti izotopu a znaéenych slouéenin v biologii

Izotopy a znadené slouceniny se Casto uplatnily pfi studiu biologickych,
biochemickych nebo fyziologickych experimentilnich situaci a problémi. Siroké
spektrum aplikaci se da shrnout do &tyf skupin vyuziti.?

1. Sledovéni pohybu - sledovani jednotlivych Zivo€ichii, cest a dynamiky S$ifeni
bakterii v organismu, pohybu buné¢nych utvartii, plynti, kapalin a mineralnich Zivin v
organismu, pfechodu asimilace z listi do jinych ¢&asti rostlin, pfenosu latek mezi
organismy a pfechodu latek pfes membrany. V nékterych aplikacich, napt. sledovani
Zivolichl, jsou mozné i jiné metody, jako tieba metoda barvenim nebo piimym
pozorovanim.

2. Sledovani chemickych zmén - timto se rozumi $tépeni a vznik chemickych
vazeb pfi zaniku jednéch a vzniku novych molekul, pfesuny skupin atomi. Izotopové
znadeni umozZiiuje sledovani souvislosti mezi molekulami pfi vzniku novych molekul z
pivodnich a napoméaha zkoumat cesty, smér a naslednost téchto zmén. Patfi sem zna¢na

gast biochemickych izotopovych aplikaci, jako je biosyntéza sloZitych molekul,



metabolismus sloZek potravin a jinych latek, jako jsou léliva, pesticidy a jiné
ekopolutanty.

3. Studium kinetiky dé&ji v Zivych soustavach - jednd se hlavné o studium
metabolického obratu. V Zivém organismu nepfetrZit¢ dochdzi k pfeméné latek a
energie. Neustale jsou tvofeny nukleové kyseliny, enzymy, sacharidy, tuky atd., zatimco
jiné molekuly jsou odbourdvany a nahrazoviny novymi. Rychlost tohoto obratu lze
sledovat pomoci izotopu.

4. Studium dé&ji souvisejicich s pfenosem informaci - do posledni skupiny patfi
izotopové studium mechanismu pfenosu genetickych informaci na molekularni Grovni a
nékteré dalsi problémy, jako jsou hormonélni mechanismy regulace a imunochemické

reakce.

2.1.3 Tritiace

Tritium je relativné levny, malo toxicky a univerzalni radioizotop s polo¢asem
rozpadu 12,4 roku, coZ je dostadujici pro vétsinu experimentd. *H je izotop emitujici
nizko energetické pB-zafeni (0,0118 MeV). Tritium je komeréné dodavéano bud’ jako plyn,

nebo se oxiduje na *H0.
A) Metoda izotopové vymény

Pfiprava tritiem znaenych slouenin reakci izotopové vymeény patfi nepochybné
mezi zakladni techniky pro zavedeni tritiového atomu do struktury molekuly. Tato
metoda umoZiuje tritiaci velmi komplexnich sloudenin, které by jinak znadeny byt
nemohly, a to dvojim postupem.

a) Katalyticka vyména v roztoku

Znaceni organickych sloudenin katalyzovanou vyménou v roztoku za pouZiti
tritiovaného rozpoustédla nebo plynného tritia jako donoru aktivity je obecnym

postupem, ktery poskytuje vysoké radiochemické vytéZky a vysoké molarni aktivity.
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Produktem jsou vétSinou selektivng nebo neselektivng, méné &asto specificky znaené
slou¢eniny.*

b) Vymeéna s plynnym tritiem

Vyména s plynnym tritiem je nazyvéna také jako tzv. Wilzbachova metoda.
Metoda spoéiva v ponechéni sloueniny v kontaktu s plynnym tritiem po dobu n€kolika
dni aZ tydni. Emitované zafeni b&hem této doby produkuje velmi reaktivni ionizované ¢i
excitované &astice, které indukuji vyménné reakce mezi vodikovymi atomy slou¢eniny a
plynem.?

Jednoduchost metody vedla k mnoha snaham vylepsit efektivitu inkorporace
tritia a sniZit mnoZstvi vedlej§ich produkti. Nékolikandsobné vyssi ucinnosti reakce je
mozZno dosahnout pouZitim riznych hydrogena¢nich katalyzatori obsahujicich vzacné
kovy, jako je platina, paladium a nikl. UZitim tohoto postupu se da ziskat
2000 — 3000-krat vy$s$i mérna aktivita neZ u metody bez pouZiti katalyzzitoru.6 Novéjsi
metody pak vyuZivaji napf. organokovovych komplexi iridia, jako tfeba bidentatnich
fosfini [(cod)Ir(dppe)]BF4 nebo [(cod)Ir(py)(PCy3)]BF4, kdy je v nékterych ptipadech
mo2na predikce polohy zna&eni.’

V praxi se obvykle vyuziva Pd/C, ktery zptisobuje nejen izotopovou vyménu, ale
atakuje také redukovatelné &asti tritiované molekuly. Pfitomnost redukovatelnych
funkénich skupin je proto limitujicim faktorem pro pouZiti této metody. Neni tak moZné
oznacit napfiklad molekuly obsahujici nitroskupinu, alkoxykarbonylovou skupinu apod.,
protoZe ziskavame odpovidajici redukované funk&ni skupiny. V pi¥ipad¢ redukovanych
nitrolatek je v nékterych pfipadech moZna zpétna oxidace na nitroslouceninu, pokud je

zbytek molekuly k oxida¢nimu ¢inidlu dostateéné inertni.®%1°

B) Reduktivni dehalogenace

Reduktivni dehalogenace je dal$i metodou vhodnou pro vnaseni atomi tritia do
organickych molekul. Atomy halogenti v molekule substratu mohou byt snadno
vyménény za vodik, deuterium resp. tritium.

Pro hydrodehalogenaci existuje celd fada reakénich &inidel. Oblibenym ¢&inidlem
pro reduktivni dehalogenaci je tributylstannan, ktery byl pouZit napfiklad na
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polyhaloflouoroslou&eninach.' Dalsi jednoduchy systém pro eliminaci halogend je smés
KHSO4/Na;SO3;, pouZitd na halofenolech v suchém metanolu.'? Jinym systémem
zkouSenym na halofenolech a jeho derivatech je smés silné kyseliny a slabého
nukleofilu. Konkrétn& se jednalo o AICl; a EtSH resp. Et;S."* Na stejnych substratech
byla asp¥$n& pouZita také reakini smés zinku ve vodném roztoku amoniaku.'
Reduktivni dehalogenace tetrahydridohlinitanem lithnym (LiAlH4) probiha pfes stadium
organohlinitych slougenin.” Hydrodehalogenaci lze samozifejm& provést i klasickym
zpusobem reakci arylhalogenidu s plynnym vodikem za katalyzy Pd/C v pfitomnosti
baze. VytéZzek reakce lze ovlivnit modifikaci baze nebo ptidavkem kvartérni amoniové
soli. Uvedenou reakci lze provést dokonce i ve dvoufdzovém uspotadani voda/isooktan,
kdy Ize pouZit ve vod& rozpustné anorganické baze. '

V mém piipadé¢ se jednalo reduktivni dehalogenaci na uhliku v o poloze
vzhledem ke ketonu. Zde je napiiklad mozné pouzit oragnotellurovych &inidel, které
jsou schopné odstranit i jiné substituenty v poloze o od ketonu.'” Pom&mé& dobrych
vysledki se doséhlo pfi hydrodehalogenaci riznych a-haloketonti s riiznymi thioly
(methyl, ethyl a benzylthiol) ve vice jak dvojndsobném nadbytku za vzniku
dehalogenovanych ketonti a disulfidi, pfi¢emZ benzylthiol se ukazal jako slabsi redukéni
¢inidlo neZ alkylthioly.” Dalsi vhodnou moznosti se ukézala reakéni smés s jodidem
sodnym a chlortrimethylsilanem v acetonitrilu.® Radu cinhydridt, mezi nimi jiZ
zmiilovany tributylstannan, lze vyuZit i pro uvedené halogenné substituenty. Potadi
reaktivity nejpouzivan&jsich hydridi je nasledujici: (C¢Hs)2SnH; = n-C4HoSnH; >
(CsHs)3SnH = (n-C4Hs)2SnH, > (n-C4Hg)3SnH.**

2.2 FYTOREMEDIACE

Fytoremediace je metoda definovana jako technologie vyuZivajici rostlin k fixaci,
akumulaci a rozkladu nebezpe¢nych kontaminanti, tj. k jejich odstranéni z Zivotniho
prostfedi. Metoda zahrnuje vyuZiti vegetace pro in situ remediace pudy, sedimenti a

vody. Vybrané rostliny se vyuZivaji k extrakci iontli toxickych kovi, vdetné
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radioaktivnich izotopi, i k odstran&ni n&kterych organickych litek z uvedenych
abiotickych slozek. Pro 1sp&Snou remediaci je nutnd biologickad pfistupnost
kontaminantii z vody a piidy do rostliny, ktera je dana zejména rozpustnosti latky, typem
pldy a stafim kontaminace.

Diivodii pro rozvijeni této technologie je nékolik. Pfedevsim lze dosahnout sniZeni
nakladi pfi dekontamina¢nich procesech. Metoda predpokladd vyuZiti znamych
agrotechnickych postupii b&Zn& pouZivanych pii zem&délském hospodafeni. Z toho
vyplyva, Ze finanéni vstupy jsou obecné nizké a néaklady na prib&h remediace
minimalni.

Dal3i vyhodou fytoremediace je Setrny pfistup k prostfedi, nebot’ metoda se vyhyba
odstranéni pidy a pouZiti téZké techniky. Z tohoto pohledu je metoda pfiznivé pfijiméana
vefejnym min&nim.'®

Fytoremedia¢ni technologie se postupné stdva jednim z procest, ktery vyrazné
prispiva k odstranéni xenobiotik z Zivotniho prostfedi. Navic podobné procesy probihaji
v pfirodé zcela pfirozené a vzhledem k obrovskému mnoZstvi rostlinné biomasy neni
tento pfirozeny piispévek k dekontaminaci rozhodné zanedbatelny.

Hodnotime-li fytoremediaéni proces, nelze opomenout i ur€ité nevyhody, které tato
technologie v sob¢ skryva. Pfedev$im se jednd o dlouhodoby dekontamina¢ni proces,
ktery nelze uskute¢nit v prib&hu jednoho vegetaéniho obdobi. Dekontaminace, ktera je
obvykle imérna mnoZstvi vyprodukované biomasy, je potom zavisla na povaze pidy,
obsahu dostupnych Zivin, klimatickych podminkach, ale zarovedi i na charakteru
polutantu a jeho toxicité vici pouZitému rostlinnému druhu. Kontaminanty se mohou
hromadit v listech a mohou byt znovu uvoliiovany (napf. pfi opaddvani listd) do
prostiedi. V nékterych piipadech se zvySuje rozpustnost polutantli a miize dojit k jejich

roz$iteni do okolniho prostoru.19
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2.2.1 Mechanismy fytoremediace

Rostliny pti dekontaminaci uplattiuji nékolik mechanismi:

>

Pfima absorpce koteny. Nasleduje pfesun xenobiotik do rostlinné tkané a
akumulace ve form& nefytotoxickych metaboliti. Nerozpustné latky se
vét§inou vaZi na pevné na povrch kofend. Latky s vy$8i rozpustnosti jsou
transportovany do cilovych rostlinnych tkani, kde mohou byt metabolizovany
na nefytotoxické produkty a ukladany napf. do vakuol nebo bunéCnych stén.
Uvoliiovani enzymii do prostiedi. Enzymy podporuji mikrobialni aktivitu a
biochemickou transformaci v pidé. Mezi hlavni enzymové systémy nalezené
v pudé z kontaminovanych mist, které se pravdépodobné podileji na pfeménu
organickych latek v Zivotnim prostfedi, patfi dehalogenasy, reduktasy,
organickych slou¢enin, lakasa (fenoloxidasa) a nitrilasy.

Zvy3ena mineralizace latek v rhizosféfe, ktera je typicka pro €innost hub a
mikrobidlnich organismii. Rostliny napomahaji mikrobidlni mineralizaci
v rhizosféfe tim, Ze uvoliiuji do pidy latky, které mohou slouZit
mikroorganismiim jako zdroj uhliku a energie pro metabolizmus organickych

polutant v Zivotnim prosttedi.”’

2.2.2 Faktory ovliviiujici aspésnost metody

Faktory ovliviiujici ispé3nost pouzZité fytoremedia¢ni technologie:

>
>

Pfitomnost rostlin, které jsou schopné efektivné degradovat polutant.
Schopnost rostlin téchto rostlin metabolizovat polutant akceptovatelnou
rychlosti na vyslednou koncentraci polutantu povolenou zidkonem.

Vznik produkti (meziproduktl), které by v dosaZené koncentraci byly
toxické.

Pfitomnost dalSich chemickych latek &i smési na kontaminované lokalité,
které potladovaly riist a metabolickou aktivitu degrada¢ni flory.

Dostupnost polutantti rostlindm.
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» Zajisténi nezbytnych podminek stimulujici riist a metabolickou aktivitu
pouZitych rostlin napf. anorganické Ziviny, kyslik nebo vhodné akceptory
elektronli, stopové prvky, vlhkost prostfedi, teplota, pH, zdroj uhliku a
energie.

Cena technologie musi byt niZ$i neZ cena jiné technologie schopné destruovat cilovy

polutant.!

2.3 MOSUSOVE LATKY

Mosusové latky hraji stfedni roli v oblasti kosmetického primyslu. Tvofi hlavni
slozku parfémovych kompozic. PouZivani mosusovych litek sahd aZ do antiky a je
soudasti kulturni historie.

Poatek chemie ptirodnich piZmovych odoranti je spojen s objevenim
makrocyklickych mo$ust, ketont a laktoni, v priib&hu prvni poloviny 20. stoleti, kdy
byly izolovany z Zivo&i$nych a rostlinnych zdrojii a nésledovalo objasnéni jejich
struktur.

Muskon, civeton a exalton jsou hlavnimi odoranty ziskanymi z Zivoci$né fiSe,
zatimco lakton exaltolid a (Z)-A’-ambretolid byly izolovény z rostlin.”®

Synteticka piZma jsou antropogenni chemikalie, které jsou vyrabény ve velikém
mnoZstvi a jsou $iroce uZivany ve spotfebnim zboZi jako jsou detergenty, ¢istici
prostfedky, osvéZovale vzduchu, parfémy, vody po holeni, kosmetika a produkty osobni
hygieny. Dnes jsou pouZivany dvé zakladni skupiny syntetickych moSusti: nitro moSusy
a polycyklické mosusy.?®

Skupina nitromo3usti byla objevena ndhodou v priib&¢hu hledani vybu$nin pted
né€kolika stovkami let, kdy struktura vySe uvedenych pfirodnich moSusovych latek jeste
nebyla znama. Mezi pfedni zastupce, reprezentujici tuto skupinu latek patfi moSusovy
xylen (MX), moSusovy keton (MK), moSusovy tibeten, moSusovy ambret a mosken. Je
az pozoruhodna shoda, Ze tyto penta- a hexa- substituované polynitrobenzenové derivaty

vykazuji piZmovou viini. Pro tyto aromatické vlastnosti a jejich velmi pfiznivou cenu,
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hlavné v porovnéni s pfirozenymi a pozdé€ji také syntetickymi makrocyklickymi
moSusovymi latkami, se v chemickém primyslu za¢aly nitromosusové latky pouzivat ve
velkém mnoZstvi. V pribé&hu 80. letech zadalo jejich uZiti klesat. Divody byly ¢asteéné
toxikologické, &4steén& praktické®® (hlavnim problémem byla fotochemické reaktivita
vedouci k odbarveni a senzibilizaci kiize)”’, ale hlavnim divodem bylo uvedeni tieti
skupiny vysoce G¢innych mos$usovych latek na trh.

Tato tfeti skupina syntetickych moSusovych litek se sklada z polycyklickych,
aromatickych slou€enin, pfedev$im indanovych a tetralinovych derivati. K hlavnim
predstavitelim této tfidy patii fantolid (AHDI), celestolid (ADBI), traseolid (ATII),
fixolide neboli tonalid (AHTN) a galaxolid (HHCB). V dne$ni dobé& jsou nejvice
vyuzivané posledni dvé jmenované latky. Polycyklické moSusy jsou dnes ve stejné
cenové kategorii jako nitro mosusy, nebo jsou dokonce levnéjsi, tj. 15-20$ za kilogram a
ro¢né jich je celosvétové vyrobeno nékolik tisic tun. Pro nizkou biodegradabilitu a
tendenci akumulovat se jsou tyto latky stiedem z4jmu n&kterych studii.’

Od roku 1995 do roku 2000 byla celosvétova produkce dvou nejhojnéji
uzivanych nitro moSusti (MK a MX) sniZena z 300 t/rok na 200 t/rok. V roce 2000 bylo
celosvétové vyrobeno pfiblizné¢ 4000 tun polycyklickych analogl pizma. Evropska
produkce téchto dvou latek byla v roce 2000 okolo 1800 t, pfi¢emZ produkce ostatnich
polycyklickych mosusiti neptesahla 20 tun.?

2.3.1 Polycyklické syntetické mosusy

Tonalid

Synonyma (CAS: 21145-77-7):
7-acetyl-1,1,3,4,4,6-hexamethyl-1,2,3,4-tetrahydronaftalen; AHTN
1-(5,6,7,8-tetrahydro-3,5,5,6,8,8-hexamethyl-2-naftalenyl)ethanon

1-(5,6,7,8-tetrahydro-3,5,5,6,8,8-hexamethyl-2-naftyl)ethan-1-on

fixolid, tetralid, extralid, tentarom
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Tonalid je bila krystalicka latka s teplotou tani 53°C a teplotou varu 109°C. Voni
sladce po kvétinach a dievu. Je to polycyklicka velmi persistentni latka (log Kow = 5,7).
Akumuluje se v organismech. UZiva se do Sampont, mydel, {isticich prostfedkd,
antiperspirantli, votlavek. Druh viné& je sladce &isty, mirny. MoSusové latky jsou
nejproslulejsi ze vSech esencialnich kategorii, protoZe jsou obecné zahrnuty ve vini
exotického plivodu, a to v piZmu nékteré vysoké zvéfe (napf. jelen).29’3°’3 !

V molekule tonalidu je jeden stereogenni uhlik. Pouze (S)-izomer je zodpovédny

za jeho vonné ucinky.

Galaxolid

Synonyma (CAS: 1222-05-5):
1,3,4,6,7,8-hexahydro-4,6,6,7,8,8-hexamethylcyklopenta[g]-2-benzopyran, HHCB

1,3,4,6,7,8-hexahydro-4,6,6,7,8,8-hexamethylindeno(5,6-c)pyran
abalid, musk 50, pearlid

Galaxolid je vyznamny moS$usovy odorant a je v parfumerii nejvice uZivanou
latkou s roéni produkci okolo 3800 tun.”’
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Slou¢enina je mirn€ viskdzni, bezbarva, stabilni kapalina. Je to polycyklicka,
velmi persistentni latka (log Kow = 5,9). Akumuluje se v organismech. Uziva se do
Samponti, mydel, Cisticich prostfedki, antiperspirantti, voiiavek, vonnych oleji apod.
Dodava se ve form& 50 % roztoku v diethylftalatu 3"

V molekule galaxolidu jsou dvé& stereogenni centra, a to na C-2 a C-8. Bylo
uréeno, Ze vyrazné mosusové aroma je zpusobeno (8S,2S)- a (8S,2R)-diastereoizomery a

zbylé dva izomery, tedy (8R,2S)- a (8R,2R)-izomery, jsou témé&f bez viing. 2

2.3.2 Osud mosusovych latek v ekosystému

Jednim z majoritnich celosvétovych probléml je omezené mnoZstvi dosud
neznelisténé vody, kterd je vhodna pro vyrobu potravin a pro zdsoby pitné vody.
Opétovné uzivani precisténé odpadni vody miZe vést ke zvySeni vodnich zasob
v oblastech, ve kterych poptavka po vodé, zpravidla urbanizovanou populaci, pfesahuje
moznosti poskytované pfirodnimi vodnimi zdroji. To se stava limitujicim faktorem pro
ekonomické poZadavky.

V Evropské unii je dnes pouZivano ptiblizné 3000 rozdilnych lékovych ptisad,
obsahujici hlavné¢ Iéky tiSici bolest, antibiotika, antidiabetika, beta-blokatory,
kontraceptiva, regulatory lipidl, antidepresiva, trankvilizéry a cytostatika. Tyto latky
jsou mnohdy biotransformovany a kombinace téchto nezménénych lé€iv a metabolitii je
organismy vylu¢ovana. Tato farmaka se zpravidla dostavaji, at’ z privatnich obydli nebo
nemocnic, do {istiren odpadnich vod. Polycyklické moSusové latky jsou ve velkych
mnoZstvi vyuZivany v kosmetickém primyslu. Na rozdil od 1é¢iv komponenty produktu
osobni hygieny, jako pravé polycyklické moSusové latky, ve vét§i mife neprochézeji
skrz lidsky organismus. Do odpadnich vod se vSak dostavaji prostfednictvim jejich
pravidelného uzivani v prub&hu sprchovani nebo koupéni. ProtoZe 1éCiva ani moSusové
latky nejsou v priibéhu procesu ¢isténi odpadnich vod zcela odstranény, tak &istirnami
odpadnich vod tyto latky pronikaji ve znaénych mnoZstvich do povrchovych vod.*?

Prvni zprava o vyskytu syntetickych moSusovych latek v povrchovych vodach a

zde Zijicich organismech byla zvefejnéna vroce 1981. V tomto piipadé se jednalo
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o mosusovy xylen a mosusovy keton v lokalité tokijského zélivu a feky Tama. Prvni
zminka o vyskytu polycyklickych moSusovych latkiach v riiznych environmentalnich
kompartmentech byla publikovana roku 1994. V soucasnosti byly polycyklické moSusy
detekovany témé&F ve viech oblastech Zivotniho prostfedi véetné povrchovych vod,
sedimentu, vzduchu, odpadnich vodach a kalech, garnati, m&kkyst a ryb, dokonce i
v mateiském mléce a v lidské tukové tkani. Tyto vysledky ukazuji, Ze polycyklické
mosusy maji $iroky vliv na Zivotni prostiedi a jsou bioakumulovéany ve vodnim systému

aiv lidském tele.>

2.3.3 Estrogenni ucinky AHTN a HHCB

Estrogeny hraji rozhodujici roli pti riistu, vyvoji a fizeni celé fady tkani. Jejich
fyziologické u¢inky jsou zprostiedkovavany prostfednictvim estrogennich receptorti, jez
ptislusi superrodiné jadernych hormonélnich receptori. Tyto receptory jsou ligandem
aktivované transkrip¢ni faktory, které mohou indukovat transkripci genil obsahujicich
specifické elementy pro hormondlni odezvu. Estrogenni receptory se skladaji ze Sesti
funkénich domén, vetné DNA vazajici domény a ligand vazajici domény.
Rozeznavame tfi subtypy téchto receptorii - ERa, ERP a u nékterych Zivocichu i ERy.

Na estrogenni receptor se sriznym stupném afinity a ucinnosti miize vazat
mnoho strukturaln€ odlisnych sloucenin. Mnoho z téchto latek, jako napiiklad hlavni
pfirozeny ligand estrogenniho receptoru 17B-estradiol, vystupuje vyhradné jako
agonisté, zatimco ostatni latky funguji Cisté jako antagonisté. Selektivni modulatory
estrogennich receptori pak maji schopnost vystupovat jako agonisté, tak i jako
antagonisté. To zavisi na faktorech jako je typ buiiky nebo na subtypu receptoru, na
ktery se ligand navaZe. Selektivni modulétory estrogennich receptort, jako je relofixen a
tamofixen, jsou klinicky pouZivané v 1é¢bé& osteopordzy a pfi karcinomu prsu.39

V soudasnosti bylo prokazano, Ze velké mnoZstvi antropogennich substanci
vyskytujicich se v Zivotnim prostfedi vykazuji endokrinni a urditou estrogenni aktivitu.

Estrogenné aktivni latky mohou negativné ovliviiovat reprodukéni systém organismu.
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Navic se diskutuje ohledné souvislosti mezi xenoestrogeny a rakovinou indukovanou
hormony. 4

Ohledné estrogenni aktivity polycyklickych mosusovych latek neni mnoho
znamo. Bylo v8ak provedeno né&kolik studii. Jednalo se vétSinou o in vitro experimenty,
které byly provedeny na nékolika rtiznych bunéénych kulturdich. Pro AHTN a HHCB
byla povétsinou zjisténa mirna estrogenni aktivita. S porovnanim s pfirozenym ligandem
estradiolem byla jejich afinita k ERa pfiblizné o Sest fadu niZ§i. K ERP pak nebyla

nalezena 74dn4 aktivita.*'

2.3.4 Hodnoceni zatéze vodniho ekosystému v CR

V ramci studie vzorki ryb a dal$ich sloZek vodniho ekosystému v CR v letech
1997 — 2000 byla vyvinuta a validovana metoda pro stanoveni péti zastupci
polycyklickych slouenin (celestolid, fantolid, traseolit, galaxolid a tonalid) a dvou
zastupcll nitrovanych slou¢enin (moSusovy xylen a mosusovy keton). 36

V téchto letech byla realizovana vySetieni vice jak 650 vzorki ryb a sedimenti
ziskanych v 11 lokalitach na Labi, Vitavé a Tiché Orlici (Obr. 1).

Obr. 1: Mista odbéri vzorkti (SPDM, ryby, sedimenty) pro stanoveni pfitomnosti

kontaminanti ve vodach
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Vysetfeni ryb jako bioindikatori zit€Ze vodniho ekosystému pfinai fadu
cennych informaci, ale také fadu limitujicich faktori, které za uritych okolnosti ztéZuji
interpretaci obdrzenych vysledki. Hlavnim 2z takovychto faktori je obtiZzné
kontrolovatelna pfirozena migrace téchto organismil. Vyznamnou roli pak hraje také v&k
vySetfovanych ryb.

Z uvedenych diuvodi byla pouZita technika vyuZivajici semipermeabilni
vzorkovaci membrany naplnéné trioleinem (SPDM), které simuluji proces
biokoncentrace kontaminantt bioty z vodniho prostfedi. PouZiti techniky SPDM spo&iva
v ponofeni pfislusné membrany do fi€niho toku vétSinou po dobu dvou az tfi tydni pfi
pribéZzném sledovani teploty a po skondeni expozice v analyze trioleinu na obsah
sledovanych kontaminantti. Pfedb&Zné vysledky potvrdily mimofadnou vhodnost SPMD
pro monitorovani zneisténi povrchovych vod syntetickymi analogy piZma, ale i dal$imi
kontaminanty, v relativng kratkych &asovych usecich. *’

Z hlediska hodnoceni zat&Ze vodniho ekosystému CR mosusovymi slou¢eninami
lze za nejvice kontaminované oznalit lokality, kde feky opoustéji velké méstské
aglomerace, jedna se zejména o Klecany na fece Vitav€ a Sojedy na fece Labi. V obou
té&chto lokalitach byly zjistény vyrazné€ vys3i nalezy pfedeviim polycyklickych slou¢enin
(Graf 1; Graf 2).

Tento fakt potvrzuje, Ze primarnim zdrojem téchto sloucenin je komunélni
odpad. V porovnani se zahrani¢nimi studiemi jsou koncentrace moSusovych sloucenin
(zejména polycyklickych - galaxolidu a tonalidu) relativné velmi vysoké, coZz miize

souviset s rozdily v technologiich vyuZivanych pfi ¢isténi odpadnich vod.*
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Graf 1: Primé&rné koncentrace AHTN a HHCB naméfené v trioleinu standardnich

SPDM exponovanych ve vybranych profilech Vitavy a Labe.*’
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Graf 2: Casovy vyvoj koncentraci AHTN a HHCB; vyuZiti ryb (jelec tloust) jako

bioindikatorti p¥itomnosti odpadnich vod.*’
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Obsah reprezentantii mosusovych slouéenin byl zji§tovan ve svaloving, jatrech a
gonadach ryb odlovenych v riiznych lokalitich Ceské republiky, pfi¢em# mogusové
slou¢eniny byly dosud nalezeny ve vSech sledovanych vzorcich. Nalezy v rybach
prakticky bez vyjimky klesaji v pofadi: galaxolid > tonalid >> muskxylen > muskketon
= fantolid > celestolid = traseolid. Nejvy$§i koncentrace v loiiském roce byly zjistény
tradi¢né ve svaloviné parmy obecné v lokalit¢ Labe-Valy (az 3300 pg/kg rybich lipidd
pro galaxolid), ale i v ostatnich lokalitich byly ndlezy ve svalovin€ parmy obecné
pomérmng vysoké (Graf 3).%

Obesh (g kg™ wiky)

100

SPMD  jelec ioudl cejnvelky parma  okoun filni
SPMD jelectioudl cejnvelky parem  okoun FHidni obeond
obeond 1 oelesmiid mphanslid
0 galanolid D tonelid © suma majerinich “musk” sloudenin :M..,,, ::mm-m

Graf 3: Nalezy a relativni zastoupeni mosusovych slou¢enin v rybach a SPMD v

lokalité Klecany na fece Vltavé v roce 2001. *

Vysoké nélezy souvisi s pomémé velkou tucnosti svaloviny této ryby v
porovnani s ostatnimi sledovanymi druhy. Naopak nejniZ8i obsahy byly nalezeny ve
vzorcich okouna fi¢niho, ktery je zastupcem dravych ryb s relativné nizkym obsahem
lipidi. Obecné bylo zaznamenano, Ze se vzristajicim obsahem tukii v sledovanych
druzich ryb vzrista i rozsah kumulace téchto sledovanych perzistentnich organickych

kontaminantt.
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2.3.5 Hodnoty mosusovych latek v krvi

Kontaminace lidského organismu, hlavné matefského miléka a tukovych tkani,
polycyklickymi moSusy je nepochybné zplsobena bioakumulaci ve vodnich
organismech a nésledn¢ prostfednictvim potravniho fetézce. Tento jev je ale také
disledkem dermalni absorpce, kterd je zpilisobena b&Znym uZivanim kosmetickych
ptipravkii. Koncentrace tonalidu v tukové tkani dosahuje hodnot od 8 do 33 pg/kg tuku.
Koncentrace galaxolidu v matefském mléce pak byva vyssi nez 360 pg/kg a koncentrace
tonalidu vy38i nez 72 ug/kg tuki v matefském mléce. V roce 1999 byl denni pfijem
AHTN odhadnut na 1,6 pg’kg a HHCB na 0,6 pg/kg. Dnes budou tyto hodnoty s velkou
pravdépodobnosti vyssi.>*

V roce 2004 byla ve Vidni provedena studie, ve které se monitoroval vyskyt
tonalidu a galaxolidu v krvi, respektive v plazmé. Ze sta vybranych studenti bylo 55 Zen
a 45 muzi. VEkové rozmezi bylo od 19 do 43 let, pfiCemZ primé&my v&k byl 23 let.
Galaxolid byl prokazan ve vysokém procentu (91%) analyzovanych vzorki. Tonalid byl
nalezen v 17%.

Z vysledku je jasné patrné, Ze hladina koncentrace HHCB v krvi Zen je vyrazné&
vy$8i. To mlze byt vysvétlovano faktem, Ze Zeny pouZivaji mnohem vice krémi,
pletovych vod a parfému nez muZi a poukazuje to na skute¢nost, Ze dochazi k dermalni

absorpci polycyklickych mo3usovych latek.** Vysledky studie jsou v tabulce 1.
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Tab. 1: Priméma plazmatickd koncentrace galaxolidu v souvislosti s riznymi faktory:
pohlavi, v&k, uzivani pletové vody, parfémi a konzumace ryb; n — pocet vzorki; Md —

median; Q1 a Q3 — nejniZdi a nejvy3$si naméfend hodnota

plazmaticka koncentrace (ng/l)

nahodna proménna n
Md [Q1-Q3]
pohlavf
Muzi 45 260 [98-540]
Zeny 55 580 [590-885]
Veék
19-25 67 450 [250-805]
2643 33 340 [130-670]
UzZivani télového miéka
Nikdy 26 235 [94-615]
1/mésic 12 200 [95-650]
1/tyden 13 420 [330-470]
2-4/tyden 32 390 [260-885]
Denné 14 715 [457-887]
Vicekrat denné 3 1100 [880-1150]
Uzivani parféma
Nikdy 10 114 [93-397]
1/mésic 10 245 [175-898)
1/tyden 8 270 [173-438]
2-4/tyden 18 445 [295-620]
Denné 50 440 [263-855]
Vicekrat denné 4 1600 [858-2575]
Konzumace ryb
Nikdy 9 330 [190-390]
1/mésic 41 450 [159-765]
1/tyden 39 390 [230-770]
>1/tyden 11 630 {190-930]
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3 CiL PRACE

Cilem projektu byl navrh metodiky pfipravy tritiem modifikovanych molekul

galaxolidu a tonalidu.
K tedeni zadaného tkolu je nutné:

- provést literarni reSersi na pipadné znamé postupy p¥ipravy *H znaeného galoxolidu

a tonalidu

- provést kritické zhodnoceni moZnosti zavedeni tritia do vytyCenych substrati na

zakladg studia moZnosti *H organickych slou¢enin

- provést jodaci obou substrati s pfedpokladem nasledné transformace na *H derivét

metodou reduktivni dehalogenace [*H]tributylstannanem
-studium reduktivni dehalogenace v aromatické a alifatické ¢4sti studovanych molekul
- studium katalytické izotopové vymeény s plynnym tritiem

- vyhodnoceni experimentii a orienta¢ni ptiprava cilovych molekul
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 POUZITE CHEMIKALIE A PRISTROJE

Zkoumané latky tonalid a galaxolid byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich. Od
spole¢nosti Sigma-Aldrich byly jest¢ pofizeny peroxodisiran draselny, uhli¢itan
draselny, bromid méd’naty, suchy tetrahydrofuran, oxid manganicity, deuterovana voda
a katalyzator (1,5 — cyklooktadien)(pyridin)(tricyklohexyfosfin) iridium(I). Praskovy
jod, acetanhydrid, kyselina sirov4, sifi¢itan sodny, tetrachlormethan, chloroform, siran
hofeénaty, trihydrat octanu sodného, peroxid vodiku (30 %), diethyleter a hexan byly
zakoupeny od firmy Lach-Ner s.r.o. Kyselina octova a tributylstannan byly potizeny od
spole¢nosti  Fluka.  Acetonitril byl pofizen od spolednosti Lab-Scan.
Bis(trifenylfosfino)dichloronikelnaty a bis(trifenylfosfino)dichlorokobaltnaty komplex
byl poskytnut docentem LeSetickym, stejné tak MesNICl, byl pfipraven v laboratofi
docenta Lesetického. Katalyzator 10 % Pd/C a silikagel byly zakoupeny od firmy
Merck. [*H]tributylstannan byl pFipraven na pracovisti UJV v Rezi. Methanol pro
pfipravu mobilni faze byl od firmy Lab-Scan v kvalit¢ pro HPLC. Vodik byl od
spole¢nosti Linde.

Pfi analyzach byl pouZit kapalinovy chromatograf s UV detekci a scintilatnim
detektorem, ktery se skladal z vysokotlakého Cerpadla Watrex SDS 150, manualniho
nastfiku (Rheodyne), UV detektoru Watrex UVD 150 a detektoru radioaktivity
Canberra-Packard. K analyzam byla pouZita kolona Reprosil 100 C-18, 250 x 4 mm,
5 pm. Chromatogramy byly vyhodnoceny programem Clarity (DataApex).

K orientatnim analyzdm reakénich smési a ovéfovani Cistoty produktii byla
pouzivana tenkovrstevnd chromatografie (TLC) na komerénich deskach SiO2-
TLC/UV254 (Macherey-Nagel, SRN). Jako mobilni fize byl pouZit chloroform.
K vyhodnoceni chromatogrami byla vyuZivana UV-lampa Camag (254 nm).
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Hmotnostni spektra k ovéfeni identity produktii byla naméfena na hmotnostnim
spektrometru Bruker-Esquire 3000 (ESI). Pro GC-MS byl pouZit pfistroj Shimadzu
QP2010 (kolona DBS, ID 0,25 mm, film 0,25um,30 m; splitless nastfik, elektronova
ionizace (70 eV)).

'H NMR (400) a *C NMR (75 MHz) spektra byla zaznamenané spektrometrem
Varian Unity Inova 400 nebo Varian 300 s uZitim tetramethylsilanu jako vnitfniho
standardu.

K odpatovéni rozpoustédel byla pouZita rotaéni vakuova odparka od spole¢nosti
Heidolph laborota digital 3000.

Tritium v radioaktivnich experimentech bylo detekovano kapalinovym
scintilaénim spektrometrem (Beckmann 6000 SE, Brayiv scintilator, korekce na DPM
dle zhaseci kfivky).

Destilované voda pfipravena pomoci aparatury Watek Demia 3-roi.

4.2 POPIS EXPERIMENTU

4.2.1 Tonalid

Pokus o pFipravu jodtonalidu

Jodace za pFitomnosti oxidu manganicitého

Pro experiment byl pouZit postup dle lit. Jod (5,08 g (0,02 mol)) a 2,78 g
(0,03 mol) MnO;, bylo za stalého michéani pfiddno do smési 40 ml kyseliny octové a 10
ml acetanhydridu, kterd byla chlazena na 5 — 10 °C. Potom bylo do smési pomalu
pfikapano 5 ml konc. kyseliny sirové. Smés byla stile chlazena na 5 — 10 °C. Tonalid
byl pfidan ve dvojnasobném nadbytku (10,34 g, 0,04 mol) oproti jodu a smés byla za
michéni zahfivana na 70 °C po dobu 2 hodin. Poté byla smés nalita na smés vody s
ledem (200 ml) s rozpusténym Na,SO; (1,0 g, 7,94 mmol). Po pul hodiné byl produkt
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extrahovan do chloroformu. Reakce byla sledovana pomoci TLC a GC/MS. Izolovany
produkt obsahoval pouze vychozi latku.

Jodace s pouZitim peroxodisiranu draselného

Postup je prevzat z lit.* Tonalid (3 g, 11,6 mmol) byl rozpusitén v 11,6 ml
kyseliny octové a roztok byl zahfat na 80 °C. Poté bylo pfidano 2,9 ml destilované vody,
1,47 g jodu (5,79 mmol), 1,45 g peroxodisiranu draselného a 0,9 ml tetrachlormethanu.
Reakéni smés byla michana pfi 80 °C a v pribé&hu 4 hodin byla sledovana pomoci TLC.
Vzhledem k tomu, Ze nebyl pozorovan vznik produktu byly do reak&ni smési jesté
jednou pfidany vSechny reaktanty (kromé tonalidu) a sm&s byla michéna pfi teploté
80 °C dalsi tfi hodiny. Bylo pfidano 70 ml vody a smés byla ponechdna vychladnout.
Vyloudila se pevnd hmota, kterd byla extrahovina chloroformem. Chloroformové
extrakty byly spojeny a vytfepany roztokem sifi¢itanu sodného do odbarveni. Ciry
nazloutly roztok byl dale pfes noc susen siranem hofe¢natym.

Roztok, zbyly po odsati produktu, byl neutralizovan K;CO; a poté byl
extrahovan chloroformem (3 x 25 ml). Chloroformovy extrakt byl dvakrat protfepan s
25 ml vodnym roztokem Na;SOs; Poté byl do néj ptidan MgSO, a roztok byl ponechan
sudit pfes noc. HPLC analyza prokadzala pfitomnost vychozi sloueniny v nadbytku
oproti dvéma minoritnim produktiim, které se sice nepodafilo identifikovat, nicmén&

Zadny z nich dle MS neodpovidal o¢ekavanému jodderivatu.

Jodace jodidem sodnym v pFitomnosti peroxidu vodiku

Tonalid (3 g, 11,6 mmol) byl rozpu$tén v 60 ml 40 % ethanolu a k vzniklému
roztoku bylo pfidano 6,95 g Nal (46,36 mmol). Smés byla na 10 minut umisténa do
lazné& s ultrazvukem. Potom byla smés ohfata na 60 °C, bylo pfidano 2,9 ml CH3COOH,
2,2 g CH3COONa . 3H,0 a 1,46 ml 30 % H,0,. Reakéni smés byla dale michana pfi
teploté 60 °C po dobu jedné hodiny. Poté bylo do reakéni smési pfidano dal$ich 5 ml
30 % H;0; a reakéni smés byla michana dal$i hodinu pfi stejné teploté. Reakce byla
sledovana pomoci TLC. Podafilo se identifikovat pouze vychozi latku, dal$i dvé latky
dle TLC a dle MS spekter neodpovidaly jodderivatim.
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Jodace MeNICI,

Postup je ptevzat z lit.** Bylo smichano 0,5 g MesNICI, (1,84 mmol) s 0,43 g
tonalidu (1,66 mmol) a rozetfeno v tfeci misce. Smés byla ponechéna stat pfes noc.
Smés byla extrahovéana diethyléterem (3 x 3 ml). Rozpoustédlo bylo odpafeno a byla
provedena analyza TLC.

Stejna metodika byla pouZita i v dal§ich experimentech, kdy byla smés joda¢niho
¢inidla a substratu ponechana v baiice po dobu 1 tydne respektive 2 mésici.

Ve vSech experimentech byla v téméf kvantitativnim vytéZku izolovana pouze

vychozi substance.

Jodace Me NICI, s pFidavkem acetonitrilu

Smés 0,5 g tonalidu (19,35 mmol) s 0,58 g MesNICl; (2,14 mmol) byla
rozpu$téna v CH3CN a michana pod zpétnym chladi¢em pfi teplot¢ 70 °C po dobu
3 — 4 hodin. Acetonitril byl odpafen a smés byla rozpusténa v chloroformu a vytiepana
s roztokem Na;SOs3. Ze vzorkl z chloroformové frakce bylo provedeno né&kolik TLC
sriznymi mobilnimi fazemi. Extrakty z TLC byly analyzovany MS. Jedinou
identifikovatelnou slou¢eninou (MS) byla opét vychozi latka.

2-Brom-1-(3,5,5,6,8,8-hexamethyl-5,6,7,8-tetrahydro-naphthalen-2-yl)-ethanon
(bromtonalid; TBr)

Ptiprava byla provedena modifikovanym postupem podle 1it.** Do reakéni bariky
bylo vneseno 0,5 g CuBr; (2,24 mmol) a 1,1 ml ethyl-acetatu. Do smési bylo za michani
magnetickym michadlem pfidan roztok 0,36 g tonalidu (1,39 mmol) v 1, ml
chloroformu. Smés byla zahtivana na 50 °C za intenzivniho michani pod zpétnym
chladi¢em do doby, kdy byla pozorovana zména barvy reakéni smési ze zelené na Zlutou
a zména barvy ¢erného CuBr; na bily CuBr. Reakéni smés byla poté zfedéna 10 ml
chloroformu, pevné faze odfiltrovana a nasledné bylo rozpoustédlo odpafeno za vakua.
Produkt byl izolovdn sloupcovou chromatografii na 20 g silikagelu v soustavé

hexan:CHCI; (2:1, v/v). Separace byla sledovana pomoci TLC s UV detekci o vinové
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délce 254 nm (mobilni faze - chloroform). Spojenim odpovidajicich frakci a odpafenim
rozpoustédla za vakua byl izolovan produkt s vytéZzkem 20,6 %.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 0.99 (d, J = 6.71, 3H), 1.07 (s, 3H), 1.26 (s, 3H),
1.32 (s, 3H), 1.32 (s, 3H), 1.40 (dd, J = 2.45, 13.43, 1H), 1.63 (t, J = 13.12, 1H),
1.84-1.90 (m, 1H), 2.49 (s, 3H), 4.42 (s, 2H), 7.23 (s, H), 7.66 (s, 1H)

3C NMR (75 MHz, CD,Cl) & 16.73; 21.52; 24.67; 28.30; 29.31; 31.93; 32.42; 34.00;
34.40; 37.86; 43.42; 128.18; 130.60; 135.04; 135.30; 142.19; 150.14; 201.29

MS (ESI), m/z M'+ Na 359

2,2-dibrom-1-(3,5,5,6,8,8-hexamethyl-5,6,7,8-tetrahydro-naphthalen-2-yl)-ethanon
(dibromtonalid)

Do reakéni batiky bylo vneseno 0,52 g CuBr; (2,33 mmol) a 1,2 ml ethyl-acetétu.
Poté byl pfidan roztok 0,2 g tonalidu (0,77 mmol) v 0,7 ml chloroformu. Reakce
probihala za podminek popsanych pro pfipravu bromtonalidu. Produkt byl izolovan
sloupcovou chromatografii na silikagelu s mobilni fazi hexan:chloroform (4:1, v/v).
Odpatenim odpovidajicich frakci dle TLC bylo ziskdno 0,127 g produktu (vytéZek
4,33 %).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 0.93 (d, J = 8.81, 3H), 1.01 (s, 3H), 1.20 (s, 3H),
1.26 (s, 3H), 1.26 (s, 3H), 1.35 (dd, J = 3.64, 12.00, 1H), 1.57 (t, J = 17.63, 1H),
1.84-1.90 (m, 1H), 2.42 (s, 3H), 6.57 (s, 1H), 7.19 (s, 1H), 7.70 (s, 1H)
MS (ESI), m/z M*+ Na 439

Hydrogenace tonalidu

V 1 ml methanolu bylo rozpusténo 7 mg tonalidu (27,08 umol) a do roztoku bylo
pfidano 7,5 mg katalyzatoru 10 % Pd/C. Smé&s byla michdna 2 hodiny v atmosféie
vodiku. Reakéni smés byla poté zfedéna 3 ml chloroformu, katalyzéator byl odfiltrovan a
rozpou$tédlo z filtratu odstranéno za vakua. GC/MS analyza prokazala vznik 6-ethyl-
1,1,2,4,4,7-hexamethyl-1,2,3,4-tetrahydro-naftalenu.
GC/MS (EI), m/z M 244
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Studium reduktivni dehalogenace bromtonalidu

Reduktivni dehalogenace tributylstannanem bez katalyzatoru

V 1 ml suchého tetrahydrofuranu byly rozpustény 3 mg bromtonalidu (8,8 pmol)
a nasledné bylo pfidano 10 pl (0,38 mmol) tributylstannanu. Reakéni smés byla michéna
hodinu za nepfistupu vzdusné vihkosti pfi teploté 25 °C a dale dalsi 2 hodiny pfi teploté
50°C. Pruibéh reakce byl sledovan pomoci TLC (silikagel, mobilni fize chloroform,
detekce UV 254 nm). Dle TLC vzniknul tonalid a dal$i neidentifikovana latka,
v reakéni smési viak nebyl pozorovan vyznamny ubytek vychozi latky.

Reduktivni dehalogenace tributylstannanem za pritomnosti katalyzatoru (Ph3P)3;NiCl,

V reakéni baiice byly rozpustény 3 mg bromtonalidu (8,8 pmol) v 1 ml suchého
THF. Do roztoku byl pfidan bis(trifenylfosfino)dichloronikelnaty komplex (0,5 mg) a
dale 10 pl (0,38 mmol) tributystannanu. Reakéni smés byla michana 4 hodiny za
nepfistupu vzdusné vlhkosti pfi teploté S0 °C. THF byl poté odpaten za vakua a odparek
byl extrahovan 3 ml chloroformu a extrakt filtrovan pfes vrstvu silikagelu. Rozpoustédlo
bylo odpafeno za vakua a odparek byl analyzovan GC/MS. Ve smési byl jako produkt

identifikovan tonalid ve smési s organocini¢itymi slou¢eninami.

Reduktivni dehalogenace tributylstannanem za pFitomnosti katalyzdatoru komplexu
(Ph3P)3;CoCl; a komplexu (1,5 — cyklooktadien)(pyridin)(tricyklohexyfosfin) iridium(I)

V 1 ml suchého THF byly rozpustény 3,5 mg bromtonalidu (10,26 pmol), bylo
pfidino 10 ul (0,38 mmol) tributylstannanu a katalyzator 1) (Ph3P);CoCl,
2) (1,5 — cyklooktadien)(pyridin)(tricyklohexylfosfin)iridium(I). Smési byly michany za
nepfistupu vzduchu a vzdu$né vlhkosti pfi teplot¢ 50 °C po dobu 3 hodin. Vzhledem
k tomu, Ze TLC analyzy ukézaly stejnou distribuci produktii byly ob& reakéni smési
spojeny a rozdéleny na TLC (SiO2, chloroform). Frakce odpovidajici tonalidu a TBr
byly extrahovany chloroformem (3x10 ml). Ovéfeni identity tonalidu a bromtonalidu

bylo provedeno pomoci MS.
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Priprava PH] tributylstannanu

P¥iprava byla provedena na spolupracujicim pracoviti UJV v ReZi podle
dodaného névodu. K 100 pl chlortributylstannanu ve 2 ml suchého tetrahydrofuranu
bylo pfidano 100 mg suseného uhli¢itanu vapenatého a S mg 10 % Pd/C. Reakéni smés
byla michana po dobu 5 h pti 50 °C. Poté bylo odstranéno plynné tritium a reakéni smés
byla bez dalSich uprav pouZita k hydrodehalogenaénim reakcim. Celkova aktivita
reagentu byla 112 GBq v 2 ml roztoku.

Priprava [HJtonalidu

K surovému roztoku [*H]tributylstannanu z pfedchoziho experimentu bylo
pfidano 10 pl neaktivniho tributylstannanu a reak¢ni smés byla michéna pti 50 °C 2 hod.
Poté bylo pfidano 0,5 mg pevného bromtonalidu a smés byla ponechana reagovat dalsi
2 hodiny za michani pfi 50 °C. Po uplynuti reakéni doby bylo odebrano 150 pl reakéni
smési do 0,5 ml chloroformu. K chloroformovému roztoku bylo pfidano 50 pl ethanolu
a cely objem byl zfiltrovan pfes vatu. Ziskany &iry filtrat byl analyzovan HPLC s UV
detekci a detekci radioaktivity (kolona 4x250 mm, Reprosil 100, C18, 5 pm, mobilni
faze methanol, prutok 0,5 ml/min, detekce UV 260 nm, detekce radioaktivity nastavena
na *H). HPLC analyzou byl prokazan prub&éh hydrodehalogenacni reakce, mnozstvi
radioaktivity nebylo mozné vzhledem k interferencim s radioaktivnimi necistotami

tritianiho &inidla stanovit.

4.2.2 Galaxolid

Jodace pomoci Me,/NICI;
Byl smichan 1 ml galaxolidu s 0,59 g MesNICl,. Byl rozetfen v tfeci misce a
ponechéan pifes noc. Smés byla extrahovana etherem (3 x 3 ml), spojené extrakty byly

odpafeny a analyzovany TLC, kde byla nalezena pouze vychozi latka.
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Hydrogenace galaxolidu

Bylo rozpusténo 7,5 mg galaxolidu (29,02 pmol) v 1 ml metanolu a bylo pfidano
8 mg katalyzatoru 10 % Pd/C. Smés byla michana v atmosféfe vodiku po dobu 2 hodin
za laboratorni teploty. Po odstranéni katalyzatoru a odpafeni rozpoustédla byla
provedena TLC analyza, kterd prokazala, Ze latka se za pouZitych hydrogena¢nich

podminek neméni.

Bromace galaxolidu pomoci CuBr;
Podle stejného postupu jako pti bromaci tonalidu byl proveden i pokus o bromaci
galaxolidu. Bromace za téchto podminek neprobéhla a byla izolovana pouze vychozi

latka v kvantitavnim vytézku.

Deuterace galaxolidu (katalyzator 10 % Pd/C)

Galaxolid (7,5 mg, 29,02 pmol) bylo rozpustén v 1 ml methanolu. Ke smési bylo
pfidéano 7,5 mg 10 % Pd/C a na batiku byl nasazen balének s plynnym deuteriem, které
bylo ziskdno reakci H,O se sodikem. Deuterace probihala po dobu 2,5 hodin za
laboratorni teploty. Po ukon¢eni reakce byla smés ziedéna chloroformem, prefiltrovana
a rozpoustédla byla odpafena. Bylo ziskdno 6 mg latky, kterd byla dle MS analyzy
identifikovana jako deuterovany produkt s obsahem t¥i atomid *H. (M" + 3 vzhledem

k vychozimu galaxolidu).

Deuterace galaxolidu (katalyzator (1,5 — cyklooktadien)(pyridin)(tricyklohexylfosfin)
iridium(l))

Postup byl proveden stejn€ jako u pfedchozi deuterace. Namisto katalyzatoru
Pd/C byl ke smési pfidan katalyzator (1,5 — cyklooktadien)(pyridin)(tricyklohexylfosfin)

iridium(I). MS analyza neprokazala ptitomnost deuterovaného produktu.

PFiprava [P H]galaxolidu
Tritiace galaxolidu byla provedena rovn&z na UJV ReZ. Galaxolid (2,2 mg) byl
rozpustén ve vodném methanolu (1:1, v/v; 5 ml), pfidan katalyzitor (5% Pd/BaSOs,

21,4 mg) a smés byla tritiovana plynnym tritiem za laboratorni teploty po dobu 120 min.
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Po ukondeni reakce byla odstranéna labilni aktivita n€kolikandsobnym odpafenim
s methanolem. Odparek byl rozpustén v methanolu. Vysledny roztok o objemu 5,0 ml
vykazoval aktivitu 148 MBq. Separace produktu byla provedena HPLC
(kolona 4x250 mm, Reprosil 100, C18, 5 pm, mobilni fize methanol, pritok 0,5 ml/min,
detekce UV 210 nm, detekce radioaktivity nastavena na H) z 30 pl alikvotu smési po
hydrogenaci, kdy bylo ziskdno 0,68 MBq (isté substance o mémé aktivité
22,8 MBg/mol. Mnozstvi aktivity odpovidajici [*H] galaxolidu v celém objemu tritia¢ni
smési je 113 MBq (76 %).
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

Cilem diplomového projektu byla ptiprava izotopové modifikovanych molekul
syntetickych moSusovych latek, tonalidu a galaxolidu, pouzivanych pfedeviim do
parfemaénich kompozic pracich praskd. Tyto radioaktivni analogy jsou cileny pro dalsi
vyuziti ve fytoextratnich a fytotransformaénich studiich, které maji objasnit moZnost
technologické aplikace rostlinnych biotechnologii v doistovani vod vypousténych
z Cistiren komunélnich odpadnich vod. Stavajici technologie nejsou totiz schopny
efektivn€ odstranit fadu kontaminanti, které jsou velmi odolné vi¢i mikrobidlnimu
rozkladu a které mohou negativné plisobit na endokrinni systém Zivo¢ichid. Z uvedeného
hlediska by bylo zjevné nejvhodnéj$i znaéeni uhlikem 14C. Konstrukce takové znadené
molekuly by v3ak evidentn& znamenala totélni syntézu celého skeletu, coz se neukazalo
jako efektivni. Proto bylo zvoleno znaleni tritiem, které sice ma v biologickych
experimentech ur€itd omezeni — ptedevsim je nutné poéitat s urcitou labilitou vazanych
atomui tritia a tedy s moZnosti izotopové vymény s vodnym prostfedim pfi provadéni
experimentli. Syntetickd dostupnost vSak vyvaZuje nékteré nevyhody, které lze
eliminovat vhodnym, byt pon¢kud pracnéj§im vyhodnocenim biologickych

(kultivaénich) experimentu.

5.1 TONALID

Pfiprava tritiem modifikovaného tonalidu miZe vychéazet z nékolika zakladnich
uvah. Klasicka metoda izotopové vymény s plynnym tritiem za podminek hydrogenace
je pfi pohledu na strukturu latky zjevné prakticky nepouZitelna, nebot pfitomnost
karbonylové skupiny acetylu predstavuje za obvyklych tritiaénich podminek (*H,, Pd/C)
snadno redukovatelnou skupinu. Vznikly alkohol by v§ak vzhledem k inertnosti zbylého
skeletu bylo zfejmé& moZné zpétn€ oxidovat na karbonylovou skupinu vychozi molekuly.

Doslo-li by k podstatné vyméné vodikovych atomii za atomy tritia na zbytku molekuly,
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mé&l by takovy postup smysl. V nékterych ptipadech lze rovnéZ provést tritiaci
nestabilniho substratu vii¢i reduk&nimu prostiedi a izolovat pouze neredukované zbytky,
na kterych do3lo k izotopové vymén€. Vzhledem ktomu, Ze pfi radiochemickych
syntézach nejde o hmotnost produktu, ale o ziskané mnoZstvi radioaktivity ve znateném
substratu, resp. o mérnou aktivitu produktu, mé i takovy postup svoje opodstatnéni.

Pravé proto byly provedeny modelové pokusy hydrogenace tonalidu s cilem
ziskat odpovidajici redukovanou formu — alkohol, pfipadné prokézat, Ze alespori
nepatrnd &ast vychoziho substritu nepodlehne za danych podminek hydrogenaci.
Experimentalni provedeni vSak zhlediska syntetického zaméru prokazalo ten
nepfijemny fakt, Ze dochazi nejen k prakticky kvantitativni redukci substratu, ale Ze
izolovanym produktem neni o¢ekdvany alkohol, ale produkt totalni redukce acetylové
skupiny, skupina ethylova.

Tento fakt neni z druhého pohledu aZ tak piekvapivy. Redukci acetylového
karbonylu skute¢né v prvnim kroku vznika alkohol (1-(3,5,5,6,8,8-hexamethyl-5,6,7,8-
tetrahydro-naftalen-2-yl)-ethanol). Ten spontanné podléha dehydrataci za vzniku alkenu
(1,1,2,4,4,7-hexamethyl-6-vinyl-1,2,3,4-tetrahydro-naftalen), pfi¢emz vznik je podpofen
konjugaci dvojné vazby alkenu s aromatickou strukturou molekuly. Vznikly alken je
okamzit¢ katalyticky hydrogenovdn na nasyceny utvar — ethyl za vzniku 6-ethyl-
1,1,2,4,4,7-hexamethyl-1,2,3,4-tetrahydro-naftalenu. Prib&h procesu je znazornén na
obr. 2.
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Obr. 2: Schéma degradace tonalidu pfi hydrogenaci

Z vysledu je zfejmé, Ze findlni molekula jiz neni vhodnd k jakékoliv
radiochemické transformaci na kyZeny produkt. Proto byly hleddny jiné cesty, jakym
zplisobem vnést tritiové atomy do molekuly tonalidu. S vyuzitim vysledkt pfedchozich
diplomovych praci'?, které zpracovaly metodiku reduktivni dehalogenace jodaromati
tritiovanym tributylstannanem bylo moZné pfedpokladat, Ze zavedenim jednoho ¢i dvou
atomu jodu na aromatické jaddro v molekule substratu vznikne jodderivat, ktery bude
mozZné dehalogenovat za vzniku tritiované molekuly a to zfejmé je$té se zndmou
polohou radioaktivni znacky.

Pro ziskani jodderivatu aromatickou elektrofilni substituci byla provedena fada
experimentli jak s klasickymi, tak i nékterymi novymi netradiénimi &inidly. Reakce
substratu s jodem za pfitomnosti kyseliny dusi¢né, oxidu manganicitého, peroxodisiranu
draselného a peroxidu vodiku, ¢i pouZiti ¢inidla MesNICl, neposkytly dle MS analyz
reakéni smési ani stopy jodovaného produktu. Obzvlasté prekvapivé to bylo v piipadé
MesNICl,, kdy jodace i u deaktivovanych substratti probiha i v pevné fazi rozetfenim
substratu a (Cinidla. Kvalita dinidla byla ovéfena v nékolika experimentech
s nitroaromaty, kdy bylo dosaZeno pozitivnich vysledku. Stejn€é tak ani metodika

radiojodace chloraminovou metodou neposkytla jodovany produkt. Zdroj inertnosti vici
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jodacni reakci lze zfejmé u studovaného substratu hledat ve sterickych faktorech, jak
bylo prokazdno na modelu. MoZné polohy aromatické substituce jsou tak stericky
branény, Ze ani razantni joda¢ni &inidla nejsou schopna efektivni reakce. Nakonec ani
pokus o pfipravu nitroderivatu nitra¢ni smési nevedl k uspéchu a mozna cesta vedouci
pfes nitroderivat jeho redukci a diazotaci k halogenderivétu, tak nebyla proveditelna.

Z toho divodu byla navrZena dal§i moZnost — substituce na methylové skupiné
acetylu, kterou lze efektivné modifikovat bromem. Byla pouZita jednoducha metoda za
pouziti bromidu méd’natého a tato reakce poskytla jak monobrom tak dibromderivat
v zavislosti na vzajemném poméru substratu a regentu.

Vzhledem ke zcela odli$né charakteristice halogenderivatu, tj. substituce na
methylové skupin€é misto aromaticky véazaného halogenu a samotné zméné
halogenového atomu, bylo nutné ovéfit, zda navrhovand metodika reduktivni
dehalogenace bude pouzitelnd i v pfipadé halogenderivatu s halogenem vézanym na
alifaticky uhlik v alfa poloze ke karbonylové skupiné. Vlastni zdmé&na halogenu
nepfedstavovala tak kritickou zménu, nicméné rozdil v charakteru aromatického a
alifatického halogenderivatu je znaény.

Proto byly provedeny experimenty s reduktivni dehalogenaci tributylstannanem,
které prokazaly vznik cilové latky tonalidu byt ve smési s produktem redukce tonalidu —
alkoholem a produktem jeho dehydratace - alkenem, tak jak bylo navrZeno v piipadé
produktt katalytické hydrogenace tonalidu. Pfeména na alkan v tomto pfipad€ jiZ neni
vzhledem k charakteru redukéniho d&inidla moZna. Vzhledem k nepatrné konverzi
monobromovaného tonalidu v nekatalyzovaném modu byly pro dehalogenalni reakci
testovany katalyzatory bis(trifenylfosfino)dichloronikelnaty = komplex a komplex
(1,5 — cyklooktadien)(pyridin)(tricyklohexylfosfin)iridium(I). Oba katalyzatory poskytly
srovnatelné vytéZky a vzniklé reakéni smési s obsahem vzniklého tonalidu byly pouZity
k vypracovani podminek pro HPLC separaci tritiovaného tonalidu.

Vtomto ohledu se podafilo nalézt takovou kombinaci podminek
chromatografické separace, kdy jako mobilni faze pln€ vyhovuje &isty methanol bez
ptidavku vody, coZ je pro naslednou izolaci a stanoveni radiochemickych charakteristik
pfipraveného produktu mnohem vyhodné&jsi nez obvykle pouzivané smési methanolu

s vodou resp. pufrem.
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Timto byla ovéfena moZnost piipravy a izolace *H znateného tonalidu.
Vzhledem k tomu, Ze pracovisté nedisponuje tritiatni aparaturou byla vlastni pfiprava
[*H]tributylstannanu z chlortributylstannanu provedena na pracovisti UJV v ReZi dle
dodanych podminek a chemikalii, které vychazely z préace.!? Po provedeni reakce bylo
dodano 2 ml roztoku surové reakéni smési v tetrahydrofuranu o aktivit€ 112 GBq. Se
vzorky tohoto roztoku byly provedeny reakce analogické pifedchozim neradioaktivnim
experimentim. Ukazalo se, Ze dodany roztok obsahuje pouze minimélni mnoZstvi
tritiovaného stannanu. Aby bylo moZné ziskat maximélni mnoZstvi tritiovaného
produktu a izolovat alespoii stopy radioaktivné znaceného tonalidu byla redukéni smés
obohacena o neaktivni tributylstannan a redukce bromtonalidu byla provedena i za cenu
dramatického sniZeni mérné aktivity. V této reakéni smési jiz byl pfi HPLC analyze
patrny UV signél redukované latky a bylo moZné provést separaci. Vysledny produkt
viak pti HPLC analyze s detekci radioaktivity vykazoval v oblasti retenéniho asu
tonalidu pouze nepatrné hodnoty radioaktivity. Lze tedy konstatovat, Ze produkt byl
pfipraven pouze v nepatrném mnoZstvi, nicméné¢ vramci feSeni projektu byla
jednozna¢né prokadzdna mozZnost pfipravy vypracovanou metodou. Diivod netspéchu
v kone¢né fazi lze spatfovat v pfipraveném tritiovaném tributylstannanu, kdy tritiaci
chlortributylstannanu v pfitomnosti palladiového katalyzdtoru (Pd/C), uhli¢itanu
véapenatého a v rozpoustédle tetrahydrofuranu vznika potfebny tritid. Faktort, které
mohou ovlivnit Gspéch této reakce je né€kolik, zdsadnim v3ak byva minimalni pfitomnost
stop vlhkosti jak v &inidlech tak i vylouceni kontaminace vzdu$nou vlhkosti b&hem
manipulace, adjustace a transportu z UJV v ReZi. P¥itomnost stop vody G&inn& rozklada
znaCeny stannan, stejné tak jako jej miiZze rozlozit v priibéhu reakce vznikajici
chlorovodik, pokud by nebyl dostate¢né neutralizovén reakci s uhli¢itanem vapenatym.
Z chromatografickych profilii se zd4, Ze pravé k takovému rozkladu vznikajiciho ¢inidla

doslo a vétSina naméfené radioaktivity je pfitomna v reakénim rozpoustédle.
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5.2 GALAXOLID

V pfipadé galaxolidu se pfiprava tritiovaného analogu jevi pomémé jednoduse
nebot’ se nabizi moZnost béZné tritiace plynem v pfitomnosti Pd/C. MoZné nebezpeti
v sob& skryva pfitomnost seskupeni typu cyklického etheru, ktery by mohl podlehnout
hydrogenolyze.

Z hlediska metabolickych studii byvad vyhodné, kdyZ je zndma poloha
radioaktivni zna¢ky. Takové molekuly vSak vétSinou nemohou byt ziskdny béZnou
tritiaci, nybrZ musi byt pfipraveny vymeénou tritia za definovany atom, vétSinou
halogenu. Vyhodou byva i vazba tritia k aromatickému kruhu, kdy tritiovy atom nema
velkou tendenci se vymétiovat srozpoustédlem. Pokusy o zavedeni halogenu na
aromaticky kruh v$ak nebyly Gspé&3né. PouZiti jodadniho ¢inidla pro jodaci v pevné fazi
zifejmée nebylo Gspé3né ze sterickych divodi stejné jako u tonalidu. Bromace za stejnych
podminek jako u tonalidu byla spiSe experimentem, ktery prokazal, Ze reakce
s bromidem méd’natym je omezena na uhlikové atomy v alfa poloze ke karbonylu.

Proto byla pfednostné sledovana moZnost tritiace izotopovou vyménou s plynem,
které byly podfizeny daldi experimenty.

Modelova hydrogenace galaxolidu prokédzala, Ze latka je z podminek tritiace
stabilni a je tedy moZné pouzit izotopovou vyménu. Vzhledem k tomu, Ze finalni tritiace
méla byt provedena na UJV v ReZi, byly jedté ovéfeny podminky tritiace v modelovém
experimentu s deuteriem generovanym reakci sodiku s D,O. Hmotnostni spektrum
produktu ukazuje na pfitomnost tfi atomt deuteria v molekule.

V hmotnostnim spektru plivodniho galaxolidu jsou dominantni dva piky,
molekularni pik 258 m/z a nejintenzivnéj$i pik 243 m/z nalezici zbytku galaxolidu po
odstépeni postranniho fetézce. Na spektru (obr. 3) galaxolidu po katalytické deuteraci je
patrny posun piki na hodnoty 246 resp. 261 m/z. To dokazuje substituci tfi atomi

vodiku a za deuterium na struktufe molekuly.
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246

Obr. 3: MS spektrum galaxolidu po deuteraci

Timto byla prokazana moZnost katalytické izotopové vymény vodikovych atomii
za atom tritia v molekule galaxolidu.

Vlastni tritiace poskytla 5 ml roztoku galaxolidu o celkové aktivité¢ 148 MBq po
odstranéni labilni radioaktivity. Izolaci latky z 30 pl reakéni smési pomoci HPLC bylo
ziskdno 0,68 MBq [*H]galaxolidu. Celkové ze 148 MBq dodané aktivy pfinaleZi
113 MBq znaenému galaxolidu, zbytek je vazan v nelistotach vychozi latky, ktera je
technickym produktem doddvanym jako 50 % roztok v diethylftalatu. Galaxolid byl sice
z dodané smési izolovan, diethylftalat byl chromatograficky odstranén, nicméné latka je
provazena homologem o 12 hmotnostnich jednotek vy$sim (dle MS analyzy), ktery ma
velmi podobné chromatografické chovani jako studovana latka a nelze jej sloupcovou
chromatografii ve vét$im méFitku G¢inné odstranit tak jako na HPLC. Tritiovany produkt
izolovany vysokoucinnou kapalinovou chromatografii za vypracovanych podminek je
vak chromatograficky &isty a vykazuje mérnou aktivitu o hodnot¢ 22,8 MBqg/mol. Dle

HPLC analyz vykazuje radiochemickou i chemickou Cistotu vétsi nez 95 %.
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6 ZAVER

Diplomova price byla zaméfena na pfipravu tritiem modifikovanych
polycyklickych ekopolutantii typu mosusovych latek - galaxolidu a tonalidu.

V ptipadé¢ tonalidu byly testovdny moZnosti zavedeni tritia metodou reduktivni
dehalogenace jodovaného substratu [*H]tributylstannanem. Zéasadni se viak ukézala
nemoZnost zavedeni jodu na aromatické jadro substratu. PrestoZe byla testovana fada
joda¢nich postupti, nepodafilo se ziskat cilovy jodderivat, zfejmé ze sterickych diivodi.
Alternativni cesta bromace acetylového methylu poskytla monobrom a dibromderivat a
umoZnila testovat metodu reduktivni dehalogenace v neaktivnim provedeni na
alifatickém systému. Vysledky jednoznaéné prokazaly moznost reduktivni dehalogenace
tributylstannanem u  halogenované acetylové methylskupiny. Dehalogenace
v radioaktivnim provedeni poskytla sice jen minimalni mnoZstvi produktu, nicméné jeji
pribh byl limitovan kvalitou dodaného [H]tributylstannanu. Vypracovanid metoda
v neaktivnim provedeni vSak jednoznané ukazuje na redlnou moZnost piipravy
tritiovaného analogu tonalidu.

V ptipad¢ galaxolidu byly opét pokusy o jodaci aromatické &asti molekuly
neuspé$né a pro vlastni znaceni tritiem byly navrZena metoda katalytické izotopové
vymény s plynnym tritiem. Postup byl modelovan jak s vodikem, tak i deuteriem a za
pouzitych podminek byla prokazina inkorporace tfi atomi deuteria do molekuly
galaxolidu. Ve findlni fazi byla provedena tritiace substratu a izolace &istého produktu
pomoci HPLC, kdy byl ziskan produkt o m&rné aktivité 22,8 MBg/mol.
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7 SEZNAM ZKRATEK

ADBI celestolid

AHDI fantolid

AHTN tonalid

ATII traseolid

CAS Chemical Abstracts

DNA deoxyribonukloeva kyselina

DPM dezintegrace za minutu

EI elektronova ionizace

ER estrogenni receptory

ERa estrogenni receptory alfa

ERB estrogenni receptory beta

ERy estrogenni receptory gama

ESI ionizace elektrosprejem

GC/MS plynova chromatografie s hmotnostni detekci
HHCB galaxolid

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
Kow distribu¢ni keoficient pro soustavu oktanol/voda
M. molekulova hmotnost

Md median

MeV megaelektronvolt

MF mobilni faze

MK mosusovy keton

MX mosusovy xylen

Ql nejniZz8i naméfena hodnota

Q3 nejvyssi naméfena hodnota

SPDM semipermeabilni membranové zafizeni (semipermeable

membrane device)
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TBr 7-(2-bromacetyl) -1,1,3,4,4,6-hexamethyl-1,2,3,4-

tetrahydronaftalen
THF tetrahydrofuran
TLC tenkovrstevna chromatografie
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