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Abstrakt

Fosfazeny ptedstavuji organofosforové slouceniny obsahujici dusik, které se vyskytuji
v linearni i cyklické form¢. Diky své vysoké stabilit¢ a biokompatibilité si v soucasnosti
ziskavaji zna¢nou pozornost. Jejich derivaty nachéazeji uplatnéni v celé¢ fadé oblasti — od
vyvoje ohnivzdornych latek a fluorescenénich zobrazovacich prosttedkli az po medicinu. V
1ékatském vyzkumu jsou cenény piedevsim pro svou degradovatelnost na netoxické produkty
a schopnost generovat latky s antimikrobidlnim nebo antitumor6éznim U¢inkem. Zajimavy
potencial vykazuji rovnéz diky moznosti vytvaiet HOF struktury (hydrogen-bonded organic
frameworks), zejména jejich spirocyklické derivaty, které se tak jevi jako perspektivni
hostitelské molekuly v oblasti host—guest chemie.

Tato prace popisuje syntézu spirocyklickych derivati hexachlorocyklotrifosfazenu
a octachlorocyklotetrafosfazenu s N,N-dibenzylethylendiaminem za ucelem jejich dalSiho
vyuziti pfi konstrukci HOF systémii. Z celkového poctu sedmi teoreticky moznych produktti se
podatilo izolovat tfi, a to vzhledem k obtizné separaci jednotlivych slozek ze smési.

Ptipravené slouceniny byly charakterizovany pomoci NMR spektroskopie (*H, *C, *'P
a ""N), hmotnostni spektrometrie a rentgenové strukturni analyzy. Dale byly zkoumany jejich

absorp¢ni a emisni vlastnosti a byly podrobeny biologickému testovani.

Klicova slova: fosfazen, spirocyklické derivaty, host-guest chemie, NMR spektroskopie



Abstract

Phosphazenes are organophosphorus compounds containing nitrogen, occurring in both
linear and cyclic forms. Due to their high stability and biocompatibility, they have attracted
considerable attention in recent years. Their derivatives find applications across a wide range
of fields — from the development of flame-retardant materials and fluorescent imaging agents
to medicine. In biomedical research, they are valued particularly for their ability to degrade into
non-toxic products, as well as for producing compounds with antimicrobial or even antitumor
activity. Another intriguing feature is their capacity to form hydrogen-bonded organic
frameworks (HOFs), especially through their spirocyclic derivatives, which show promise as
host molecules in host—guest chemistry.

This  bachelor’'s  project describes synthesis of  spiro-derivatives  of
hexachlorocyclotriphosphazene and octachlorocyclotetraphosphazene with
N,N-dibenzylethylenediamine for their potential use in HOF material development. Out of
seven theoretically possible derivatives, three were successfully isolated due to the challenging
separation of components from the mixture.

The synthesized compounds were characterized using NMR spectroscopy (‘H, *C, 3'P,
and '"N), mass spectrometry, and X-ray crystallography. Additionally, their absorption and

emission properties were examined, and the substances were subjected to biological testing

Key words: phosphazenes, spirocyclic derivates, host-guest chemistry, NMR spectrometry
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1 Prehled problematiky

1.1 Chemie prvku

1.1.1 Dusik

Dusik je ¢lenem 15. skupiny a 2. periody periodické tabulky, fadi se mezi p-prvky.
Vyskytuje se ve dvou stabilnich isotopech: N (zastoupeni 99,634 %) a >N (zastoupeni 0,366
%). Na Zemi se vyskytuje jako bezbarvy, diamagneticky plyn bez zdpachu, dominantné jako
78,1 % objemu atmosféry. Jeho nejbézné;si anorganickou formou je chilsky ledek. [1][2]
Mimoto je obsazen naptiklad v aminokyselinach a nukleovych kyselinach a tvoii tak nedilnou
soucdst i zivé ptirody.

Elektronovou konfiguraci dusiku lze reprezentovat zapisem [He] 2s? 2p°, coZ znaci
pritomnost péti valen¢nich elektronii. Atom dusiku je proto pomérné maly, zatimco efektivni
jaderny naboj ve vzdalenosti kovalentniho poloméru naopak pomérné¢ vysoky. Vysledkem je
jeho vysoka elektronegativita (3,04 podle Pauligovy stupnice). [2]

V ptipad¢ vazby s atomem o nizsi elektronegativité ziskava dusik parcidlni zdporny naboj
a miize tak tvofit koordina¢ni vazbu prostfednictvim svého volného elektronového paru. [1][2]
Vaze-li se na elektronegativnéjsi prvek, kladny parcialni nédboj jeho donorni schopnosti
omezuje. Pii srovnatelné elektronegativit¢ partnerd je upiednostiiovana tvorba nasobnych
vazeb. Dusik bézn¢ vystupuje v oxidacnich stavech od —3 az do +5.

Prestoze je dusik vyrazné¢ elektronegativni prvek, je molekularni dusik, N2, velmi inertni.
Diivodem je extrémné silna trojna vazba s disociacni konstantou okolo 950 kJ/mol. Naptiklad
reakce s kyslikem probiha az pfi teplotdch nad 1000 °C, a i tehdy bézi s velmi malou mirou

konverze. Diky této vlastnosti je hojn¢ vyuzivan jako inertni atmosféra.

1.1.2 Fosfor
Fosfor je rovnéz soucasti prvkl p-bloku —nachazi se také v 15. skupiné, 3. periodé, jeho
protonove €islo je 15. V pfirodé€ se vyskytuje v hojném mnozstvi — tvoti zhruba 0,1 % objemu

zemské kiiry. Stejné jako dusik se nejcastéji vyskytuje v oxidacnich stavech od —3 do +5. [3]



Mezi nejvyznamnéjsi piirozené se vyskytujici mineraly fosforu se fadi fosforit
(3 Cax(POs)> - CaOH) a apatit (Cas(PO4):X, kde X je fluor, chlor nebo hydroxid). Fosfor je
stejn¢ jako dusik dulezitym biogennim prvkem jakozto zakladni stavebni slozka organickych
(biomakromolekuly — ATP, DNA, RNA, fosfolipidy, buné¢né membrany atd.) i anorganickych
(Caz(POa4)> v kostech a zubech) sloucenin. Elementarni fosfor existuje v ptirodé ve tiech
alotropickych modifikacich: bily, ¢erveny a Cerny fosfor. Tyto formy se lisi strukturou,
stabilitou a rozpustnosti, ale také toxicitou, zdpachem ¢i chemiluminiscenci. [10]

Fosfor ma nizsi elektronegativitu nez dusik (2,19 podle Paulingovy stupnice) a typicky
tvoii kovalentni vazby. Ma tfi neparové elektrony, které mu umoziuji tvofit tfi vazby, ale na
rozdil od dusiku mtze diky dostupnosti d-orbitalil rozsifit sviij valencni oktet a vytvaret i péti-

az Sestivazné slouceniny.
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1.2 Fosfazeny

Slouceniny, které maji mezi obéma prvky piimou vazbou, do jisté miry kopiruji extrémni
vazebné moznosti, ale v pfirod¢ se nevyskytuji, se nazyvaji fosfazeny. Tyto slouceniny mohou
vykazovat linedrni nebo cyklické struktury tvofené stiidajicimi se atomy fosforu a dusiku,
konkrétné opakujicimi se kdnonickymi jednotkami —P=N-. Nejcastéji jsou pozorovatelné jako

pevné, bezbarvé latky rozpustné v organickych rozpoustédlech.

Prvni syntéza fosfazenli se datuje do roku 1834. [4] V této dobé reakci chloridu
fosforecného (PCls) s amoniakem zkoumali némecti védci Justus von Liebig a Friedrich
Wohler. Touto reakci se jim podatilo ziskat hexachlorocyklotrifosfazen, ovS§em dalsim védciim
zabralo dalSich vice nez 100 let tuto molekulu pln¢ charakterizovat z hlediska struktury a také

reaktivity.

1.2.1 Vlastnosti fosfazenii

V molekulach fosfazenti je atom fosforu pétivazny, vystupuje v oxidaénim stavu +5 a ma
koordina¢ni ¢&islo 4. Jeho hybridizace odpovida typu sp’, coz vede k pfiblizné tetraedrické
geometrii.

Je vazan ke dvéma atomiim dusiku prostifednictvim dvou o a jedné delokalizované 7 vazby.
Jejim dikazem je délka vazeb, které jsou kratsi nez bézné jednoduché vazby, ale delsi nez vazby
dvojné. Delokalizace je zpisobena piekryvem p-orbitald dusiku s d-orbitaly fosforu. Zbyvajici
dvé ¢ vazby poji fosfor s vnéjSimi partnery, nejcastéji halogeny nebo jinymi organickymi
skupinami.

Atomy dusiku maji ve fosfazenech formaln¢ oxidac¢ni ¢islo —3 a jsou trojvazné. Jejich
vazebné uspotradani — dveé o a jedna delokalizovana z vazba — odpovida sp hybridizaci a vede
k téméf linedrni geometrii.

Obecnou strukturu fosfazenl 1ze zapsat vzorcem [—P(X2)=N—],, kde n vyjadiuje stupen
polymerace. Symbol X oznacuje substituenty navdzané na atom fosforu, nejcastéji atomy
halogenti — chloru ¢i fluoru — které snadno podléha;ji pravé nukleofilni substituci. V derivatech

fosfazenli poté X Casto predstavuje —OR nebo —NR2, kde R je alkyl nebo aryl.

12



1.2.2 Ttidy fosfazenii
Fosfazeny lze délit nejen podle stupné (oligo)polymerace, tedy podle poctu opakujicich se

[-P(R2)=N-] jednotek, ale také podle jejich geometrické sktruktury.

X X
X \P/
X X
| | | NNy
X—P——N—R X—1|>:N—P:N—R P—N || |
X—P - P—X
>|< X X >|< n / SN
X X
a) b) c) d)

Obr. 2: Varianty molekul fosfazeni

a) monofosfazen, b) difosfazen, ¢) polyfosfazen, d) cyklotrifosfazen

Acyklickymi fosfazeny, jindy také oznacované jako fosfiniminy nebo fosforaniminy, se
nazyvaji linearni fosfazeny s kratkym fetézcem. [5] [6] Do této skupiny patii zejména
monofosfazeny se strukturou X3P=NR (Obr. 2 a), které Casto slouzi jako vychozi slouceniny
pro syntézu polymernich fosfazen. Tyto slouceniny lze tedy povazovat za monomery
nebo zakladni prvky vazeb uvnitt dlouhého fetézce ¢i mezi fetézci polyfosfazenli. Kromé
monofosfazent sem patii také difosfazeny ([~P(X2)=N—]>) (Obr. 2 b) nebo slozit&jsi RsPNPR3"
kationty. Pfestoze posledné jmenovany kation neni klasickym fosfazenem, pfitomnost funk¢ni
jednotky -P-N-P- umoziuje jeho zatazeni do této kategorie. Tyto slouceniny jsou zajimavé
zejména svym chovanim jakozto superbaze — tedy latky s vyssi hodnotou pKa nez tzv. proton

sponge (pKa = 12,1 [7]).

Cyklofosfazeny ptedstavuji dilezité zastupce heterocyklickych systémi. Jejich cyklické
struktury se skladaji z opakujicich se jednotek [—P(X:)=N-].. Slouceniny, které jsou
dominantné studované, obsahuji Sesticlenné (n = 3 — hexachlorocyklotrifosfazeny) (Obr. 3 a)
cykly a vmens$i mife se objevuji 1 studie slouCenin s cykly osmiClennymi (n = 4 —
oktachlorocyklotetrafosfazeny) (Obr. 3 b). Tyto molekuly pfitahuji pozornost zejména diky
snadné substituci na atomech fosforu (Obr. 4) — substituenty navazané v této pozici lze snadno
zaménit pusobenim nukleofilli, jako jsou aminy, alkoholy, thioly a dalsi. [8] Dalsi zajem
vyvolava snadné otevirdni jejich cykll jiz pii teplotach okolo 250 °C, ¢imZ vznikaji linearni

makromolekuly typu [NPR2],.
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N7\ cl’ NTP
Cl Cl | ¢
Cl
a) b)

Obr. 3: a) hexachlorocyklotrifosfazen (trimer)
b) octachlorocyklotetrafosfazen (tetramer)

RO OR
NN p=N
I
RO OR n
RHN\ /NHR ROH ROH
_P. NaH NHR
o RNH, . I ke
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RHN NHR Ccl Cl n
_P- AT Cl
N~ SN > L_
Cl—P._.p—cl N
—P_ . P—
RS, SR o N a4
_P HCCP POP SH
N \\ITI % RS\H e
RS—/P\ /,P\—SR Na Cs,CO;4 |
RS SR RMe RMe SH |
R\P/R II{
NN PN
R—P._ -P—R R
\
F N R

Obr. 4: Reaktivita fosfazen: otevirani kruhu hexachlorocyklotrifosfazenu (HCCP) na polydichlorofosfazen
(POP) a jejich derivatizace nukleofilni substituci [9]

Matetsky polymer neni prakticky vyuzitelny kvili vysoké citlivosti viici hydrolyze P—Cl

vazby. Tato slabina se vSak stala vyhodou — nukleofilni substituce atomt chloru umoziuje
ptipravu chemicky stabilngjsich polymert. [1]
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Polyfosfazeny jsou polymery s flexibilnim anorganickym fetézcem, ktery obsahuje
od n¢kolika jednotek az po desitky tisic [-P(X2)=N-] c¢lankti (Obr. 2 ¢). Spolecné
s cyklofosfazeny patii k nejintenzivnéji zkoumanym slouceninam fosforu s dusikem. Tyto
derivaty poskytuji Siroké mozZnosti pro navrh a syntézu biologicky odbouratelnych polymerd,
stejn¢ jako pro vyvoj biologicky aktivnich makromolekul s vysokou funkénosti, strukturni
rozmanitosti a cilenou biologickou kompatibilitou.

Mimo to vynikaji ohnivzdornymi vlastnostmi, vysokou chemickou odolnosti a moZnosti
ladéni fyzikalné-chemickych vlastnosti prostiednictvim volby postrannich skupin. [5] Jsou
charakteristické nenasycenym, konjugovanym fetézcem s ekvivalentnimi vazbami. Polymery
s delSimi fetézci mohou vykazovat vlastnosti elastomeri nebo termoplastii a casto disponuji
optickymi, protonové vodivymi, elektrochemickymi ¢i ohnivzdornymi vlastnostmi. VétSina

z nich je stabilni na vzduchu. [9] [10]

1.2.3 Priprava fosfazenovych struktur

Pro témét vSechny fosfazeny s riznym stupném polymerace lze pouzit stejny synteticky
postup, ktery zahrnuje amonolyzu. [11] Amonolyza je zvlastni typ aminolyzy, pfi niz dochazi
k reakci v kapalném roztoku amoniaku. Amoniak diky svému volnému elektronovému paru
provadi nukleofilni atak a zplsobuje substituci mechanismem Sy2. Vychozimi latkami byvaji
chlorid fosfore¢ny (PCls) a chlorid amonny (NH4Cl) (Obr. 5). [9] Chlorid amonny se pii
zahtivani rozklada na amoniak (NH3) a chlorovodik (HCI). Uvolnény amoniak poté umoziuje
amonolyzu chloridu fosfore¢ného za vzniku NHPClg. Tento produkt je nestabilni a rozklada se
na NH=PCl; (monofosfazen). Tento produkt mlze dale polymerovat za soucasné eliminace

HCI, nebo opét reagovat s PCls.

~ HCI _ ~ HCI HCI
NH,Cl +PCl; —> NH,PCl, —> HN=PCl; ——> H(NPCl,),CI ——> (NPCl,),

PCls |[-HCI  PClg |- HCI

CI(NPCl,),PCl,

Obr. 5: Ptiprava fosfazeni amonolyzou PCls [12]

15



V tomto bod€ je vhodné odkéazat na Obr.4, kde je znazornén vyznamny zpisob piipravy
polyfosfazenti s dlouhymi fetézci. Prvnim krokem tohoto procesu je otevirani kruhti cyklickych
fosfazend ptisobenim vysokych teplot (Obr. 6). Ty v ptitomnosti katalyzatoru vyvolaji odstup
chloridového aniontu z atomu fosforu, ¢imz vznika kation [P3N3Cls]*. Tento kation iniciuje
otevieni dal$i molekuly cyklofosfazenu a naslednou polymeraci. Na terminalnim atomu fosforu

se opét nachazi kladny naboj, ktery umoziiuje ptipojeni dalsi jednotky.

Cl. Cl
\/
/P\ Cl
N7 SN AT/Kat. |
1 | = P=N
Cl—/P\N//P\—Cl n [PNCl,]; él
Cl Cl n
AT/Kat.
[PNCL,], [PNCL,],
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Obr. 6: Mechanismus ptipravy linearnich polyfosfazenti vychazejici z cykloderivata [9]

Touto metodou otevirani kruhu (ring-opening polymeraci) jsou pfipravovany primarné
linedrni polyfosfazeny. Polymerni fosfazenové struktury vSak nejsou omezeny jen na linearni
makromolekuly. Zivou kationtovou polymeraci monofosfazenti (napiiklad ClsP=N—Si(CH3)3)
lze pfipravit rozvétvené a riznorodé makromolekuly, jako blokové kopolymery nebo ttvary

s dendritickym, hvézdicovitym nebo hiebenovitym uspotrddanim (Obr. 7). [13]
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Obr. 7: Makromolekularni fosfazenové struktury

a) di-bloky, b) tri-bloky, c) hfebenovité, d) hvézdicovité, e) dendritické usporadani [9]

V ptipadé, ze HCCP reaguje s molekulou obsahujici dvé nebo tii reaktivni skupiny, dochazi

k substituci chlorovych atomi HCCP a nasledné tvorbé kiizovych vazeb. Tento proces vede
ke vzniku tzv. cyklomatrix polyfosfazent (Obr. 8).
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Obr. 8: Usporadani cyklomatrix fosfazend [14]
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1.3 Aplikace fosfazeni

Polyfosfazeny se fadi mezi nejvSestrannéjsi makromolekuly. [14] Diky vysoké
strukturni rozmanitosti nachazeji uplatnéni v mnoha odvétvich. Vlastnosti téchto molekul urcu;i
jak —P—N— kostry polymerniho fetézce, tak pfipojené bo¢ni skupiny. Pravé diky moznosti
rozsédhlych postsyntetickych modifikaci poskytuji polyfosfazeny veédé k dispozici velké
mnozstvi polymernich materiala se Sirokou Skalou kvalit, jako jsou vysoka tepelna stabilita

a ohnivzdornost, biodegradibilita, propustnost pro ultrafialové a viditelné svétlo a dalsi.

BIOMEDICINA
Drug delivery

Tkanové inzenyrstvi

ZPOMALOVACE FLUORESCENCNI

HORENI MATERIALY
APLIKACE
4 { FOSFAZENOVYCH
y \| STRUKTUR
/ ENERGETICKE \ '
y ULOZNE MEMBRANY
b 7 Elektrodialyza
\ ?,:{ST]?J]‘X;Y Mikrofiltrace
“%\‘\Soﬁd polymer electrolyte . Ultrafitrace
' _.

Obr. 9. Aplikace fosfazenovych struktur [6]

1.3.1 Zpomalovace horeni

Slouceniny fosforu se fadi mezi bézn¢ komeréné vyuzivané zpomalovace hoteni. Ackoli se
vyuziva tada slouCenin fosforu (Cerveny a cCerny fosfor, fosforecnan amonny aj.),
nejefektivné)si se ukéazaly byt pravé fosfazenové retardanty. [15] Fosfazeny vykazuji vysokou
tepelnou stabilitu a brani tak samotnému vzplanuti. Pfi teplotach, které zptsobi rozklad
molekul, vznikaji netékavé latky (napfiklad kyselina fosfore¢na (H3PO3)), které na povrchu
materialu vytvoii film branici pfistupu kysliku. [16] [17] Déle vznikajici CO2, N> a dalsi plyny

fedi okolni O; a snizuji tim jeho koncentraci v okoli materialu. Vznikajici H- a HO- radikaly
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neutralizuji PO-, HPO- a dalsi radikalové produkty tepelného rozkladu fosfazenu, ¢imz také
dochazi k tlumeni hoteni. Fosfazenové retardanty navic vykazuji dobrou kompatibilitu s jinymi
polymery, coz umoziuje jejich snadné zaclenéni do polymernich smési bez negativniho vlivu
na mechanické vlastnosti ¢i zpracovatelnost. V poslednich letech derivaty fosfazent
(hexafenoxycyklotrifosfazeny, pentafluoro(fenoxy)cylotrifosfazeny a dalsi) diky velmi malé
produkci toxickych produkti nahrazuji halogenované zpomalovace, které jsou zdravi

nebezpecné.

1.3.2 Fluorescen¢ni materialy

Polyfosfazeny mohou slouzit jako platforma pro syntézu fluorescencnich materialt. [6]
Samy o sobé& nejsou fosfazeny opticky aktivni v UV-VIS oblasti [18], avSak jejich vysoka
stabilita a snadnd modifikovatelnost je ¢ini vhodnymi nosi¢i optickych vlastnosti, napf.
pro fluorofory, kvantové tecky ¢i barviva. Diky rigidité fetézce mohou tyto materialy slouzit
jako biosenzory, detektory a dal$i biomateridly.

Jako zakladni jednotky materialti s fluorescencnimi vlastnostmi jsou intenzivné zkoumany

oxo- [18] (Obr. 10 a) a aminoderivaty [19] (Obr. 10 b) cyklotrifosfazenii

O
N,/ N\
P H/\// N
Ol oy, O O
O\ /O N\ /P/
st St ve o
O (0] NHNH
a) b)

Obr. 10. Ptiklady a) oxoderivatu a b) aminoderivatu fosfazend s fluorescencni aktivitou [18] [19]

1.3.3 Biomedicina

V poslednich letech ziskaly fosfazenové materidly zna¢nou pozornost také v oblasti
biomediciny. Vedle linedrnich polymert se také cyklické derivaty uplatiuji v riznych
aplikacich. Diky znacné variabilit¢ struktur umoznuji pfipravu biomateriald pfesné
piizptisobenych pozadovanym funkcim a jejich snadné degradovatelnost na netoxické produkty

je ¢ini zvlasté vhodnymi pro medicinské vyuziti. Vyznamnymi aplikacemi jsou napiiklad cilené
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podavani 1éCiv (drug delivery) [20] ¢i tvorba polymert pro pouziti v tkdfiovém inzenyrstvi [21].
Ptikladem fosfazenovych derivata, které maji velky potencidl v tkanovém inzenyrstvi je
polyfosfazen-hydroxyapatit v inzenyrstvi kostni tkan¢ [22] nebo poly[(ethylester glycinu)
(anilinpentamer)fosfazene] (Obr. 11) v nervovém inzenyrstvi, jakozto elektroaktivni fosfazen.
[23]

] OO

NHR2 R2 = _CHZCOOCHZCH3
n

Obr. 11: Strukturni vzorec poly[(ethylester glycinu) (anilin pentamer)fosfazenu] [22]

Polyfosfazenovy fetézec je obecné malo nachylny k enzymatickému ¢i hydrolytickému
rozkladu. Chyba! Nenalezen zdroj odkazii. Volba substituentd vSak zasadn€ ovliviiuje jeho
stabilitu ve vodném prostfedi a moZnost biodegradace na netoxické produkty, a to na netoxicky
fosfore¢nan amonny, (NH4)3POs, respektive amoniak a fosfat.

Stabilita viici hydrolyze zavisi na povaze bocnich skupin (jejich velikosti, schopnosti
odstupu) i na typu P—X vazby. [9] Naptiklad bylo zji§t€éno, ze polymery —NR> bocnimi

skupinami podléhaji biodegradaci snaze neZ polymery s -OR skupinami.

Zminéné aminofosfazeny (Obr. 12) jsou zkoumany jako potencidlni nosice bioaktivnich
latek. Proto je studium jejich odolnosti vii¢i hydrolyze diilezité.

NRR'

NRR'
- —n

Obr. 12: Strukturni jednotka aminoderivatd fosfazent [25]

20



Studium rozpustnosti vysokomolekularnich aminocyklotrifosfazenti provedl Allock se
svym tymem. [25] Zkoumana byla rozpustnost fosfazenii s riiznymi substituenty R ve vodg,
vodném dioxanu, kyselinach a bazich. Vysledky ukazaly, Ze odolnost vii¢i hydrolyze i stabilitu
v kyselém i bazickém prostfedi téchto derivatl ovliviiuje nejen velikost a stalost odstupujici
skupiny, ale také mira elektronové donace exocyklického dusiku. Silna elektronova donace
podporovala protonaci dusikovych atomt v kruhu, coz vedlo k okamzitému Stépeni kruhové
struktury. Pfi slabé donaci dochézelo k protonaci exocyklického dusiku, ktera umoznila odstup
dané skupiny, pfi¢emz $tépeni kruhu nastavalo az v pozdgjsich fazich hydrolyzy. Typickym
pfikladem substituentu vyvoldvajictho okamzité St€peni byl anilinovy zbytek (Obr. 11 a),
zatimco imidazolylova skupina (Obr. 11 b) ptedstavovala zastupce snadno odstupujici skupiny

ve vodném prostiedi.

——N:}l’— ——N=P—
|
NH NH

a) b)

Obr. 13: a) anilinovy substituent vyvolavajici hydrolyzu

b) imidazolyl jako dobra odstupujici skupina [25]
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Obr. 14: Mechanismus protolyzy polymernich fosfazenii [25]

a) hydrolyza vyvolana protonaci atomu dusiku v fetézci fosfazenu

b) uvolnéni protonované odstupujici skupiny



1.4 Biologicka aktivita

Zajimavym odvétvim vyzkumu vlastnosti fosfazenii pro medicinské vyuziti je jejich
bioaktivita. S rostouci pozornosti vénovanou chemii téchto organofosforovych sloucenin
prirozené¢ roste zajem také o pruzkum jejich biologickych uc¢inkd, pficemz fada védeckych

skupin ukazuje, Ze se nejedna o slepou ulicku.

Vyznamnou oblasti je zejména jejich antimikrobialni aktivita. Patogenni bakterie vykazuji
rostouci odolnost vii¢i bézné dostupnym léciviim. [26] Urcité derivaty fosfazent by vSak mohly
piedstavovat novou alternativu v boji proti témto infekcim. Vyzkum se zaméfuje jak na
polyfosfazeny, tak na cyklopolyfosfazeny. Derivaty cyklopolyfosfazenli, primarné trimera
a tetramerd, mohou v zavislosti na typu zavedeného substituentu vykazovat antimikrobilni
1 antifungalni u¢inky.

Naptiklad byly zkoumény ansa- a spiro-derivaty s oxo- a aminoskupinami [27] nebo
fosfazeny s navazanymi tetradentatnimi ligandy ve spojeni s dusikatymi heterocykly [28]. Dalsi
zajimavé vysledky pfinasi studie zaméfené na vyuziti polyfosfazent jako platforem schopnych
koordinovat ionty stiibra (Ag"), které jsou samy o sobé zndmé svymi antibakteridlnimi
vlastnostmi. Laboratofe hlasi vynikajici vysledky také pii pfipravé komplext

amino(cyklofosfazenil) s Ag" ionty, které vykazuji vyjimecné antibakterialni uc¢inky. [29]

Rakovina je druhou nejcastéjsi pric¢inou imrti na celém svété a jeji 1éCba je predmétem
intenzivniho vyzkumu. Mezi vyznamné aktéry tohoto vyvoje patii 1 derivaty fosfazeni, a to
zejména diky své nizké toxicit¢ a v piipadé cyklofosfazenli také monodisperzité.
Piikladem tspésného vyzkumu jsou jiz zminéné metalofosfazeny testované na bunécéné linii
MCF-7 (lidské bunky karcinomu prsu). [29] Nicmén¢ stiibrné c¢astice, piitomné v nékterych
komplexech, mohou ve vysSich koncentracich zptisobovat intoxikaci okolnich tkani.

Cytotoxické derivaty byly rovnéz piipraveny v experimentech, které substituovaly
hexachlorocyklotrifosfazen heterocyklickymi derivaty chalkonu. [30] Chalkon je aromaticky
keton ziskdvany z rostlin a je zndmy pro své pozitivni bioaktivni vlastnosti.
Rakovinné bunécné linie lidskych karcinomu vajecniki a prostaty (A2780, PC-3, LNCaP) byly
vystaveny riznym koncentracim téchto derivatl, pificemz doSlo k vyraznému snizeni
zivotaschopnosti rakovinnych bun¢k. Dilezitym zjiSténim bylo, Ze tyto velké molekuly mély
oproti volnym chalkonlim vétsi afinitu k enzymiim ovliviiujicim pteziti bunék (naptiklad Bel-
2, kaspaza-3). Navic se tyto flexibilni struktury mohly snadno zaclenit do fetézce DNA, a tim
jej vyznamné poskodit. Je vSak tfeba podotknout, ze experimenty byly zatim provedeny pouze

in vitro.
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Derivati fosfazenl s potencidlni antitumorovou aktivitou bylo prozkoumano mnoho [31],
piicemz kazdy derivat pifinasi své specifické vyhody, ale bohuzel 1 urcit¢ nevyhody.
V nékterych piipadech byla dokonce zaznamendna podpora proliferace bunék. [27] Presto

soucasné experimenty poskytuji dalezité informace a tvoti pevny zaklad pro budouci vyzkum.

24



1.5 Host-guest chemie

Vzhledem k jejich bioaktivité a strukturni variabilité se fosfazeny ukazuji jako slibné nejen
v oblasti mediciny, ale i v designu sofistikovanych materialii. Jednou z oblasti, kde nachéazeji
stale vEtsi uplatnéni, je host—guest chemie.

Host—guest chemie je odvétvim supramolekularni chemie, které se zabyva tvorbou
a chovanim komplext slozenych ze dvou a vice molekul ¢i iontl, jejichz vazba je velmi
specificka. Castice jsou poutany nekovalentnimi interakcemi, které se ¢asto podileji na tvorbé
trojrozmérnych struktur makromolekul, jako jsou napiiklad proteiny. Typickymi
nekovalentnimi interakcemi jsou vodikové vazby, iontové vazby, van der Waalsovy sily
a hydrofobni interakce.

Priklady host—guest systému jsou bézné v ptirod€¢ a mnohé z nich zastavaji nenahraditelnou
roli. Patfi k nim naptiklad komplexy enzym se substraty, které spolu interaguji prostfednictvim
reverzibilnich nekovalentnich sil. Dalsim piikladem je hemoglobin, kde atomy zZeleza funguji
jako "guest" cCastice. Pritomnost téchto systémi v pfirodnich procesech ptildkala zna¢nou
pozornost vyzkumnych skupin a v poslednich letech ziskdvd chemie téchto komplext
na popularité. Bézn€ pouzivanymi ,host“ molekulami jsou napiiklad crown-ethery,

cyklodextriny, kalixareny nebo pillarareny (Obr. 15). [32]

I ]
OR OR QR RO

a) b) c) d)
Obr. 15: Supramolekuly vyuzivané v host-guest chemii

a) 18-crown-6, b) B-cyklodextrin, c) kalix[4]aren d) pillar[4]aren

Kromé makrocyklickych molekul mohou nachazet uplatnéni v host-guest chemii také
mikroporézni materialy, tedy latky s péry mensimi nez 2 nm. Tato jemnd porézni struktura jim
ud€luje unikatni vlastnosti, jako vysoky mérny povrch a vyborné adsorp¢ni schopnosti. Diky
témto vlastnostem nachazi Siroké uplatnéni v katalyze, jako molekulova sita, nebo

v medicinskych aplikacich. Patfi mezi n€ naptiklad aktivni uhli nebo zeolity.
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Substituované molekuly fosfazenti mohou slouZit jako stavebni kameny pro vytvaieni
téchto materialii, konkrétné¢ materiall ze skupiny HOF (Hydrogen-bonded Organic
Frameworks) (Obr. 16).[33] Jedna se o novou tfidu poréznich krystalickych latek, v nichz jsou

organické molekuly propojeny vodikovymi vazbami, ¢imz vznikaji aZ trojrozmérné struktury.

“u “u
T w?
o T T
o w Ty

Obr. 16: Samouspotadani HOF struktur ze stavebnich jednotek [34]

HOF materialy kombinuji vyhody déle zndmych COF (Covalent-Organic Framework)
a MOF (Metal-Organic Framework) materiald, napiiklad vysokou miru uspofadanosti
a pravidelnosti krystalové struktury, nizkou hustotu, nizkou toxicitu ¢i snadnou regeneraci
prostiednictvim rekrystalizace diky schopnosti sebeléCeni. Navic jsou Setrné k zivotnimu
prostiedi. Diky nizké smérovosti vodikovych vazeb jsou tyto materialy odoln€j$i vici
deformacim, coz mize vést k vyssi adsorpéni kapacite.

Nevyhodou HOF materialli je niz$i stabilita vodikovych vazeb v porovnani s kovalentnimi
COF nebo koordina¢nimi MOF vazbami. V posledni dob¢ vSak byly vyvinuty strategie pro
piipravu stabilnéjSich HOF systémt, kde stabilitu zajistuji vhodné guest molekuly, které
pomahaji drzet strukturu pohromadg. [35]

V piipadé fosfazenii je tvorba vodikovych mustkli umoznéna piitomnosti volného
elektronového paru na endocyklickém atomu dusiku. [36] Jeho bazicita, a tedy schopnost
poskytovat elektrony, zavisi pfedevSim na povaze substituentii na atomu fosforu (—X).
Elektrondonorni skupiny, jako naptiklad aminoskupiny (-NR:), zvySuji bazicitu kruhu a tim
i dostupnost elektronii atomu dusiku, coz zptistupiiuje mista vhodna pro tvorbu vodikovych
interakci.

Velmi vhodnymi derivaty fosfazenti pro stavbu HOF struktur jsou spirofosfazeny,
ziskavané reakci s diaminovymi slou¢eninami. Atom choru vazany na atom fosforu mize byt
nahrazen dvéma -NR: skupinami z jedné molekuly diaminu, ¢imz se atom fosforu zacleni

do dalsi cyklické jednotky a vznikne spirostruktura. Vyhodou téchto spirofosfazent je nejen
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rigidita molekul, ale také jejich schopnost vytvafet nejen 2D vrstvy a efektivné z nich tvofit

prostorové struktury.

1.6 Metody strukturniho vyzkumu fosfazenovych sloucenin

Pro zkoumani struktur se nabizi Siroka Skéla analytickych metod. UmozZiuji ndm pochopit
usporddani atomu a vazeb molekul, nadmolekularnich struktur, a charakterizaci pfitomnych
latek z hlediska jejich uspotfadani, Cistoty a funkCnosti s moznosti vysvétlit 1 predikovat
reaktivitu.

Analyza nam na zéklad¢ pouzit¢ metody mize o vzorku dodat nékolik charakteristik.
Zejména kvalitativni Gdaje, tedy sloZeni vzorku (NMR, MS, spektroskopie) a informace
o konkrétni struktufe pevného vzorku (ssNMR, RTG). Kvantitativni analyzu nize uvedené
metody umoziiuji jen relativni, tedy neudavaji presny obsah, pouze pomér slozek.

Pii volbé analytické metody je dilezité zvazit n€kolik faktori. NejzasadnéjSimi jsou
destruktivita metody, jeji citlivost, a tedy pozadované mnozstvi vzorku nebo schopnost rozlisit
jednotlivé slozky vzorku, ale také jeji rychlost provedeni, cenova narocnost nebo bezpecnost.

V chemii fosfazenii nachdzi vhodné vyuziti n€kolik analytickych technik.

1.6.1 NMR spektroskopie

NMR spektroskopie vyuziva jevu zvaného nukledrni magnetickd rezonance. Tento jev je
typicky pro atomova jadra s nenulovym spinem a dochéazi k nému pfi umisténi téchto jader
do vn¢jSiho magnetického pole.

Jadro s nenulovym spinem se chova jako maly magnet, a ma tedy vlastni magneticky
moment, ktery je v nepfitomnosti magnetického pole ndhodné orientovany. Pfi plisobeni
vnéjSiho magnetického pole je tento moment silné ovlivnén, a to hlavné jeho orientace. Je
orientovan do stavl s nizsi (spiny rovnobeézné s polem) nebo stavii s vyssi (spiny proti sméru
pole) energii. Spolu s tim za¢ne jadro vykonavat precesni pohyb charakteristicky hodnotou
Larmorovy frekvence, ktera je pro kazdé jadro jedinecna.

Ozéatenim vzorku radiofrekvencnim impulsem s frekvenci odpovidajici Larmorové
frekvenci jadra, dojde k excitaci jader z nizSich do vysSich stavii. K absorpci energie tedy
dochazi jen tehdy, kdy jsou si hodnoty obou frekvenci rovné, tedy kdyz dojde k rezonanci.

Nejlépe jsou NMR spektroskopii detekovatelna jadra se spinovym kvantovym ¢islem
I =". Ta maji spinovy magneticky moment a jsou tak pro NMR viditelna. Na rozdil od jader

s 1> 5, jsou sndze méftitelnd, jelikoz nevykazuji kvadrupdlovy moment.
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Elektrony obklopujici dané jadro, at’ uz jeho vlastni ¢i ndlezici jinému blizkému atomu,
tvofi vlastni magnetické pole. Velikost efektivniho magnetického pole, které nakonec ptisobi
na jadro, je tak jind od velikosti vnéjsiho pole. To vede k riznym rezonan¢nim frekvencim jader
s odliSnym chemickym okolim, kterd se pak 1i$i hodnotou tzv. chemického posunu. [37]

Jednotkou chemickych posunt je ppm vyjadiujici rozdil mezi rezonancni frekvenci daného
jadra a frekvenci referencni latky. Je-li v okoli jadra vyssi elektronova hustota, jeho stinéni je
vetsi, efektivni magnetické pole mensi a s nim 1 hodnota rezonanéni frekvence v ppm. Vliv
na tuto veli¢inu méa nejen elektrondonorni nebo elektronakceptorni substituenty. K riznym
posuntim vedou riizné oxidacni stavy jader ¢i koordinacni ¢isla — v obou ptfipadech maji rlizna
okoli na svédomi konkrétni elektronovou hustotu, a tak i chemicky posun. Pouzité rozpoustédlo
rovnéz vyznamné ovlivituje vysledné spektrum. [38] Polarni rozpoustédla mohou molekuly
vzorku solvatovat nebo tvofit vodikové mustky s jejich polarnimi skupinami. Oba tyto jevy
vedou ke specifickému rozlozeni elektronil v okoli jadra a v navaznosti také jeho chemickému
posunu.

Razné chemické posuny znamenaji také energie radiofrekvencniho impulzu pottebného
k excitaci. Aby byla zajisténa excitace vSech jader v ramci jednoho méteni, ozatuje se vzorek

kratkym Sirokospektralnim 90° radiofrekvenénim impulzem.

Mezi blizkymi jadry vdzanymi v molekule mize dochéazet k interakci zprosttedkovanou
vazebnymi elektrony — nepfimé spin-spinové interakci. Pfi této interakci dvou neekvivalentnich
jader mohou nastat dva pfipady: hodnoty jadernych spinii maji bud’ stejné nebo opacné
znaménko. V piipad¢ znamének stejnych je energie systému vyssi nez u znamének opaénych.
Dochazi tak ke Stépeni spinovych stavl jader tak, ze kazdy da vzniknout 2 energetickym
hladindm. Lze tak pozorovat vice energetickych ptechodi, které¢ maji rizné energetické rozdily.
To se ve spektru projevi vznikem multipleti.

Velikost interakce udava interakéni konstanta J [Hz]. Interakce mtze probihat i mezi jadry
vzdalenych o né€kolik vazeb, proto je Casto je pfipisovan levy horni index oznacujici pocet
téchto vazeb. Hodnota konstanty mize byt kladnd nebo zaporna a rovna se vzdalenosti ¢ar
v multipletech. D4 se tedy snadno odecist ze spekter, avSak jen jeji absolutni hodnota.

Pti interakei jadra s jadry, kterd jsou si navzajem ekvivalentni, je hodnota J konstanty stejna.
Tato skute¢nost se taktéz projevi pti vzniku multipletd (Obr. 17). Jsou-li J konstanty interakci
shodné, dochazi pii Stépeni signali zaroven ke splyvani prostiednich linii, jelikoz ty
ve vysledku nabyvaji stejnych hodnot spinovych frekvenci. Poméry intenzit linii odpovidaji

fadkim Pascalova trojuhelniku.
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Pokud jsou interagujici jadra neekvivalentni, maji interakce rizné hodnoty konstanty J,
neni vznik multipletl porovnatelny s Pascalovym trojuhelnikem. Nesourodé hodnoty konstant

vedou k odlisSnym vzdélenostem mezi liniemi, a proto nemusi vzdy dojit k pfekryvu hodnot

frekvenci a splynuti linii.
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Obr. 17: Vznik multiplet v NMR spektru §tépenim jadry se stejnou interakcni konstantou
Pievzato z: Dracinsky, M. NMR spektroskopie pro chemiky. Praha: Nakladatelstvi Karolinum, 2021. s. 25, 26.

Pro chemii fosfazent je uziteéna 'H, 3'P, 13C a '¥/!>N NMR spektroskopie. Obecné je NMR

vyhodnou metodou, jelikoZ se jedna o nedestruktivni a rychlou metodu. Mimoto jsou *'P

spektra relativné jednoducha k feseni.
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Obr. 18: Porovnani *'P {'H} spekter derivati hexachlorocyklotrifosfazenu a

oktachlorocyklotrifosfazenu podle stupné substituce (vzhled spekter je inspirovan vlastnimi experimenty)

S doplitkem 'H, *C a '¥I>N NMR dava tato metoda dobré povédomi o prib&hu reakce

a struktufe molekul.

K analyze $patné rozpustnych nebo krystalickych struktur je uzitecné ssNMR. Metoda
umoznuje v ramci jednoho méfeni ziskat kvalitativni informace o analyzovaném vzorku,

ale také jeho konkrétni krystalickou strukturu.

1.6.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie umoziuje analyzu kapalnych, pevnych i plynnych vzorku.
Prvnim krokem je vzdy ionizace analytii, coz vede ke vzniku nabitych ¢astic. Molekula ptebira
od ionizujicich ¢astic jejich energii, a ziskany nadbytek energie se projevi fragmentaci molekul
na mensi ¢asti. Metoda vyuziva déleni vzniklych fragmentt podle poméru m/z, tedy hmotnosti
a naboje. Na zdklad¢ téchto parametrti jsou v analyzatoru za vyuziti raznych fyzikalnich
principil (priletovy, magneticky analyzator, iontova past, ...) oddéleny a céstice dopadaji
na detektor v rizném case. Vysledkem je hmotnostni spektrum, které ukazuje relativni
zastoupeni fragmentii ve vzorku.

Iontovy zdroj je ¢ast spektrometru, ve kterém dochazi k ionizaci vzorku. Ioniza¢nich metod

byla objevena cela fada a kazd4 dava jiné moZnosti analyzy. Pfi volbé metody je tieba zvazit
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charakter zkoumaného vzorku a také cile méteni. Z hlediska vzorku je dulezité brat ohled
na jeho stabilitu, tepelnou labilitu, polaritu ¢1 velikost. JednoduSeji by se dalo fici, Ze volba
muze byt provedena podle skupenstvi analytu.

Pro plynné vzorky, tedy latky t¢kavé ale zaroven tepelné stabilni, je vhodna elektronova
ionizace (EI) nebo chemicka ionizace (CI). [39]

Latky naopak malo tékavé je k ionizaci potieba do plynného skupenstvi pievést. Analyty
rozpustné v t€¢kavych rozpoustédlech jsou do iontového zdroje po kapkdch vstfikovany
a ionizovany ve formé¢ aerosolu. To umoziuje ionizace elektronsprejem (ESI), chemicka
ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI).

K analyze pevného skupenstvi, obzvlasté makromolekul, je vhodna technika MALDI-MS
(ang. Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Mass Spectometry). Zde je vzorek rozpustén
v rozpoustédle obsahujicim malé organické molekuly — matrici. Zabudovéani vzorku
do chemické matrice nese velkou vyhodu ve formé usnadnéni prevodu téchto velkych molekul,
netékavych a tepelné labilnich latek do plynné faze. Pii ozafeni laserem, zminénym v nazvu
metody, je matrice schopnd absorbovat jeho svételnou energii a analyt tak ionizovat a pievést
do plynné faze. Pfi volbé matrice je tfeba zvazit nckolik faktort: jestli je schopna ukotvit
a izolovat analyty, absorbovat laserové zafeni, zda je stabilni ve vakuu a dalsi. [40]

MALDI mé také vyznamny piinos do analyzy nerozpustnych latek. [40] K zabudovani
do matrice sice neni mozné dojit smichanim s jejim roztokem. AvSak dnes je jiz znamo, Ze pfi
dobrém rozemleti vzorku, mechanickém smichanim s praSkovou matrici a jejich nasledném
lisovani, je dosazeno podobného efektu, a tim padem je mozné laserovym ozafenim matrice
pfevést i nerozpustny vzorek do plynné faze, a tak ho analyzovat na hmotnostnim spektrometru.

Jak bylo feceno, pti voln¢ ionizaéni techniky je také dilezité si uvédomit, jaky je cil méteni.
Je-1i snaha zjistit naptfiklad molarni hmotnosti nebo strukturnich informaci. V tomto ohledu
zalezi, zda je metoda takzvané tvrda ¢i mékka. U tvrdych metod, jako je elektronova ionizace,
molekula ziskdva od bombardujicich elektronti nadbytek energie, ktery se projevi fragmentaci
elektronti ma za nasledek nejvyssi citlivost detekce a je mozné z nich urcit napiiklad molarni
hmotnost ¢i molekuly identifikovat. M¢kka metoda, kterou je chemicka ionizace, nedodava
molekule takové mnozstvi energie a zpusobuji tudiz jen malou fragmentaci, konkrétn¢ CI
primarné vznik (de)protonovanych castic. Je tak dobrou volbou pii snaze objasnit strukturu
molekul.

Za dulezité také povazuji zminit pozitivni a negativni moéd hmotnostni spektrometrie.

Vsechny ioniza¢ni metody produkuji nabité Castice. AvSak neékteré produkuji kladné nabité (EI),
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jiné zaporné nabité (negativni CI) a jsou také metody, které produkuji oba typy Eastic (ESI).
Oznaceni ,,pozitivni/negativni mod“ popisuje ndboj vznikajicich a detekovanych castic.
Mimoto se metody lisi fragmentaci (negativni ionizace vykazuje mensi fragmentaci) a aplikaci.
Negativni mdd je vhodny k analyze molekul jako kyseliny, fenoly a nitroslouceniny, které
snadno ionizuji a davaji vzniknout zadpornym casticim. [41]

Historicky byl negativni mdéd méné rozsiteny, a také v dneSni dobé se pozitivni mod

vyuziva €astéji, 1 kdyz v nemalo pfipadech miize byt negativni mod efektivnéjsi.

Hmotnostni spektrometrie umoziuje pomérné¢ jednoduchou kvalitativni, ale také
kvantitativni analyzu. Jednoduchost tkvi v pfimocarosti hmotnostnich spekter a rychlosti, se
kterou lze tato spektra ziskat.

Pfi substitu¢nich reakcich provadénych na fosfazenech Casto vznikaji Spatné rozpustné
vedlejsi produkty, které se vylucuji ve formé srazenin. Tehdy muze s rozborem pomoci hlavné

MALDI-MS.

1.6.3 Rentgenostrukturni analyza

Latky vpevném skupenstvi se mohou vyskytovat ve dvou stavech — amorfnim
a krystalickém. Pouhym okem neni vzdy snadné tyto struktury rozeznat, a to prave kvili tomu,
ze zasadni odliSnost se skryvd az na atomové trovni. Rozdil mezi t€émito dvéma stavy tkvi
v uspofadanosti systému. V krystalickém stavu jsou homologni ¢astice uspotfadany
do pravidelnych opakujicich se struktur. Castice davaji vzniknout elementdrnim butikam, které
se rovnaji do krystalovych mifizek a soubor téchto miizek poji nekovalentni interakce
do krystalické podoby. Pravé jejich dalekosahlé uspotfadani, které amorfnim latkdm chybi, je
zakladnim pfedpokladem pro tvorbu krystald, a tak i rentgenovou krystalografii. [42]

Zasadnim jevem pro rentgenovou krystalografii je difrakce zareni. Vzorek krystalll je
ozafen, s dopadem zaieni na krystalové miizky dojde k difrakci (ohybu paprska o ptitomné
elektrony) a interferenci paprski, které nasledné¢ dopadaji na detektor ptripojeny k pocitaci.

Vysledkem je obraz struktury analyzovaného objektu zobrazeného na obrazovce pocitace.
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Vyznamnym kritériem pro cely tento d¢j je Braggliv zékon (1):
2dsin€ = ni

kde d je mezirovinna vzdalenost, & je thel dopadu, 4 vinova délka rentgenového zéfeni a n je

celé ¢islo.
Z tohoto vztahu plynou 2 zavéry:

1) Aby doslo k difrakci zafeni, musi byt jeho vlnovd délka velmi blizkd mezirovinné
vzdalenosti, tedy vzdalenosti atoml vazanych v molekulach pevnych latek. To plati pro
vlnovou délku rentgenového zatfeni, proto je pfi této metod¢ vyuzivano. Napiiklad
viditelné svétlo by byt vyuzito nemohlo, jelikoZz ma pftili§ dlouhou vlnovou délku.

2) Konstruktivni interference je dosazeno tehdy, kdyz rentgenové zafeni dopadne na
miizku pod uhlem 6, pro ktery plati Braggiiv vztah, tedy 7 je celé Cislo. Vysledkem jsou
intenzivni difraktované paprsky. Pokud tato podminka neni splnéna, dochézi

k interferenci destruktivni a intenzita paprskll se snizuje. [43]

Vysledné zateni dopada na detektor. Pro méfeni intenzit paprski difraktovanych pii analyze
krystalti malych molekul, je mozné vyuzit scintila¢ni detektory. AvSak v ptipadé¢ makromolekul
je potieba sbér vétstho mnoZzstvi signalli. Na to scintilaéni detektory nestaci a byvaji tak
nahrazeny ploSnymi detektory. Detektory jsou schopné analyzovat polohu dopadu a intenzitu
dopadajiciho zéafeni. Pfi pouZiti vhodnych detektorii, jako je rentgenovy film, lze dojit
vizualizace dopadajicich paprskd, kterd je vidét pouhym okem — u analyzy monokrystalti by
byly pozorovatelné tecky o rizné intenzité¢. Kazda tecka nalezi konkrétni sadé rovin uvniti
krystalu. Proto informace o intenzit¢ doprovazi Millerovy indexy (h, k, 1), které definuji tuto
sadu rovin.

Pocitacovou analyzou a matematickymi vypocty, konkrétné Fourierovou transformaci, jsou
tyto ,,teCky* pfeveditelné na mapu elektronové hustoty. Zjednodusené by se dalo fict, ze jelikoz
dochazi k difrakci rentgenovych paprskli o elektrony krystalu, znamend vyS$si koncentrace
elektronti v daném misté vétsi difrakcei, a tak vyssi intenzitu ,,teCky*‘. Mapa elektronové hustoty
tedy udava informace o rozloZeni elektronli a s tim 1 atomi v prostoru. Opétovnym vyuZzitim

pocitacové techniky je tak dosazitelna 3D struktura molekul tvoficich krystaly.
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1.6.4 Absorp¢ni spektroskopie

Pojem absorp¢ni spektroskopie je nadtazeny UV-VIS, fluorescencni, infracervené a dalSim
typim spektroskopie, kterd k analyze vzorku zkoumd ubytek intenzity prochazejiciho
elektromagnetického zafeni — absorbanci. Spektroskopie muze byt obecné atomova ¢i
molekulova. K tomuto déleni dochdzi na zékladé zkoumanych entit, tedy pokud jsou zjistovany
informace o pfitomnych atomech ¢i celych molekuléach.

Je-1i analyt ozafovan proudem fotonll o vlnové délce odpovidajici rozdilim energii hladin
systému, pohlti vzorek ¢ast energie tohoto zaieni. To zplsobi sniZzeni intenzity zafeni a vedle
toho excitaci systému. V atomové absorp¢ni spektroskopii tim dochazi k excitaci valen¢nich
elektroni, v molekulové mimoto k excitaci molekuly do vysSich vibra¢nich a rotacnich stavil.

Provede-li se mé&feni intenzity zafeni pted a po prichodu vzorkem, lze ziskat carové (AAS)
nebo pasové (molekulova AS) absorpéni spektrum. To ukazuje zévislost absorbance na vinové
délce puisobiciho zafeni a lze z n¢j urcit, pii jaké vinové délce je absorbance vzorku nejvyssi.
Rozdily energetickych hladin jsou pro kazdy systém jedineéné. Na zakladé toho je mozné

provést kvalitativni 1 kvantitativni analyzu.

1.6.5 Emisni spektroskopie

Tento typ spektroskopie sleduje elektromagnetické zafeni emitované nestabilnimi
excitovanymi atomy nebo molekulami.

Prvnim krokem této metody je excitace Castic, a to nejcastéji teplem, elektrickym vybojem,
nebo indukéné vazanym plazmatem. Pfi navratu do niz$iho stavu emituji prebyte¢nou energii
ve form¢ fotonl o vinové délce, kterd odpovida energii prechodu. V UV-VIS oblasti dochazi
k uvolnéni energie nejcastéji formou fluorescence nebo fosforescence. K fluorescenci dochazi
v disledku rychlého pfechodu ¢astic mezi singletovymi stavy a jde tedy o okamzité uvolnéni
energie ve formé zatreni v fadu né¢kolika nanosekund. Jsou-li Castice excitovany do tripletového
stavu, dojde ktzv. zakdzanému piechodu. V tomto pfipadé¢ dochéazi k deexcitaci castic
do zékladniho stavu pomaleji. Tento typ luminiscence je oznacovan jako fosforescence.

Vlnové délka vyzafeného svétla se od délky absorbované energie liSi. Rozdil vinovych
délek se oznacuje Stokestiv posun a je zplisoben relaxaci elektronu v materialu.

Nasleduje rozdéleni zachyceného zéateni podle jednotlivych vinovych délek. Jelikoz jsou
energetické hladiny jedine¢né pro dany systém, nesou hodnoty vinovych délek kvalitativni
informaci. Vysledkem méfeni je taktéz ¢arové nebo pasové spektrum, ve kterém poloha Car

vyjadiuje ony hodnoty vlnovych délek, zatimco jejich intenzita mluvi o kvantité castic.
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2 Cil prace

Cilem prace byla pfiprava spirocyklickych derivati cyklického trimeru a tetrameru
(hexachlorocyklotrifosfazenli a oktachlorocyklotetrafosfazenti), které by potencidlné¢ mohly
najit uplatnéni jako nosice 1é€iv, tvorbu HOF materiali pro ukladani nebo separaci plynd.

Snaha byla konkrétné o syntézu spirocyklickych derivatl substituci fosfazenovych atomi
chloru N N-dibenzylethylendiaminem, zkracené benzatinem, ktery je jiz béZné pouZivany
v medicin€ v kombinaci s penicilinem G. [44] Pfikladem miZe byt smés penicilin G benzatinu
a penicilin G prokainu vyuzivana k 1écb¢ streptokokové infekce dychacich cest ¢i kiize. [21]
Navic je zajimavy pro své sterické vlastnosti a koncové aromatické kruhy, které by mohly vést
k uspofadani struktury a vyznamnym fluorescencnim vlastnostem. Piestoze byly tyto [45]
a podobné derivaty [46] [47] [48] jiz Castecné pfipraveny, jejich piiprava je popsana netplné
a jejich aplikacéni potencidl a vlastnosti nebyly dosud diisledné studovany.

Obr. 19 a 20 ukazuji mozné spirocyklické derivaty, které lze teoreticky ziskat reakci
cyklickych fosfazenti s benzatinem.

Mimo optimalizace syntéz s cilem vyhnout se chromatografické separaci, byla cilem také

analyza pfipravenych sloucenin z hlediska struktury, fyzikalnich vlastnosti a toxicity.
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Obr. 19: Spiroslouceniny hexachlorocyklotrifosfazenu s N, N-dibenzylethylendiaminem
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Obr. 20: Spiroslouceniny oktachlorocyklotetrafosfazenu s N, N’-dibenzylethylendiaminem
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3 Experimentalni c¢ast

3.1 Obecna cast
Pouzité chemikalie
Vsechny pouzité chemikalie jsou komeréné dostupné (Sigma Aldrich) a byly pouZity bez

dalsi purifikace.

Cisty oktachlorocyklotetrafosfazen (tetramer) byl pfipraven v laboratofi Mgr. Alzbétou
Hornerovou, a to ze smési s hexachlorocyklotrifosfazen (trimer) pomalou vakuovou sublimaci

pti 50 °C a néslednou krystalizaci.

Sucha rozpoustédla byla ziskana ze susiciho systému PureSolv MD5 (Innovative
Technology, USA) (hexan, diethylether, methanol, tetrahydrofuran, toluen). Ostatni
rozpoustédla byla zakoupena od spole¢nosti Chemicals United a taktéz pouzivana bez dalsiho

¢isténi. Deuterovana rozpoustédla pro NMR méteni byla zakoupena od spolecnosti Eurisotop.

Analytické metody

NMR spektrometrie

Spektra *'P a 'H nuklearni magnetické rezonance pro monitoring prib&hu reakce byla
meéfena na spektrometru Bruker AVANCE NEO 400 MHz vybaveném sondou i-Probe
'H/"F/BB. Charakteriza¢ni méfeni *'P, 'H, '*C a >N byla provadéna na piistroji Bruker
AVANCE III 500 MHz opatfeném kryoskopickou sondou s ATM modulem (5 MM CPBBO
BB-'H/"F/!°N/D Z/GRD). Mé&feni byla provadéna pii laboratorni teploté. Chemické posuny
byly referencovany u 'H spekter na SH(THF-ds) = 1,72 ppm a u 13C spekter na SC(THF-ds) =
25,31 ppm. [49] Vysledky byly zpracovany v programu MestReNova. [50]

Hmotnostni spektrometrie
HRMS (High Resolution Mass Spectrometry) byla provadéna na pfistroji LTQ Orbitrap XL

od spole¢nosti Thermo Scientific za pouziti ionizace elektrosprejem.

37



Rentgenova strukturni analyza

Pro monokrystaly 1, 6 a 8 byla kompletni difrakéni data ziskdna pti 150(2)K
na difraktometru typu Bruker D8-Venture s Mo (Mo/Ka zdroj; A = 0.71073 A)
mikrofokusovanym RTG (IuS) zdrojem, data byla zaznamenana pomoci Photon CMOS III
detektoru. Vzorek byl pii méteni chlazen pfistrojem Cryostream 800 firmy Oxford Cryosystems
na 150 K.

Difrak¢éni zdznamy byly integrovany a Skalovany pomoci programového baliku Bruker
SAINT. Korekce na absorpci byly provedeny pouzitim metod Multi-Scan (SADABS). Ziskana
data byla dofeSena pomoci programi XT-version 2021/2 a SHELXL-2019/1
implementovanych v syst¢ému APEX4 v2019.2-0 (Bruker AXS).

Teézké atomy byly upfesnény anizotropicky. Vodikové atomy byly vétSinou lokalizovany
na diferencni Fourierové mapé€, avSak pro kone¢né vyteSeni krystalové struktury byly vSechny
vodikové atomy piepocitany do idedlnich pozic (riding model) podle pfifazenych teplotnich
faktori H iso (H) = 1,2 U eq pro arylové skupiny a H iso (H) = 1,5 U eq pro alifatické skupiny
s délkami vazeb C—-H = 0,96; 0,97; a 0,93 A pro methyl, methylen, a vodikové atomy
aromatickych kruht.
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Tabulka 1: Krystalograficka data pro slouceniny 1, 6 a 8

Sloucenina 1 6 8

Sumarni vzorec Ci16H18C1aNsP;3 C32H36C1aNsP4 CeaH72N12P4
M [g/mol] 515,06 798,27 1133,21
Krystalograficka soustava Jednoklonna Jednoklonna Jednoklonna
Prostorova grupa C2 P2i/c P2/n
Teplota [T] 150 150 150

Typ zéteni MoKa MoKa MoKa
a[A] 21,1329(8) 14,7625(11) 16,3097(7)
b[A] 8,7352(3) 9,3775(8) 12,0238(6)
c [A] 6,0115(3) 26,999(2) 17, 3381(7)
a[°] 90 90 90

B 1°] 98,578(2) 103,995(3) 108,002(2)
7 [°] 90 90 90
Jednotkovy objem buiiky [A%] 1097,31(8) 3626,6(5) 3233,6(3)
Pocet vz. jednotek v el. bunice, Z 2 4 2

Pocet zmétenych reflexi 28126 83215 101830
Pocet nezavislych reflexi 2716 6336 6326

Pocet pozorovanych reflexi 2687 5695 5523

Rint 0,025 0,092 0,100
(sin@/2) max (A 0,667 0,595 0,617

R[F? > 26(F?)] 0,018 0,123 0,068
WR(F?) 0,049 0,264 0,168

S (mira shody s F?) 1,09 1,15 1,23

Absorpcni a emisni spektrometrie
Za ucelem meéteni absorpénich spekter v UV-VIS oblasti byl pouzit ptistroj DS5 Double
Beam UV-VIS Spectrophotometer od spolecnosti Edinburgh Instruments. Rozsah méfeni byl

200-700 nm. Spektra byla métena v kiemennych kyvetach s optickou drahou 1 cm.

Fluorescencni spektra latek byla méfena na ptistroji FLS 980 spectrofluorimetr (Edinburgh
Instruments) s 450W xenonovou lampou jako zdrojem excitace. Rozsah méteni byl 320-850

nm. Experimenty byly méfeny v kiemennych kyvetach s optickou drahou 1 cm.
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Test cytotoxicity

Cytotoxicita sloucenin byla hodnocena ve skupin¢ Dr. Heleny Mertlikové Kaiserové
(UOCHB) na étyfech rakovinnych bunéénych linii (CCRF-CEM, HepG2, Hela S3, HL-60)
a jedné nenadorové — na lidskych dermalnich fibroblastech (NHDF). VSechny buné¢né linie
byly z ATCC (Manassas, VA, USA). Buniky byly udrzovany v kultiva¢nim médiu RPMI-1640
nebo DMEM obsahujicim 10 % FBS a 1 % GlutaMax bez antibiotik. Buiiky byly nao¢kovany
do 384jamkovych bilych desticek (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) v koncentraci
mezi 2 000 — 4 000 bun¢k na jamku (v zavoslosti na typu bunék, viz nize) a ponechany pres
noc odpocivat. Nasledujici den byla ptidana 10uM koncentrace testovanych sloucenin, bunky
byly inkubovany pii 37 °C, 5% CO 2 po dobu 72 hodin, poté bylo pfidano detekéni Cinidlo
CellTiter-Glo® 2.0 (Promega, Madison, USA). Desticka byla ponechéna na tfepacce (350
ot./min.) po dobu 5 minut pii teplot¢ mistnosti. Luminiscence byla méfena multimédovou
cteckou desticek. Signal bunék osetfenych slouceninou byl vztazen k hodnoté neoSetfené

kontroly, ktera byla libovolné nastavena na 100% Zivotaschopnost.

Nasazovano 20 pL na jamku v koncentraci bunék:

e HepG2 40 000/mL (tj. 800 bun€k/jamka) — bunky karcinomu jater

e HeLa 30 000/mL (tj. 600 bun¢k/jamka) — buiiky karcinomu délozniho ¢ipku

e CEM 150 000/mL (tj. 3000 buné¢k/jamka) — leukemické buiky

e HL60 200 000/mL (tj. 4000 bunék/jamka) — leukemické bunky

e NHDF 100 000/mL (tj. 2000 bun¢k/jamka) — nerakovinna linie — dermalni fibroblasty

po 72 hod piidano 20 pL Cell Titer Glo

Bunky se péstuji:

e CEM, HL60 v médiu RPMI-1640 s 1% GlutaMaxem a 10% FBS

e HelLa v médiu RPMI-1640 Dutch modification ( to je s 20 mM HEPES) s 1%
GlutaMaxem a 10% FBS

e HepG2 v médiu MEM s 1% GlutaMaxem a 10% FBS

e NHDF v médiu DMEM High glucose s 1% GlutaMaxem a 10% FBS
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3.2 Synteticka Cast

3.2.1 Optimalizovany obecny postup

Do 150ml tlakové zkumavky opatfené magnetickym michadlem byl navaZen vychozi
fosfazen. Krystalickd latka byla za michani rozpusténa v suchém toluenu. Po rozpusténi byla
injekéni  stfikackou ptidana DIPEA (diisopropylethylamin) jakoZto baze neutralizujici
uvoliovanou HCl a nakonec benzatin, ktery reakci odstartoval (bylo moZné pozorovat vznik
bilé srazeniny).

Smés byla michéna pfi 160 °C. Po skonéeni zah¥ivani byla mira konverze kontrolovana 3'P
a '"H NMR spektrometrii. Byl-li Zzadany produkt majoritni slozkou, smés byla piefiltrovana pies
filtra¢ni papir do kulaté bariky, ¢imz byla oddélena bila sraZenina
(N,N-diisopropylethylammmonium  hydrochlorid a N,N’-dibenzylethylendiammmonium
hydrochlorid) a zluty filtrat. Filtrdt byl odpaien na RVO (rota¢ni vakuové odparce)
a krystalizovan.

Krystaly byly promyty acetonitrilem, ¢im byl odstranén N, N -diisopropylethylammonium
hydrochlorid. Vyslednym produktem byl prasekovy material. Poslednim krokem bylo jeho

dosuseni ve vakuu ve Schlenkové baiice za zahtivani horkovzdusnou pistoli na 110 °C.

3.2.2 Priprava latky 1 — monospirotrimer
(1,4-dibenzyl-7,7,9,9-tetrachloro-1,4,6,8,10-pentaaza-515,715,915-triphosphaspiro[4.5]deca-
5(10),6,8-triene)

.

cl cl EQ N N\z =~/
he @NN E

NT N ! - N7 NNt

|l | DIPEA - |l

2
|—P P—CI —
¢ / \N// \ ¢ bezv. toluen, 160 °C, 35 min / N7\

Cl Cl Cl Cl

Schéma 1: Ptiprava latky 1 a jeji oznaCeni Cisly pro pfifazeni signali NMR spekter

Do tlakové zkumavky byl navazen hexachlorocyklotrifosfazen (trimer) (0,2 g, 1 ekv., 0,575
mmol). DIPEA byl ptidan v nadbytku (0,5 ml, 5 ekv., 2,88 mmol) a nasledné byl pfimichan
benzatin (0,135 ml, 1 ekv., 0,575 mmol). Smés byla 15 minut zahfivana na 160 °C, poté bylo
zahfivani vypnuto a smés byla 3 dny michéna bez zahtivani. Po kontrole stavu reakce pomoci
31P a 'H NMR spektrometrie bylo shleddno, Ze konverze stale neni uplna. Byl tedy ptidan podil
dalsi DIPEA (0,225 ml, 0,96 ekv., 1,29 mmol) a benzatin (0,045 ml, 0,33 ekv., 0,191 mmol).
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V této podobé byla smés opét zahtivana 20 minut na 160 °C. Po zchladnuti byla konverze
zkontrolovana *'P a 'H NMR spektrometrii. Spektra uk4zala monospirotrimer jako majoritni
slozku smési.

Odpatenim filtratu na RVO vznikl odparek v podobé¢ Zluté pevné latky. Ta byla za horka
pomalu rozpousténa a vysledkem byl nasyceny roztok, ktery byl umistén do chladnicky na tii
dny. Vzniklé krystaly byly promyty acetonitrilem, ¢imz byl izolovan lehce zluty prasek, kterym
byl zddany produkt. Prasek byl susen né€kolik hodin. Bylo ziskano 59,3 mg latky, coZ odpovida
vytézku 20 %.

'"H NMR (400 MHz, THF-ds): 6 = 7,43-7,36 (m, 4H, H2"); 7,33—7,26 (m, 4H, H3");
7,25-7,19 (m, 2H, H4"); 4,03 (d, *Jen= 9,4 Hz, 4H, H2); 3,04 (d, *Jpu= 10,5 Hz, 4H, H1)
3P {'H} NMR (162 MHz, THF-ds): § = 23,2 (d, 2Jep= 43,7 Hz, P2); 18,3 (t, 2Jpp=43,7 Hz,
P2)

3C {'H} NMR (125 Hz, THF-ds): 6 = 138,17 (d, *Jpc = 6,35 Hz, C1°); 129,25 (s, C2");

129,03 (s, C3°); 128,27 (s, C4"); 49,01 (d, 2Jpc= 5,9 Hz, C2); 44,02 (d, *Jpc= 14,57 Hz, C1)
15N NMR (36 MHz, (CD3):S0): 6 = 50,99 (N2); 106,51 (N1)

Teplota tani: 145 °C

MS (ESD): (+) 513,9597 [M + H]" (teoreticka hodnota: 513,9602)

3.2.3 Priprava latky 6 — dispirotetramer
(1,4,10,13-tetrabenzyl-7,7,15,15-tetrachloro-1,4,6,8,10,13,14,16-octaaza-515,715,915,1515-
tetraphosphadispiro[4.3.49.35]hexadeca-5(16),6,8,14-tetraene)

Cl cl cl I\\I/E: 4

Cl — =
NER @E cl—p” TN 2 N,
c1—P N T N1 2

N [|>——C1 DIPEA N /PJZ—CI
No—n” N\ bezv. toluen, 160 °C, 1 h @’\ _P=y~\
P=N N~ N

Schéma 2: Ptiprava latky 6 a jeji oznaceni Cisly pro pfifazeni signalid NMR spekter
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K tomuto derivatu se ukazaly byt Gispésné dvé€ riizné syntetické cesty.

V prvnim piipadé byl k oktachlorocyklotetrafosfazenu (tetramer) (0,2 g, 1 ekv., 0,431
mmol) pfidan nejprve benzatin (0,4 ml, 4 ekv., 1,70 mmol) a poté¢ DIPEA (0,61 ml, 8 ekv., 3,44
mmol). Smés byla michana pti 160 °C ptes noc. Vysledkem byla zkumavka se Zlutym roztokem
(obvykle byva obsah zkumavky &isté bily). Vzorek reakce byl podroben 3'P a 'H NMR
monitoringu. Spektra ukazala ptebytek dispirotetrameru.

Filtraci byla oddélena bila sraZenina a zluty filtrat. Odpafenim na RVO byl ziskan Zluty
pevny odparek. Pevnd latka byla za horka rozpusténa v toluenu a dana do chladnicky na noc
ke krystalizaci. Druhy den byla barika piesunuta do dalsiho dne do mraznicky.

Vzniklé¢ krystaly byly promyty acetonitrilem. Vysledny bily prasek, kterym byl

dispirotetramer 6, byl dosuSen ve pod vakuem.

Druhou uspéSnou variantou byla sice stejnd kombinace reaktantl: tetrameru s DIPEA
a benzatinem, avSak ve vyhodné€j§im poméru. Vyznamnym rozdilem oproti pfedchozimu
experimentu bylo, Ze k tetrameru (0,2 g; 1 ekv.; 0,431 mmol) byl nejprve ptidan nadbytek
DIPEA (0,8 ml, 11 ekv., 4,59 mmol) a az poté benzatin (0,2 ml, 2 ekv., 0,849 mmol). Smés byla
zahiivana na 160 °C po dobu 1 h. Stav reakce byl zkontrolovan pomoci *'P a 'H NMR
spektroskopie. Vysledna smés byla piefiltrovana pies filtraéni papir do kulaté baiiky. Filtratem
byla Zluta kapalina. Po odpateni filtratu na RVO byl ziskany zluty pevny odparek rozpustén za
horka v toluenu a smés byla ptes noc ponechana v chladnicce.

Krystalicka latka byla promyta acetonitrilem. Produkt byl ziskdn ve formé lehce zlutého

prasku. Prasek byl dosuSen.

57,4 mg latky, coz odpovida vytézku 17 %.

'"H NMR (400 MHz, THF-ds): 6 = 7,41-7,35 (m, 8H, H2"), 7,29-7,21 (m, 8H, H3"),
7,21-7,14 (m, 4H, H4"), 4,12 (d, *Jpu= 7,6 Hz, 8H, H2) 2,93 (d, *Jen= 11,0 Hz, 8H, H1)
31p {'"H} NMR (162 MHz, THF-ds): 6 =52 (t, 2Jpp= 25,3 Hz, P1); —8,6 (t, 2Jpp= 25,4 Hz,
P2)

3C {'H} NMR (125 MHz, THF-ds): 6 = 138,61—138,50 (d, Jrc = 8,68 Hz, C1°);
128,15-128,99 (m, C2'+ C3"); 127,97 (s, C4"); 50,23 (d, Jrc= 4,69 Hz, C2); 45,28 (d, Jrc
13,87 Hz, C1)

5N NMR (36 MHz, (CD3):80): 6 = 50,38 (N2); 118,85 (N1)

Teplota tani: 169,5 °C

MS (+) 797,0836 [M + H]" (teoretick hodnota: 797,0840)
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3.2.4 Priprava latky 8 — perspirotetramer
(1,4,8,11,14,17,20,23-octabenzyl-1,4,6,8,11,12,14,17,18,20,23,24-dodecaaza-
515,715,1315,1915-tetraphosphatetraspiro[4.1.47.1.413.1.419.15]tetracosa-5(24),6,12,18-
tetraene)

N r X
Cl 4
b §/© A N\IL/NVFQ
Cl\ N=PQ ©/N’\, e N
c1—P N H Il N
Il I > N /l
N p—Cl DIPEA

, o \
/\P:N \Cl bezv. toluen, 160 °C, 18 h N/PtN/ \
cl1” N

Schéma 3: Ptiprava latky 8 a jeji oznaceni Cisly pro pfifazeni signalt NMR spekter

Tetramer (0,2 g; 1 ekv.; 0,431 mmol) byl za michani rozpustén v suchém toluenu a
po rozpusténi byl piidan benzatin (0,8 ml; 8 ekv.; 3,45 mmol). V piipad¢ této reakce byl
benzatin pfidan v nadbytku a sam piisobil jako baze neutralizujici vznikajici HCl. Smés byla
ptes noc zahiivana na 160 °C. Tato doba stacila na reakci veSkerého benzatinu a k pfevodu
fosfazenu na perspirocyklicky derivat (kontrolovano 3'P a 'H NMR). Vznikld smés byla
filtrovana, ziskana byla bil4 sraZenina a Zluty filtrat. Kapalna faze byla odpaiena na RVO. Zluty
olej, kterym byl odparek, byl za horka rozpustén v toluenu a ptesyceny roztok byl takto umistén
do lednice. Nasledujici den byly pozorovany krystaly.

Promytim acetonitrilem byl ziskan produkt v podobé bilého prasku. Poslednim krokem
bylo dosusSeni pod vakuem.
Bylo ziskano 48 mg latky, coz odpovida vytézku 9,8 %.
'"H NMR (400 MHz, THF-ds): 6 = 7,29-7,23 (m, 16H, H2"); 7,15-7,03 (m, 24H, H3'+ H4");
4,13—4,07 (m, 16H, H2); 2,93—2,85 (m, 16H, H1)
31p {TH} NMR (162 MHz, THF-ds): 6 = 12,41 (s, 4P, P1)

13C {'H} NMR (Hz, THF-ds): 6 = 140,52-140,36 (m, C1"); 128,73 (s, C2°); 128,69 (s, C3);
127,16 (s, C4"), 51,45 (s, C2); 46,04-45,81 (m, C1)

Teplota tani: 133,7 °C

MS (ESI): (+) 1133,5023 [M + H]" (teoreticka hodnota: 1133,5026)
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4 Vysledky a diskuze
4.1 Optimalizace syntetickych postupt

Prvni experimenty byly provadény v suchém THF ve Schlenkovych bankéach v inertni
atmosféfe argonu, pficemz jako baze byl pouzit triethylamin (Et:N; pKa = 10,78 [51]),
analogicky k dfive popsanym piipravam stejnych typl sloucenin. [45] [46] [48] BohuZel tento
pristup, ktery dle autorti generoval 45 az 88% vytézky Cdistych sloucenin s pouzitim
chromatografickych separaci, nejen Ze neposkytoval vytézky podobné, ale ¢asto nebyly kyzené
slouceniny v reakcnich smésich viibec pfitomné, tudiz Ize deklarovat, Ze je za podminek na PfF
UK nerealizovatelny. Z tohoto diivodu bylo pfistoupeno k intenzivnimu prazkumu téchto
reakci s pomoci jinych bazi a modifikovanych technik.

tvorba neoddélitelnych konjugatt
vznik smési produktii

tvorba neoddélitelnych Et;N, diethyether vznik smési produkti
kOH_]gétlol Et3N, THF 25°C
\5 °C Et;N,diethyether
0°C
Cl. Cl 1
P/ c \/I/):N\ Cl
NTXN N P=ci proton sponge, toluen
— _ Cl—p, N 105 °C
DIPEA, toluen AN WV N \
105 °C Cl Cl I Cl
vznik smési produktt
nadb. benzatinu, 1. benzatin,
vznik smési produktu toluen 2. DIPEA
160 °C toluen
Q 160°C Q
Q Ny gi ) N
N N=p-N N/i\N cl, /N=ir\N/©
NP - A

!
\

krystalizace z horkého toluenu
Schéma 4: Metody ptipravy derivati vyzkousené v ramci projektu
Reakce fosfazenii s benzatinem (pKa = 8,95 [52]) probihaly celkové velmi ochotné. Urcité
komplikace se vSak objevovaly pii pripravé nesymetrickych derivati, konkrétné

monospirocyklického a trispirocyklického tetrameru, které mély tendenci rychle piechazet

na stabilngjsi produkty. Dalsi obtize byly zaznamenany pii syntéze perspirotrimeru, kde bylo
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sloZité dosdhnout Uplné substituce na malém kruhu trimerni jednotky. Reakce proto probihala
velmi pomalu, a to 1 za zvySenych teplot (az 160 °C) a v pfitomnosti nadbytku benzatinu.

K dalsim komplikacim pfispivalo vysoké pKa benzatinu, diky ¢emuz benzatin Casto
fungoval také jako baze neutralizujici HCI vznikajici pfi substituci chloru aminem. V dasledku
toho bylo v pribéhu reakce casto nutné pfidavat dalsi ekvivalenty benzatinu, pfi¢emz i tak
nebylo vzdy dosazeno pozadované konverze.
doprovazeny tvorbou castecné rozpustnych soli (hydrochlorid vznikly neutralizaci HCI
ptisluSnou bazi), a navic bylo obtizné separovat jednotlivé derivaty vzhledem k jejich podobné
polarité. Vznikajici triethylammonium hydrochlorid tvofil s fosfazenovymi derivaty stabilni
konjugaty, které nebylo mozné odstranit extrakci rlznymi rozpoustédly, krystalizaci
ani klasickymi chromatografickymi metodami, coz je v rozporu s literaturou. [45] [46] [48]

Dalsi pokusy se zaméfily na zménu rozpoustédla. Suchy diethylether byl pouzit s cilem
snizit rozpustnost vznikajici soli triethylaminu, a tim minimalizovat tvorbu konjugéta. Tato
varianta problém ¢astecn¢ zmirnila, ale Gpln¢ jej nevyieSila — konjugaty vznikaly nadéle, byt
v mens$i mife. Nevyhodou pouziti etheru byla také velmi vysokd rychlost reakce vedouci
k bohat$im smésim produktii. Ani chlazeni reakce na 0 °C tento problém nevyftesilo.

Dalsi strategie zahrnovala pouziti diisopropylethylaminu (DIPEA; pKa = 10,98 [53])
v kombinaci s toluenem jako rozpoustédlem. Cilem bylo opét zabranit rozpousténi vznikajicich
soli a usnadnit jejich odstranéni prostou filtraci. Tato kombinace byla vyuzita pfi pokusech
o syntézu perspirotetrameru. Ani v tomto ptipad¢ vSak nebyla reakce dostate¢né uc¢innd —
DIPEA nebyl dostatecné silnou bazi, aby zcela zabranil reakci benzatinu s HCI. Pfidavani
dalsich ekvivalenti benzatinu také nepomohlo a po opakovaném preruSovani reakci za ucelem
kontroly konverze se reakce zcela zastavila. Ani nasledné piidani silngjsi baze, tzv. proton
sponge (pKa = 12,1), jiz nedokazalo reakci obnovit.

Dalsi experimenty, pii kterych byl proton sponge ptitomen od pocatku reakce, rovnéz
nevedly k vyraznému zlepSeni, nebot’ ani tato baze nebyla dostatecné silnd, aby zabranila
neutralizaci HCI benzatinem.

Zéasadnim zjiSténim se ukdzalo byt zménéné potadi ptfidavani reaktantii: nejprve byla
do reak¢éni smési pridana baze (v tomto piipadé DIPEA) a teprve poté benzatin. Tento postup
mél vyrazny vliv na pribéh reakce, coZ bylo patrné i vizualng. Pokud byl pfidan benzatin jako
prvni, okamzit¢ vznikala bila srazenina (N,N’-dibenzylethylammonium hydrochlorid). Pii

opacném potadi ptidavku dochazelo ke vzniku srazeniny az pozdéji, coz vedlo k vySSim

vvvvv
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Vétsina reakei byla provadéna v inertni atmosféfe kvili hydrolytické citlivosti ¢aste¢né
chlorovanych fosfazena. V zavére¢nych experimentech vsak byly nékteré reakce realizovany
za bézné atmosféry v tlakovych zkumavkach, aby mohly byt reakce provadény pii vysSich

teplotach. Ani v téchto pfipadech nebyla pozorovana degradace produkti.

Jak jiz bylo zminéno, vyznamné komplikace ptetrvavaly pii ¢isténi produktt. V piipade tii
ziskanych derivath byla uspéSné vyuzita krystalizace z horkého toluenu s néslednym
ochlazenim v chladniCce. Pii piipravé dispirotrimeru a monospirotetrameru vSak tato metoda
nebyla uspésna. Pro olejovité produkty, kterymi byly zminéné derivaty, byla zkouSena
krystalizace prudkym zchlazenim v kapalném dusiku a rovnéz pokusy o krystalizaci z benzenu,
avsak bez vyraznéjsiho tspéchu.

K promyvani produktli za Uc€elem odstranéni zbytkového diisopropylethylammonium
hydrochloridu byl pouzit acetonitril. *'P NMR analyza filtratu vSak odhalila pfitomnost signal
fosfazenovych derivatli, coz naznacuje, Ze acetonitril ¢asteéné rozpousti také fosfazenové
produkty a mohl tak negativné ovlivnit vysledné vytézky. Za povSimnuti stoji, Ze autofi

predeslych studii tyto a obdobné slouceniny z acetonitrilu krystalizuji. [45]

Ackoliv se muze zdat, Ze jsou vytézky reakci uvadéné v této praci malé, neni tomu tak,
protoZze se jedné o vytézky izolovaného monokrystalického materialu, a ne vytézky reakci, které

se dle NMR studii blizily kvantitativnim konverzim ¢istych latek.

4.2 Charakterizace latek

4.2.1 Teplota tani

Ostre teploty prokazuji, ze latky byly izolovany bez piimési.
atomu chloru v molekule se zvySovala také tepelnd stabilita krystalické faze. Monospirotrimer
roztal pti 145 °C, dispirotetramer pii 169,5 °C.

Body tani derivatt trimeru [47] 1 tetrameru [45] souhlasi s literaturou.

4.2.2 NMR spektroskopie

'H spektra (Obr. 21) ziskanych molekul (Obr. 18, 19, 20) nevykazovala vyznamné rozdily
v posunech signalii. Bylo vSak pozorovano odlisné §tépeni signalli pro benzylové a ethylenové
atomy vodikl (ve strukturach oznaCeny H1 a H2). Jelikoz byl ve vSech ptipadech aplikovan
{'"H} decoupling, je ziejmé, Ze k tvorb& multipleti dochazelo bud’ vlivem endocyklickych

atomli fosforu, z divodu riznych chemickych i magnetickych okoli danych atomi fosforu
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v pfipad€ monospirotrimeru a dispirotetrameru oproti perspirotetrameru. Dal§im alternativnim

vysvétlenim je tvorba riznych konformért, kde tyto vodiky nemaji shodné okoli.

Latka 1 L
“_/\ |
Latka 6 ‘
u | |
I I LJ_ JL
Latka 8
LA [ ll

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

1 pm)

Obr. 21: Porovnani 'H spekter latek 1, 6 a 8 (6 = 3,56/1,71 — signal zbytkového THF; 2,46 — signal

zbytkové H,0; 2,29 — signal zbytkového toluenu; 1,92 — signal zbytkového acetonitrilu)

3P spektra (Obr. 22) se lisi mnozstvim, multiplicitou a také posuny signald. Trimer
s jednim substituovanym atomem fosforu, a tedy dvéma ekvivalentnimi jadry, je ve spektru
pozorovatelny jako dublet a triplet. Tetramer se dvéma substituovanymi jadry fosforu se
projevuje jako dva triplety. Tetramer se Ctyimi ekvivaletnimi jadry se projevuje jako singlet.
Chemické posuny 3'P dispirotetrameru maji niz§i hodnoty neZ analogicky parametr
monospirotrimeru z divodu vét§iho stinéni téchto jader negativnimi atomy. Ve slouceniné 8
rezonuji vSechna jadra fosforu s chemickym posunem skoro uprostied Skaly limitované 1 a 6.

S pfesnym pfifazenim signalti atomtim u latek 1 a 6 pomohla *!P spektra bez aplikovaného

{'H} decouplingu (Obr. 23).
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Obr. 22: Porovnani 3'P {'H} NMR spekter latek 1, 6 a 8

’ ‘
‘\ ‘\ A ‘“
I \ \

\ ‘yu

NSRS

2o 205 | 200 | 195 150 | 185 | 180 | w5 | 170 5 5 4 3 2 1 o 4 1
meemy T (opm)

Obr. 23:3'P a3'P{'H} (nahoie a dole) spektra latek 1 (vlevo) a 6 (vpravo)

Charakterizaéni data ziskana detekci 3'P{'H} spektroskopie latky 1 [47] a latky 6 [45] jsou

v souladu s literaturou.
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Pro latky 1 a 6 byly také ziskany hodnoty chemickych posunti z '°’N NMR spekter (Obr.
23, 24). Jelikoz ma N izotop jen malé piirozené zastoupeni, bylo mozné tyto posuny ziskat
jen nepiimo, a to s vyuzitim '’N-'H HMBC korelace pfes tfi vazby. Touto metodou mohly byt

ve spektru pozorovany signaly nejen aminovych, ale také endocyklickych atomt dusiku.
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Obr: 24: 'N-'H HMBC spektrum latky 1
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Obr. 25: 'N-'H HMBC spektrum latky 6
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V molekule monospirotrimeru 1 jsou korelaci ovlivnéné vzdy jen dva nejblizsi
endocyklické dusiky a dva dusiky aminu. Intenzity signdlii v 1 jsou niz$i nez v molekule
dispirotetrameru, mimo jiné také proto, ze jsou ovlivnéné vSechny Ctyii benzatinové dusiky
a vSechny endocyklické atomy dusiku sousedici se substituovanym jadrem fosforu.

Rozdilnd intenzita signdlii mezi atomy dusiku vramci jedné molekuly vyplyva
ze vzdalenosti jader od atomtl vodiku. Data pro latku 1 jsou v souladu s literaturou [54]. V latce
6 vykazuji jadra endocyklickych dusiki chemicky posun vyssi z divodu niz$iho stinéni

a rozdilného tvaru cyklu, chemického okoli a hybridizace.

4.2.3 Rentgenostrukturni analyza

Pro tfi z pfipravenych sloucenin se podafilo vypéstovat monokrystalicky material vhodny
k ur€eni jejich struktury pomoci rentgenostrukturni analyzy. Sloucenina 1 spada svoji
strukturou mezi typické predstavitele trifosfazenovych struktur se substituci dvou atomu chloru
dvéma atomy dusiku na jednom fosforu (Obr. 26). [55] [56] Typickou vlastnosti je kromé
pseudotetraedrického usporadani na vSech atomech fosforu jesté fakt, ze meziatomové
vzdalenosti P-N uvnitf kruhu se 1i8i v zavislosti na povaze dalSich substituentii fosforu. Jestlize
je fosfor substituovan dvéma atomy chloru, jsou vazby obou dusiki k tomuto atomu zkraceny
nejen oproti jednoduché vazbé (soudet kovalentnich polomérii PN: 1,82 A jednoduché a 1,62
A dvojna), [57] ale i vazbé dvojné. Diky vzdalenostem mezi P1 a N1 atomy lze tyto vazby
charakterizovat jako typicky dvojné. Piekvapivé dochazi nejen ke zkraceni vazeb PN kruhu,
ale i vazeb stermindlnimi dusiky (P1-N3) a chlory (Obr. 26 titulek, Z(PClov. 2,1 A).
Ve slouceniné 1 je cely trifosfazenovy kruh témét v plandrnim uspotadani, coz je v prudkém

rozporu s dal§imi uréenymi strukturami s vyssi substituci.
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Obr. 26: Molekulova struktura 1 (vodikové atomy nejsou pro vétsi piehlednost zobrazeny). Vybrané

meziatomové vzdalenosti a thly [A, °]: N1 P2 1.5591(15), N1 P1 1.6130(15), N2 P2 1.5830(11), N3

P1 1.6288(15), Cl1 P2 1.9973(6), CI2 P2 2.0064(6), N1 P1 N1/ 112.32(11), N3 P1 N3/94.79(11), N1
P2 N2 119.51(9). i = -x, y, -z

Obr. 27: Molekulova struktura 6 (vodikové atomy a minoritni disorderovand ¢ast molekuly nejsou pro
vétsi prehlednost zobrazeny). Vybrané meziatomové vzdalenosti a uhly [A, °]: CI3 P4 2.025(3), Cl11 P2
2.007(3), P1 N1 1.578(8), P1 N2 1.584(8), P1 N6 1.629(8), P1 N5 1.645(8), P2 N3 1.537(12), P2 N2
1.541(10), P2 C12 1.977(4), P3 N3 1.581(11), P3 N4 1.598(14), P3 N8 1.600(15), P3 N7 1.666(10), P4
N4 1.538(16), P4 N1 1.539(8), P4 Cl4 2.047(8),

Struktura 6 kopiruje strukturu 1 v zdsadnich geometrickych parametrech okoli atomtl, avSak
narozdil od ni je osmiclenny kruh neplanarni s atomem P3 vyc¢nivajicim nad rovinu
definovanou atomy P1, P2 a P4. Atomy dusikil se také nachazeji vétsinové nad touto rovinou.
Tato odchylka je zplisobena pfiliSnou sterickou naro¢nosti benzatinovych substituentd.
V ptipad€ jiz popsanych struktur [58] [59] [60] s menSimi substituenty tyto bud’ vykazuji

planarni uspotfadani vSech atomu kruhu nebo alespon vSech atomii fosforu.
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Obr. 28: Molekulova struktura 8 (vodikové atomy a solvatujici molekula toluenu nejsou pro veétsi
piehlednost zobrazeny). Vybrané meziatomové vzdalenosti a tihly [A, °]: P1 N1 1.576(3), P1 N2
1.592(3), P1 N4 1.660(3), P1 N3 1.681(3), P2 N2/ 1.579(3), P2 N1 1.584(3), P2 N5 1.665(3), P2 N6
1.685(3), N1 P1 N2 116.75(14), N2 P2 N1 116.68(15). i = 1/2-x, y, 1/2-z.

Molekulova struktura slou¢eniny 8 ma diky obrovské sterické naroc¢nosti Ctyt spirocyklickych
substituentli vani¢kové uspofadani kruhu s jednim z fosforovych atomii pod rovinou ostatnich.
Vzdalenosti sousednich atomti P a N uvnitt kruhu jsou téméf identické a odpovidaji velice
kratkym dvojnym vazbam, které jsou srovnatelné s nejkratSimi vazbami v 1 a 6. Naopak vazby
exocyklickych P—N jsou prodlouzené. Také pftislusné thly N—P—-N jsou ve srovnani
s ptedchozimi slouceninami tupéj$i. Vzhledem k tomu, Ze 8 je prvnim tetraspirocyklickym
tetramerem, nelze jeho strukturni parametry ucinné srovnat s literaturou, jen se slou¢eninami,
které¢ maji atomy fosforu plné substituované atomy dusiku. [61] [62] Tyto slouc¢eniny maji
struktury s alternujicimi atomy dusiku nad a pod rovinou tvofenou atomy fosforu a vzdalenosti

atomii P-N v kruhu jsou o cca 0,1 A delsinez v 8.

4.2.4 Absorp¢ni a emisni spektroskopie

U pfipravenych derivati byla pozorovana predpokladané absorpcni UV-Vis spektra, jejichz
zékladni charakteristiky jsou uvedeny v Experimentalni ¢asti.

Nesubstituované cyklické polyfosfazeny samy o sobé fluorescenci nevykazuji. [18]
Fluorescen¢ni vlastnosti byly naopak pozorovany u spirocyklickych derivati fosfazent, v nichz
pii tvorbé spiroslouceniny dochazi ke vzniku rigidniho aromatického systému. V piipadé

substituce benzatinem vS8ak k vytvofeni konjugovaného systému nedochdzi.
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4.2.5 Biologicka aktivita

Vzorky byly podrobeny biologickému testovani. VSechny latky byly oznaCeny
za netoxické.

Neuplné substituované latky 1 a 6 vSak v pribéhu experimentu provadéném v DMSO
podlehly hydrolyze, méteni tedy neni zcela vypovidajici. Dtlezitym zavérem vsak je, Ze Castice
vzniklé pfi hydrolyze nejsou toxické. Pokud by tedy molekuly byly vyuzivany jako zaklad
materidld pro cilené podavani 1éCiv, jejich prvotni metabolity by nemély byt zdravi nebezpecné.

Tato skute¢nost bude predmétem dalSich experimentt.

Tabulka 2: Vysledné hodnoty testii na cytotoxicitu latek 1, 6 a 8

10 pM latky
CEM HL60 HeLa HepG2 NHDF
%kontroly | sd | %kontroly | sd | %kontroly | sd | %kontroly | sd | %kontroly | sd
100 5 94 10 101 7 89 3 96 7
108 5 80 3 110 4 96 4 95 2
105 2 97 17 98 2 90 4 100 9

smeérodatna odchylka
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5 Zavér

V této bakalarské praci byly studovany rizné varianty syntézy spirocyklickych derivati
cyklickych fosfazeni prostfednictvim nukleofilni substituce atoma chloru N,N’-
dibenzylethylendiaminem.

Vzhledem k hydrolytické citlivosti fosfazent byly reakce zpocatku provadény v inertni
atmosfére. Pozdéji se vSak ukézalo, ze 1 ¢asteCné substituované derivaty vykazuji dobrou
stabilitu na vzduchu a jsou odolné také viici pouziti nesusenych rozpoustédel.

Byly izolovany tfi substituované fosfazeny — monospirocyklicky derivat
hexachlorocyklotrifosfazenu a dispirocyklicky a perspirocyklicky derivat
octachlorocyklotetrafosfazenu. Izolace dalSich derivati byla ztizena komplikovanou purifikaci
od soli vznikajicich neutralizaci pfitomnych bazi, ale také jinych derivati pfitomnych ve smési.
V piipadé¢ nesymetrickych derivati tetrameru dochézelo ke spontanni konverzi
na termodynamicky stabilnéjsi symetrické produkty. U olejovych produkti nebyla nalezena
vhodna metoda krystalizace, kdy vétSina z téchto poznatkt je v rozporu s literaturou.

K cisténi produktd od zbytkovych soli se jako nejucinné€j$i ukédzalo promyvani
acetonitrilem, které¢ vSak vedlo k vyznamnym ztratdm na vytézku. Voda se jevila jako dalsi
potencidlné vhodné rozpoustédlo, jeji pouziti vSak bylo problematické vzhledem k citlivosti
castecné substituovanych derivat vici hydrolyze.

Pro budouci vyzkum by bylo vhodné zaméfit se na nalezeni vhodnéjSiho rozpoustédla
pro purifikaci, které by minimalizovalo ztraty produkti. Rovnéz by stdlo za to prozkoumat
moznost syntézy derivatl s vyuzitim nadbytku benzatinu bez nutnosti pouziti dalsi baze.
Zajimavym tématem by byla i optimalizace krystaliza¢nich podminek pro separaci dalSich
derivata, nebot’ krystalizace pfedstavuje velmi efektivni a selektivni metodu Cisténi.

Ziskané latky byly charakterizovany pomoci NMR spektroskopie (‘H, 3'P, 3C a '>N),
HRMS a absorpéni a emisni spektrometrii. Také byly podrobeny testim na cytotoxicitu,
pricemz vSechny vzorky vykazaly netoxicky charakter. Je vSak tfeba poznamenat, ze NMR
analyza odhalila hydrolyzu ¢astecné substituovanych derivatli, na rozdil od vody, pfi jejich
rozpousténi v DMSO. Toto rozpoustédlo je vyuZzivano pii biologickych testech, a tedy lze za
netoxické povazovat spiSe produkty hydrolyzy pfipravenych latek. I tento poznatek je vSak
dilezity — ukazuje, Ze ptipadné metabolity obdobnych latek by pii vyuZiti v cilené terapii

nemusely piedstavovat zdravotni riziko.
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