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ABSTRAKT  
Hlavním cílem této práce byla příprava makrocyklického ligandu založeného na 

1,4,8,11-tetraazacyklotetradekanovém skeletu, jež je vhodný pro komplexaci dvojmocných 

kationtů mědi. Cyklamový makrocyklus byl navržen tak, aby nesl jedno slabě koordinující 

se aminobenzylfosfinátové pendantní rameno (sloučenina L ). V průběhu syntézy byl skelet 

nesymetricky ochráněn v polohách 1,4 a 8. 

 

Zavedení fosfinátového pendantního ramene bylo vyzkoušeno Mannichovou reakcí 

s odpovídajícími ethyl či bis(trimethylsilyl) estery 4-nitrobenzylfosfinové kyseliny a 

alkylací za použití mesyl esteru odvozeného od hydroxomethylderivátu 4-nitrobenzyl-

fosfinové kyseliny (benzyl 0-methylsulfonylhydroxymethyl(nitrobenzyl)fosfinátu). 

 

V rámci této práce byla nalezena cesta k syntéze cíleného produktu. Rovněž byla 

zreprodukována syntéza cyklamu a jeho nesymetrické ochránění ve třech polohách. 

 

Dále byla studována kinetika odchránění cyklamového skeletu s následnou 

bazickou a kyselou hydrolýzou esteru pendantního ramene. 
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ABSTRACT 
The main aim of this thesis was preparation of makrocyclic ligand based on 

1,4,8,11-tetraazacyklotetradecane skeleton, which is suitable for selective complexation of 

divalent copper. Cyclam macrocycle bears one weakly coordinating 

aminobenzylphospinate pendant arm (compound L ). During the synthesis was the skeleton 

asymmetrically protected in positions 1,4 and 8. 

 

Attachment of phospinate pendant arm was tried with the corresponding Mannich 

reaction of ethyl or bis(trimethylsilyl) esters 4-nitrobenzylphosphinic acid and alkylation 

using mesyl ester derived from hydroxomethyl(4-nitrobenzyl)phosphinic acid (benzyl O-

methylsulfonylhydroxymethyl(4-nitrobenzyl)phosphinate). 

 

In the frame of this work the synthesis of the targeted product was developed. 

Reproducibility was also verified for synthesis of cyclam and its asymmetrical protection 

in three positions. 

 

Furthermore, a study of the kinetics of de-protection of cyclam skeleton and 

pendant arm using basic and acid hydrolysis was done. 

 

                    

NHNH

NH N P

O NH2

OH

( L )
 

 

 

K EYWORDS 
Cyclam, phosphinates, nuclear medicine, copper(II) complexes. 



 5 

OBSAH 
1. Teoretický úvod .............................................................................................................. 8 

1.1 Nukleární medicína a její využití.............................................................................. 8 

1.1.1 Radioterapeutika ................................................................................................ 8 

1.1.2 Radiodiagnostika ............................................................................................... 9 

1.1.3 Radiofarmaka..................................................................................................... 12 

1.2 Měď........................................................................................................................... 12 

1.2.1 Koordinační sloučeniny mědi ............................................................................ 13 

1.2.2 Izotopy mědi a jejich použití v medicíně........................................................... 14 

Radionuklid 64Cu ....................................................................................................15 

Radionuklid 67Cu ....................................................................................................15 

1.3 Ligandy vhodné pro komplexaci mědi ..................................................................... 16 

1.3.1 Polyazamakrocykly (polyaminy) ....................................................................... 16 

1.3.2 Polyaminokarboxyláty ....................................................................................... 17 

1.3.3 Makrocyklické polyaminofosfonáty .................................................................. 18 

1.3.4 Bis(thiosemikarbazony) ..................................................................................... 19 

1.3.5 Porfyriny ............................................................................................................ 20 

1.4 Teoretické pozadí a cíl práce .................................................................................... 21 

2. Experimentální část......................................................................................................... 23 

2.1 Seznam použitých chemikálií ................................................................................... 23 

2.1.1 Chemikálie ......................................................................................................... 23 

2.1.2 Použitá rozpouštědla .......................................................................................... 24 

2.1.3 Použitá deuterovaná rozpouštědla...................................................................... 24 

2.2 Metody charakterizace.............................................................................................. 24 

2.2.1 Nukleární magnetická rezonance (NMR) .......................................................... 24 

2.2.2 Hmotnostní spektrometrie (MS) ........................................................................ 25 

2.2.3 Tenkovrstvá chromatografie (TLC)................................................................... 25 

2.2.4 Rentgenová strukturní analýza........................................................................... 26 

2.3 Syntéza...................................................................................................................... 27 

2.3.1 Příprava fosforových prekurzorů ....................................................................... 28 

Syntéza látky 1 (4-nitrobenzylfosfinová kyselina, NBPIN) ................................... 28 

Příprava ethylesteru kyseliny nitrobenzylfosfinové ............................................... 30 

2.3.2 Příprava cyklamu ............................................................................................... 31 



 6 

2.3.3 Ochránění cyklamového skeletu ........................................................................ 33 

2.3.4 Pokusy o navázání fosforového pendantu ......................................................... 34 

Mannichova reakce s ethylesterem NBPIN ............................................................ 34 

Mannichova reakce s trimethylsilylesterem NBPIN generovaným pomocí BSA.. 35 

Mannichova reakce s trimethylsilylesterem NBPIN generovaným pomocí HMDS

................................................................................................................................ 37 

Alkylace s mesyl esterem hydroxomethylderivátu NBPIN.................................... 38 

2.3.5 Postupné odštěpení chránicích skupin a syntéza cílové látky L ........................ 39 

Odchránění cyklamového skeletu a následná hydrolýza ethylesteru...................... 39 

Deesterifikace pomocí Me3SiBr a následné odchránění cyklamového skeletu ...... 42 

Redukce nitroskupiny na aminoskupinu a odštěpení zbylých chránicích skupin... 43 

3. Výsledky a diskuze ......................................................................................................... 47 

3.1 Syntéza NBPIN a jejich esterů.................................................................................. 47 

3.2 Syntéza cyklamu ....................................................................................................... 48 

3.3 Ochránění cyklamového skeletu ............................................................................... 48 

3.4 Zavedení fosfinátového pendantního ramene ........................................................... 48 

3.5 Hydrolýza cyklamového chránění a esteru ............................................................... 49 

3.6 Úspěšná příprava cílové látky L ............................................................................... 51 

4. Závěr ............................................................................................................................... 54 

5. Seznam použitých zkratek .............................................................................................. 54 

6. Poděkování...................................................................................................................... 56 

7. Použitá literatura ............................................................................................................. 58 

8. Přílohy............................................................................................................................. 61 

 



 7 

Schéma 1: Označení připravovaných látek používané v následujícím textu 
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1. TEORETICKÝ ÚVOD 

Studium radioaktivních nuklidů mědi (především 64Cu a 67Cu) je v poslední době 

stále více spojováno s jejich možným využitím v nukleární medicíně. Díky svým 

vlastnostem jsou vhodné pro použití jak v zobrazovacích, tak i v terapeutických metodách. 

 

1.1 NUKLEÁRNÍ MEDICÍNA A JEJÍ VYUŽITÍ 

Nukleární medicína je speciální interdisciplinární lékařský obor vyznačující se 

využitím radioaktivity za účelem diagnostiky a terapie chorob.[1] Umožňuje vyšetření 

v různých oblastech medicíny. Své uplatnění nachází ve vnitřním lékařství, pediatrii, ale 

také například v oboru psychiatrie. 

Při terapii je metod nukleární medicíny užíváno k léčbě všech druhů rakoviny, 

k mírnění bolesti u rakoviny kostí nebo k léčbě onemocnění krve.[2] 

Zobrazování pomocí tomografické scintigrafie patří mezi nejčastěji uplatňované 

metody nukleární medicíny pro diagnostiku chorob. Jedná se především o jednofotonovou 

emisní počítačovou tomografii SPECT (Single Photon Emission Computed Tomography) a 

pozitronovou emisní tomografii PET (Positron Emission Tomography).[3] 

 

1.1.1 RADIOTERAPEUTIKA 

Ve většině případů se jedná především o terapii nádorových onemocnění, která je 

založena na účincích ionizujícího záření na buňky tkání. Ty jsou vlivem záření 

usmrcovány nebo inaktivovány poškozením jejich DNA. Žádané změny může být 

dosaženo buďto v plném rozsahu, kdy dojde následkem terapie k úplnému vyléčení 

pacienta (kurativní terapie) nebo pouze pozastaví průběh onemocnění (paliativní terapie). 

Dalšího využití pak nachází v léčbě degenerativních a zánětlivých onemocnění.[3] 

Cílem radioterapie je tedy selektivní likvidace nádorového ložiska s ohledem na co 

nejmenší poškození okolních zdravých tkání. Pro tyto účely je vhodné užít radionuklidy 

produkující záření s krátkým dosahem (α a β–). Nadměrná produkce záření by v tomto 

případě byla na rozdíl od radiodiagnostiky krajně nežádoucí, neboť by docházelo 

k nechtěnému ozáření okolní zdravé tkáně. Výjimku tvoří smíšené (β– a γ) zářiče, které 

mohou být využity k monitorování průběhu terapie. Mezi radionuklidy vhodné pro využití 

v radioterapii patří např. 90Y, 125I, 131I, 186Re a 188Re.  
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Zástupci smíšených zářičů z řad izotopů mědi mohou být izotopy 64Cu (β+/ β– a γ) 

nebo 67Cu jako kombinovaný β– zářič s nízkoenergetickými γ-fotony. Ty jsou emitovány 

při deexcitaci metastabilních izomerů jader zinku vzniklých jako produkt rozpadu 

výchozího radioizotopu mědi.[1,3] Nejpoužívanějším radioizotopem je metastabilní 99mTc, 

který je užíván ve více než 90 % provedených procedur.[1] 

Radioterapeutika se metodicky dělí na tři oblasti podle způsobu aplikace 

radioaktivity do cílového místa. Patří sem teleterapie, brachyterapie a radioisotopová 

terapie. 

Teleterapie (označuje se též jako EBRT – External Beam RadioTherapy) využívá 

ozařování svazky záření z vnějšího ozařovače. Do této oblasti spadá unikátní 

radiochirurgický přístroj známý jako Leksellův gama nůž (Leksell gamma knife). Používá 

se při odstraňování nitrolebních lézí a nádorů v mozku. Díky fokusaci mnoha svazků 

paprsků přímo do oblasti nádoru nedochází k poškození okolní tkáně. Radiační zatížení se 

tak vyhne citlivým oblastem jako je optický nerv, oční čočka či mozkový kmen. Zdrojem 

vysokoenergetického γ-záření je 60Co (γ, 1,17+1,33 MeV). 

Brachyterapie spočívá v aplikaci (punkcí nebo implantací) uzavřených 

radionuklidových zářičů přímo do cílové tkáně či do její těsné blízkosti. Jako uzavřený 

zářič je označován radioizotop zapouzdřený do chemicky inertního obalu, který s okolní 

tkání nijak chemicky neinteraguje. 

Radioisotopová terapie je založena na aplikaci otevřených zářičů, ve vhodné 

chemické formě, přímo do organizmu. Vlastní činidlo je následně distribuováno krevním 

řečištěm do cílového místa. Otevřený zářič není, oproti uzavřené formě radionuklidu, 

ničím izolován a může být následně tělem metabolizován nebo vyloučen.[1,3,4,5] 

 

1.1.2 RADIODIAGNOSTIKA 

Do oblasti radiodiagnostického stanovení spadají metody planární a tomografické 

scintigrafie. Zobrazení spočívá na vnější detekci fotonů emitovaného γ-záření pomocí 

scintilačních kamer. Jednotlivé radionuklidy používané v diagnostice jsou uvedeny 

v Tab. 1. Tok fotonů je převáděn na elektrické impulsy, z nichž se vytváří scintigrafický 

obraz distribuce radiofarmaka. Vzniklé γ-záření je emitováno všemi směry, a proto se při 

snímání scintigrafického obrazu zavádí tzv. kolimační projekce. Záření je vystaveno 

kolimátoru (olověná deska s drobnými rovnoběžnými otvory), díky kterému projdou pouze 

fotony rovnoběžné s otvory kolimátoru. 
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Nejstarší a nejjednodušší vyšetřovací metodou je RTG. Užívá vysokoenergetické 

Roentgenovo záření o krátké vlnové délce. Při průchodu záření tkání dojde k jeho 

zeslabení, které je úměrné tloušťce a hustotě prozařované hmoty. K vyhodnocení a 

zviditelnění prošlého záření se používá fotografický papír nebo fotografická deska 

obsahující halogenidy stříbra. Vzniklý obraz představuje negativní zobrazení hustoty 

tkáně. V posledních letech se začaly využívat moderní skenery. Kombinaci klasického 

Roentgenova vyšetření doprovázeného počítačovým systémem nazýváme počítačovou 

tomografií (CT – Computed Tomography). Obě metody však neposkytují vysoké 

rozlišení.[3] 

Planární scintigrafie je základní a nejčastěji užívaná zobrazovací metoda. Jejím 

výsledkem je dvojrozměrné zobrazení trojrozměrné distribuce radiofarmaka v celém těle, 

jeho části nebo ve vyšetřovaném orgánu. Při pořízení většího množství snímků ve velmi 

krátkém časovém úseku můžeme získat dynamickou distribuci radiofarmaka v organizmu. 

Tato zobrazovací metoda ovšem často neposkytuje dostatečné rozlišení.[6] 

Mezi nejvýznamnější metody tomografické scintigrafie patří SPECT a PET. 

SPECT – Jednofotonová emisní počítačová tomografie (Single Photon Emmision 

Computed Tomography). Tato metoda je založena na detekci fotonů o energii přibližně 

100–200 keV emitovaných γ-zářiči. Nejčastěji využívaným radioizotopem je izotop 99mTc. 

Při vyšetření rotuje detekční scintilační kamera po kruhové dráze kolem těla pacienta, 

snímá scintigrafické obrazy z různých úhlů (0–360°). Tím dokáže snímat zobrazovaný 

objekt ze všech stran. Během jedné rotace sejme 32–64 obrazů, ze kterých se počítačovou 

rekonstrukcí získá trojrozměrné zobrazení distribuce radiofarmaka.[3] 

PET – Pozitronová emisní tomografie (Positron Emission Tomography). 

V současné době je označována za nejmodernější diagnostický postup v nukleární 

medicíně. Je založena na distribuci pozitronového zářiče, který je umístěn mezi dva 

dostatečně malé protilehlé detektory zapojené do tzv. koincidenčního obvodu. Vzniklé 

pozitrony anihilují s okolními elektrony. Při anihilaci vznikají ve stejný okamžik dva 

fotony γ-záření o energii 511 keV. Z místa svého vzniku vyletí v protilehlých směrech 

(pod úhlem 180°). Jejich současná detekce umožňuje určit původ vzniku fotonů s velkou 

přesností. Koincidenčním obvodem tedy projdou do další elektronické aparatury jen 

impulzy odpovídající současné detekci fotonů v obou protilehlých detektorech. Ze souborů 

získaných koincidenčních paprsků se zrekonstruují trojrozměrné tomografické obrazy. 



 11 

Nejdůležitější oblastí využití PET je zjišťování lokalizace a povahy nádorů. 

Zobrazuje metabolicky aktivní nádorovou tkáň (na rozdíl od buněk inaktivovaných), proto 

je tedy možné monitorovat odezvu nádorové tkáně na radioterapii.[3] 

V PET se používají radionuklidy emitující záření β+, vhodné vlastnosti mají 

například 11C , 15N, 15O, 18F, 76Br, 124I. Během organické syntézy se stávají součástí 

molekuly léčiva. V posledních letech se zaměřuje pozornost také na kationty přechodných 

kovů, a to především na 66Ga, 68Ga, 86Y, 90Y, 45Ti, 60Cu, 61Cu, 62Cu a 64Cu.[7] S izotopy 
66Ga a 76Br byly provedeny radiochemické a preklinické studie.[8] 

 

Tabulka 1: Radionuklidy a jejich použití v diagnostice[9] 

Nuklid  Použití Nuklid Použití 
11C vyšetření mozku PET 67Ga zobrazování nádorových a zánětlivých 

lézí 
14C značené sloučeniny 68Ga studie trombózy a aterosklerózy, PET 
13N vyšetření PET 72Se zobrazování mozku 
15O vyšetření cévního zásobení mozku 

pomocí PET 

75Se studie proteinů 
zobrazování jater a slinivky 

18F vyšetření PET 81mKr zobrazování plic 
32P diagnostika chorob kostí 82Rb lokalizační agens myokardu 
33P značené sloučeniny 85Sr měření metabolismu kostí 
35S diagnostika nemocí srdce 

značení nukleových kyselin 

99mTc zobrazování srdce, plic, štítné žlázy, 
žlučníku, kůže, lymfatických uzlin, 
kostí, jater, sleziny a ledvin 

46Sc studie krevního oběhu 109Cd detekce rakoviny 
pediatrická vyšetření 
diagnostika nemocí srdce 

47Sc diagnostika rakoviny 111In detekce odmítnutí srdečních 
transplantátů 
zobrazení břišních infekcí 
zobrazení metastazujících 
melanomů 

47Ca buněčné funkce a tvorba kostí 123I poruchy štítné žlázy 
51Cr studium červených krvinek 

vnitřní krvácení 

125I detekce osteoporózy 
značení léčiv 

51Mn lokalizační agens myokardu 131I poruchy štítné žlázy 
patobiochemie mozku 

52Mn vyšetření PET 127Xe zobrazování plic 
zobrazování neurálních poruch mozku 

57Co zobrazování různých orgánů 133Xe studium plicní ventilace 
58Co indikátor zhoubné anémie 169Y diagnostika GIT 
59Fe vyšetření kostní dřeně 

studium metabolismu železa 

191mIr kardiovaskulární angiografie 

64Cu 
vyšetření PET 195mPt 

farmakokinetické studie 
protinádorových léčiv 

67Cu diagnostika rakoviny   
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1.1.3 RADIOFARMAKA 

Řada metod nukleární medicíny využívá léčiva značená radioaktivními izotopy, 

tzv. radiofarmaka. Tímto získává cenné informace o anatomii, metabolizmu a orgánových 

funkcích. Významného uplatnění nachází v kardiologii, neurologii a onkologii. 

Radioaktivní látky se do organizmu aplikují perorálně nebo intravenózně.[3] 

Radiofarmakum vstupuje do metabolizmu způsobem, jenž je dán jeho chemickou 

strukturou a farmakokinetikou. Znamená to tedy, že každý typ radiofarmaka má v těle 

odlišný metabolizmus a distribuci. Jednotlivá farmaka se volí podle typu vyšetření. Mezi 

často užívané izotopy patří 32P (diagnostika chorob kostí), 99mTc (zobrazování jater, ledvin, 

plic a dalších orgánů) a 123I (vyšetření poruch štítné žlázy).[3,10] 

Při terapii rakoviny bývá léčivo navrženo tak, aby bylo selektivně vychytáváno a 

akumulováno v cílové tkáni, díky čemuž je nádor likvidován s velkou efektivitou a 

nízkými vedlejšími účinky. Velice důležitým parametrem je poločas rozpadu, který musí 

být v řádech hodin až dní.[1,10] 

Nejpoužívanější léčiva (emitory γ-záření) ve SPECT v České republice jsou:  

o-jodhipuran sodný (131I), jodid sodný (Na131I), chlorid thalný (201TlCl), citronan  

gallito-sodný (67Ga) a 153Sm-EDTMP.[11] 

V zobrazovací metodě PET se nejčastěji používá radioaktivní 18F s poločasem 

rozpadu τ = 110 min. Nejpoužívanější radiofarmakem je 18F-fluordeoxyglukóza – FDG.[12] 

 

1.2 MĚĎ 

První zmínky o využití mědi jsou historicky datovány okolo roku 5000 př.n.l. 

Výzkumy ovšem poukazují na to, že byla měď známá již kolem roku 9000 př.n.l. Počátek 

doby bronzové (3000 př.n.l) nastal spolu s objevením schopnosti mědi tvořit pevné 

bronzy.[13] 

Původ jejího názvu je nejistý, nejpravděpodobnější je spojitost s názvem starověké 

Médie, na jejímž území se nacházela významná naleziště mědi v Zakavkazí.[14] Latinský 

název je již prokazatelně spjat s místem výskytu mědi. Pojmenování cuprum je spojeno 

s ostrovem Kypr (aes cyprium – kyperský kov), kde byla měď objevena již starými 

Římany.[13,15] 
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Měď se nachází v první vedlejší (I.B) skupině periodické tabulky společně se 

stříbrem a zlatem. Ryzí měď je v zemské kůře přítomna poměrně vzácně. V přírodě se 

vyskytuje ve dvou stabilních izotopech 63Cu (69,17%) a 65Cu (30,83%). Měď je měkký a 

kujný kov, vyznačující se charakteristickým červeným zbarvením a mimořádnou 

schopností tvořit slitiny s většinou kovů. Nejčastěji je rozšířena v podobě sulfidů 

(chalkopyrit), oxidu měďnatého (cuprit), případně uhličitanů a hydroxidů (malachit, 

azurit). Používá se především na výrobu elektrických vodičů, dále pak v mincovnictví, 

strojírenství, elektronice, či jako katalyzátor.[13,16,17] 

Měď je důležitým biogenním prvkem, komplexně vázaná vystupuje jako kofaktor 

důležitých metaloenzymů (ceruloplasmin, metalothionein, aj.). Jsou známy dvě geneticky 

podmíněné choroby (Wilsonova choroba a Menkeho syndrom), které souvisí 

s metabolizmem mědi. Měď je po železu a zinku třetím nejrozšířenějším přechodným 

kovem v lidském těle. Měďnaté kationty jsou vysoce toxické pro mikroorganizmy, a proto 

je na jejich bázi založena celá řada algicidních, baktericidních a fungicidních 

prostředků.[13,15] 

 

1.2.1 KOORDINAČNÍ SLOUČENINY MĚDI
[13,15,18,19] 

Měď nabývá ve svých sloučeninách oxidačních čísel I, II a III. Výjimečně 

(v některých jednoduchých fluorokomplexech) může nabývat oxidačního čísla IV. Stabilní 

sloučeniny mědi s nulovým nebo záporným oxidačním číslem nejsou známy. 

Oxidační číslo III  – elektronová konfigurace d8 – sloučeniny podléhají velmi snadno 

redukci a proto není tento oxidační stupeň příliš běžný. Z tohoto důvodu vyžaduje 

v komplexech stabilizaci silnými elektronegativními ligandy. Většina komplexů trojmocné 

mědi je nízkospinová a diamagnetická se čtvercovou geometrií koordinační sféry. Výjimku 

tvoří světle zelený vysokospinový komplex K3[CuF6]. 

Oxidační číslo II  – konfigurace d9 – vyskytuje se nejčetněji a je nejstálejší. Je možné 

odvodit jednoduché měďnaté soli téměř od všech anionů. Převážná většina měďnatých solí 

je rozpustná ve vodě, přičemž vzniká modře zabarvený kation [Cu(H2O)5–6]
2+. Nejčastěji se 

vyskytují koordinační čísla 4, 5 a 6. Převážně vlivem Jahnova-Tellerova efektu odpovídají 

těmto koordinačním číslům nepravidelná geometrická uspořádání. Pro měďnatý kation je 

charakteristické velké množství sloučenin s N-donorovými ligandy jako jsou například 

ethylendiamin, amoniak, 2,2´-bipyridin nebo cyklam.  
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Hojně zastoupené jsou také O-donorové chelatotvorné ligandy. Z O,N-donorových ligandů 

tvoří významné skupiny látek aminokyseliny, peptidy a Schiffovy báze. Nejběžnější 

zástupce mědnatých solí je síran známý jako modrá skalice. 

Oxidační číslo I – konfigurace d10 – měďný ion má snahu disproporcionovat na Cu0 a CuII 

vzhledem k vysoké hydratační energii CuII. Jedná se tedy o nestálé oxidační číslo, které je 

ovšem možné stabilizovat v málo rozpustných sloučeninách nebo za pomoci  

π-akceptorových či snadno polarizovatelných ligandů. Řadíme mezi ně fosfiny, thioestery, 

nitrily, případně kyanidové a jodidové ionty. Pro oxidační číslo I je typická existence 

tetraedrických komplexů jako jsou [Cu(CN)4]
3–, [Cu(py)4]

+ a [Cu(phen)2]
+. Běžný je 

výskyt koordinačních čísel 2 a 3. 

 

1.2.2 IZOTOPY MĚDI A JEJICH POUŽITÍ V MEDICÍNĚ
[16,20,21,22] 

Uměle byla připravena řada izotopů (29) v rozmezí nukleonových čísel 52 až 80, 

s poločasem rozpadu několik stovek nanosekund (69mCu, 360 ns) až několik desítek hodin 

(67Cu, 61,8 h). Některé z nich existují též v metastabilních formách. Měď má v medicíně 

své místo vzhledem k hojnému výskytu jejích izotopů s vhodnými poločasy rozpadu a 

energií emitovaného záření. 

Příprava radioizotopů mědi probíhá v jaderném reaktoru nebo cyklotronu. 

Připravují se z izotopů prvků sousedících v periodickém systému, díky tomu jsou častými 

příměsemi Zn nebo Ni. 

Nejpoužívanějšími radioizotopy v radioterapeutice a radiodiagnostice jsou 64Cu a 
67Cu. Izotop 67Cu má oproti 64Cu nižší terapeutický index z důvodu delšího poločasu 

rozpadu. Vlastnosti obou těchto radionuklidů jsou však srovnatelné. 

Nejdůležitější izotopy mědi potenciálně použitelné v medicíně jsou uvedeny 

v Tab. 2. 
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Tabulka 2: Vybrané izotopy mědi[1,21] 

Izotop Poločas rozpadu Přeměna 

60Cu 23,7 min β+ (92,6 %), EZ (7,4 %) 

61Cu 3,3 h β+ (61,4 %), EZ (38,6 %) 
62Cu 9,7 min β+ (98 %), EZ (2 %) 
63Cu stabilní  

64Cu 12,7 h β+ (18 %), EZ (44 %), β– (38 %), γ (0,5 %) 
65Cu stabilní  

66Cu 5,1 min β– (100 %) 
67Cu 61,8 h β– (100 %) 

 

RADIONUKLID 
64CU 

Izotop 64Cu je díky svým vlastnostem jedním z nejuniverzálnějších radioizotopů 

mědi, použitelný jak v radioterapii, tak v radiodiagnostice. Poločas rozpadu (12,7 h) je 

vhodný vzhledem k in vivo kinetice používaných molekulárních nosičů a je rovněž 

dostatečný k přípravě sloučenin. Přeměna může probíhat rozpadem β+ (18 %) o energii 

Emax 655 keV, β– (38 %, 573 keV), případně EZ (44 %, 511 keV), podíl γ tvoří asi 0,5 %. 

EZ bývá doprovázen vyloučením Augerových elektronů. Další výhodou je možná příprava 

v reaktoru přímou (63Cu(n,γ)64Cu ) nebo nepřímou aktivací (64Zn(n,p)64Cu) na zinkovém 

terči. 

Z medicínského hlediska se používá například ke stanovení retence mědi v játrech a 

v mozku u pacientů s Wilsonovou chorobou (defekt transportního enzymu mědi).[23,24,25] 

 

RADIONUKLID 
67CU 

Izotop 67Cu má nejdelší poločas rozpadu (61,8 h) ze všech radioaktivních izotopů 

mědi. Své využití nachází v radioterapii a v diagnostice rakoviny. Přeměna probíhá 

rozpadem β– (o energii Emax 577 keV) na 67Zn, případně na některý ze tří metastabilních 

nuklidů 67mZn. Přechod metastabilních izomerů zinku do základního stavu je doprovázen 

vyzářením γ-fotonů o energii 91, 93 a 185 keV. Díky tomu je použitelný pro sledování 

distribuce radionuklidu pomocí SPECT.[24,25] Jeho příprava v reaktoru je poněkud finančně 

náročná, neboť reakce 67Ni(n,p)67Cu vyžaduje velký neutronový tok. V dnešní době se 

hledají vhodnější alternativy výroby.[26] 
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1.3 LIGANDY VHODNÉ PRO KOMPLEXACI MĚDI 

Radioizotopy kovů, a tedy i mědi, jsou ve volné formě velmi toxické, a proto se 

vpravují do těla pacienta v podobě stabilního měďnatého komplexu s vhodným 

ligandem.[7] Tyto komplexy musí vykazovat vysokou kinetickou stabilitu in vivo  

(co nejmenší ztráty radionuklidu způsobených disociací po dobu setrvání v těle) a co 

největší selektivitu komplexace pro daný radionuklid. Tělesné tekutiny totiž obsahují 

mnoho iontů (Na+, K+, Ca2+, Zn2+, Mg2+, Fe2+, Fe3+, apod.) a chelatujících sloučenin, které 

mohou mít za následek konkurenční komplexotvorné rovnováhy.[27] 

Bifunkční ligandy mají už řadu let své uplatnění v medicíně. V posledních letech 

probíhají intenzivní preklinické výzkumy pro jejich využití v radioterapeutice a 

radiodiagnostice.[20] Dříve byly díky svým vlastnostem nasazovány při sledování léčby 

Wilsonovy choroby, kdy dochází k patologickému ukládání mědi do organizmu.[28] 

Pro správnou funkci je třeba zvolit bifunkční ligand, který pevně váže kov a 

zároveň umožňuje vznik kovalentní vazby mezi ním a biologicky aktivní molekulou.[29] 

Současně je nutná rychlá komplexace (v řádu minut) vzhledem k relativně krátkým 

poločasům rozpadu izotopů mědi. Radiofarmakum by tak mělo vykazovat co nejvyšší 

možnou intenzitu záření. 

Mezi zástupce chelatantů vhodných pro komplexování dvojmocné mědi patří 

polyaminy, polyaminokarboxyláty, polyaminofosfonáty, bis(thiosemikarbazony) a 

porfyriny.[23,25,30] Rychlost komplexace jednotlivých ligandů lze zobecnit následujícím 

způsobem. Nejpomaleji se komplexují volné makrocykly. Rychlost komplexace se zvýší 

navázáním acetátového, případně fosfonátového pendantu (rychlost je pro oba substituenty 

téměř srovnatelná). Nejrychleji ze všech zmíněných ligandů se komplexují ligandy 

lineární. Bližší charakteristika těchto látek je uvedena v následujících oddílech. 

 

1.3.1 POLYAZAMAKROCYKLY (POLYAMINY) 

Polyazamakrocykly patří mezi nejčastěji užívané chelatanty dvojmocné mědi 

především díky vysoké kinetické stabilitě jejich komplexů.[31,32] Mezi faktory ovlivňují 

kinetickou a termodynamickou stabilitu měďnatých komplexů patří velikost makrocyklu, 

počet dusíkatých atomů a jejich bazicita, druh a počet navázaných pedantních skupin. 

Syntéza těchto komplexů a studium koordinačních vlastností probíhají již řadu let. 
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Typickými zástupci jsou 1,4,7-triazacyklononan (TACN), 1,4,7,10-tetraazacyklododekan 

(cyklen) a 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan (cyklam), Obr. 1. 

Cyklam jako ligand je pro komplexaci mědi nejvhodnější, protože jeho dutina 

vyhovuje iontovému poloměru (efektivní iontový poloměr Cu2+ pro koordinační číslo 6 je 

73 pm).[13] Rentgenostrukturní analýza prokázala, že je měďnatý kation vázán v komplexu 

čtyřmi ekvivalentními vazbami k atomům dusíku ligandu.[33] 

Vysokou kinetickou inertností a termodynamickou stabilitou se rovněž vyznačují 

komplexy derivátů tzv. přemostěného cyklamu (cross-bridged cyklam a side-bridged 

cyklam, Obr. 1). 

Makrocykly bez postranních skupin se vyznačují pomalou komplexací. Přítomnost 

substituentů (tzv. pendantních ramen) na volných dusících cyklamového skeletu významně 

urychluje komplexaci s mědí. Postranní pendantní ramena jsou tvořena například 

acetátovými, fosfonátovými a fosfinátovými deriváty.[23,25]  

 

Obrázek 1: Základní polyazamakrocyklické ligandy uvedené v textu 
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1.3.2 POLYAMINOKARBOXYLÁTY 

V popředí zájmu výzkumu byly kromě makrocyklických polyaminokarboxylátů 

také acyklické polyaminokarboxyláty jako např. H4edta a H5dtpa (Obr. 2). Jejich 

komplexace je velmi rychlá, ale vzniklý komplex je podstatně méně kineticky inertní něž 

v případě makrocyklických skeletů. Z tohoto důvodu se preferují spíše deriváty 

makrocyklické.[27,34] 
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Obrázek 2: Struktury vybraných acyklických polyaminokarboxylátů 
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Mezi významné makrocyklické polyaminokarboxyláty patří H4dota, H4teta a 

1,7-H2do2a (Obr. 3). Měďnaté ionty v komplexech s H4dota mají oktaedrické koordinační 

okolí. Cyklenový skelet je příliš malý pro planární koordinaci všemi čtyřmi atomy dusíku, 

proto se v ekvatoriální rovině koordinují dva atomy dusíku a dva karboxylové atomy 

kyslíku a zbylé dva atomy dusíku obsazují axiální polohy.[29] 

Ligandy odvozené od cyklamu např. H4teta – mají větší kavitu a tvoří s mědí 

termodynamicky stabilnější komplexy in vitro. Jejich nevýhodou je pomalejší komplexace 

ve srovnání s acyklickými polyaminokarboxyláty a kinetická labilita komplexu [Cu(teta)]2– 

in vivo způsobena snadnou redukcí na kineticky labilní CuI komplex. Proto H4teta ve formě 

svých bifunkčních derivátů není optimální pro klinické využití. Přesto se velmi často 

používá, neboť spojuje nejvíce vhodných vlastností (levná příprava skeletu, rychlá a 

poměrně selektivní komplexace, apod.).[35] 

 

Obrázek 3: Struktury vybraných makrocyklických polyaminokarboxylátů 
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1.3.3 MAKROCYKLICKÉ POLYAMINOFOSFONÁTY 

Tato skupina polyazamakrocyklů nese fosfonovou skupinu methylfosfonové 

kyseliny jako pendantní substituenty na atomech dusíku. Ligandy se vyznačují koordinační 

selektivitou a jejich komplexy vysokou termodynamickou stabilitou.[36] Komplexy jsou 

stabilní vůči kyselé hydrolýze a jsou tak slibnými adepty pro využití v radiomedicíně.  
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Dále se vzhledem k afinitě methylfosfonové skupiny k hydroxyapatitu ve zvýšené 

míře akumulují v kostní tkáni. To by mohlo umožnit diagnostické zobrazování kostí, 

případně napomoci k léčbě kostních metastáz[37].  

Mezi významné makrocyklické polyaminofosfonáty patří například H8dotp,  

1,8-H4te2p a H8tetp (Obr. 4).  

 

Obrázek 4: Struktury vybraných makrocyklických polyaminofosfonátů 
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1.3.4 BIS(THIOSEMIKARBAZONY)[23,38] 

Bis(thiosemikarbazony) (BTS, Obr. 5) jsou sloučeniny tetradentátně vážící CuII za 

vzniku uzavřených čtvercově planárních komplexů se třemi pětičlennými chelátovými 

kruhy. Vzniklé komplexy jsou termodynamicky (logK~17-18) a kineticky relativně stálé, 

přesto v porovnání s komplexy makrocyklických ligandů je jejich stabilita mnohem menší. 

Ta ovšem v praxi nehraje velkou roli. Biodistribuce radiofarmaka závisí hlavně na 

molekulárních vlastnostech komplexu. Z vlastností těchto komplexů je podstatná lipofilita, 

nízká molekulová hmotnost, vysoká membránová propustnost a nízký redoxní potenciál. 

Mohou být upravovány alkylací skeletu a terminálních aminů.[39,40] Komplexy se in vivo 

neselektivně váží na proteiny (značení albuminu v krevním séru), čehož se využívá 

v radiodiagnostice (sledování krevního oběhu). 
 

Obrázek 5: Příklady různých struktur bis(thiosemikarbazonů)[40] 
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1.3.5 PORFYRINY
[23] 

Mezi nejznámější zástupce porfyrinů patří hemy a cytochromy nacházející se  

v lidském těle. 

Mnohé deriváty porfyrinů se řadí mezi molekuly schopné komplexovat izotopy 

různých kovů a proto spadají mezi potenciální komplexační činidla s využitím v nukleární 

medicíně. Mohou být považovány za vhodné nosiče radionuklidů mědi do cílových tkání. 

Porfyrinové komplexy s mědí jsou stálé proti dekomplexaci a snadno se od nich připravují 

deriváty navázáním substituentů, především na aromatické jádro. Tyto deriváty jsou 

schopné navázat se na bílkoviny lidského krevního séra. Značené porfyriny mají tendenci 

vázat se na nádorové buňky, případně se kumulovat v tkáních. Tato tendence ještě nebyla 

zcela objasněna. 

Samotné porfyriny se užívají v protinádorové fototerapii. Jejich nevýhoda při 

použití v radiomedicíně spočívá v kinetice komplexace, která je velmi pomalá. Tento 

nedostatek se může eliminovat přípravou derivátů s vyšší komplexační rychlostí. 

Příkladem může být karboxylový derivát na Obr. 6. 

 

Obrázek 6: Karboxylový derivát porfyrinu 
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1.4 TEORETICKÉ POZADÍ A CÍL PRÁCE[23,41] 

V předchozích řádcích teoretického úvodu bylo nastíněno možné využití 

radioizotopů mědi v nukleární medicíně. Z velké škály radionuklidů mědi padá volba 

především na izotopy 64Cu a 67Cu vzhledem k vhodným délkám jejich poločasu rozpadu. 

Své využití nachází ve vyšetření pomocí PET a při diagnostice a terapii rakoviny.  

Pro aplikace radionuklidů mědi v medicíně je velmi důležité, aby tyto izotopy 

obsahovaly co nejméně nečistot a připravená léčiva tím získala co nejvyšší specifickou 

aktivitu. Jejich výroba spočívá v ozařování zinkových terčů neutrony v jaderném reaktoru 

(např. 67Zn(n,p)67Cu), případně odstřelováním niklu protony v cyklotronech  

(např. 64Ni(p,n)64Cu). Nečistoty, které vždy doprovází výsledek zmíněné výroby, se mohou 

oddělit od žádaných izotopů mědi pomocí separačních metod. Velmi efektivní metoda 

využívá chelatujících pryskyřic obsahujících makrocyklické ligandy. Tyto ligandy tvoří 

s radioizotopy mědi nestálé komplexy a tím je zachycují. Následně se vytěsní velice 

snadno nadbytkem silné kyseliny. 

Vyčištěné izotopy mědi bývají používány nejčastěji ve formě chloridu měďnatého a 

jeho hydrátů. Chtěné radiofarmaceutické komplexy obsahující Cu2+ bývají připravovány 

pouhým přidáním odpovídajícího množství radionuklidu k roztoku ligandu vysoce 

selektivnímu pro komplexaci mědi. 

Reakce se provádí za patřičného pH a při laboratorní teplotě. Komplexace Ni2+ do 

makrocyklických ligandů probíhá obvykle velice pomalu. Rychlost komplexace Zn2+ už je 

ovšem srovnatelná s Cu2+, proto se užívá pH v rozmezí 3–4. Při této hodnotě pH je Cu2+ 

zcela zakomplexovaná, ale Zn2+ komplexy se ještě (vzhledem k jejich nižší stabilitě) 

netvoří. K tomuto dochází z důvodu postavení mědi v Irwingově-Williamsově řadě kovů 

(měď se chová jako silná Lewisova kyselina a vytváří nejstabilnější komplexy ze všech 

kovů první přechodné řady). 

 

Vzhledem k výše uvedenému má tato bakalářská práce za cíl nalezení postupu 

přípravy potencionálně vhodného makrocyklického ligandu založeného  

na 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekanovém skeletu, který je vhodný pro komplexaci 

dvojmocných kationtů mědi. Rozměr centrální kavity makrocyklu přesně odpovídá 

poloměru iontu Cu2+ a připravený ligand by tedy mohl tvořit s těmito ionty velmi stabilní 

komplexy. Použitím makrocyklického skeletu se předpokládá větší kinetická inertnost díky 

působení makrocyklického efektu.  
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Ligand L  (Obr. 7) byl navržen s jedním, slabě se koordinujícím, pendantním 

ramenem, které by mělo zapříčinit urychlení komplexace. Jako pendantní rameno byla 

zvolena 4-nitrobenzylfosfinová kyselina (1), která tak byla použita jako prekurzor 

k syntéze ligandu L . Design tohoto ligandu byl navržen vzhledem k předpokladu, že slabě 

koordinující se skupiny pendantních ramen urychlují komplexaci, která u makrocyklických 

ligandů probíhá ve srovnání s acyklickými ligandy pomaleji. V případě, že by komplexy 

s tímto typem ligandu vykazovaly vhodné kinetické a termodynamické vlastnosti, mohly 

by nalézt své využití v radiodiagnostice. 

 

Jako hlavní cíle této práce byly definovány: 

Syntéza ligandu a prekurzoru: 

� 1,4,8,11-tetraazacyklotetradekan (cyklam, I ) 

� 4-nitrobenzylfosfinová kyselina (NBPIN, 1) 

NH NH

NH NH

 

P
O2N

OH

H

O
 

cyklam ( I )  nitrobenzylfosfinová kyselina ( 1 ) 
 

� Nalezení způsobu přípravy látky L  (viz Schéma 2 v Experimentální části) 

tak, aby mohl být do budoucnu využit pro syntézu této látky ve větším 

množství a bylo tak umožněno podrobné zkoumání jejích vlastností. 

� Stanovení kinetiky odchránění cyklámového skeletu 

� Porovnání bazické a kyselé hydrolýzy esterifikovaného pendantu 

 

Obrázek 7: Cílová látka L 

NHNH

NH N P

O NH2

OH

 

( L ) 
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2. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

2.1 SEZNAM POUŽITÝCH CHEMIKÁLIÍ 

2.1.1 CHEMIKÁLIE 

argon, 5.6......................................................................................................... Linde 

bis(3-aminopropyl)-1,2-ethylendiamin (3,2,3-amin)....................................... Aldrich 

benzyl (0-methylsulfonyl)hydroxymethyl(nitrobenzyl)fosfinát ...................... Připraven 

kolegou Janem Blahutem 

bromtrimethylsilan, 98%................................................................................. Aldrich 

fosfornan amonný (rekrystalizovaný z horké vody)......................................... Aldrich 

glyoxaltrimer, hydrát....................................................................................... Aldrich 

chlorid nikelnatý, hexahydrát.......................................................................... Lachema 

hexamethyldisilazan......................................................................................... Fluka 

hydroxid draselný, čistý................................................................................... Penta 

hydroxid sodný, čistý....................................................................................... Penta 

kyanid draselný ................................................................................................ Lachema 

kyselina chlorovodíková, 36% vodný roztok...................................................Penta 

ninhydrin .......................................................................................................... Lachema 

N-ethyldiisopropylamin ................................................................................... Merck 

N,N´-dicyklohexylkarbodiimid ........................................................................ Fluka 

N,N´-dimethyl-4-aminopyridin ........................................................................ Fluka 

N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid ...................................................................... Aldrich 

palladium na aktivním uhlí .............................................................................. Aldrich 

paraformaldehyd .............................................................................................. Fluka 

pentahydrát síranu měďnatého, 5% vodný roztok............................................ Lachema 

p-nitrobenzylbromid, 97%............................................................................... Aldrich 

RaNi (Raney Nickel) ...................................................................................... Lachema 

síran sodný, bezvodý........................................................................................ Penta 

triethylamin...................................................................................................... Fluka 

trimethylsilylbromid ........................................................................................ Penta 

uhličitan draselný, bezvodý, žíhaný.................................................................. Lachema 

vodík, 3.0......................................................................................................... Linde 
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2.1.2 POUŽITÁ ROZPOUŠTĚDLA 

acetonitril ......................................................................................................... Penta 

acetonitril, suchý (destilace s P2O5) ................................................................ Penta 

amoniak, 25% vodný roztok............................................................................. Penta 

dichlormethan, suchý (destilace s P2O5) ......................................................... Lachema 

dimethylsulfoxid .............................................................................................. Lachema 

ethanol, 96%, denaturovaný............................................................................ Lihovar Kolín 

ethanol, suchý................................................................................................... Lihovar Kolín 

ethyl trifluoracetát............................................................................................ Fluka 

chloroform ....................................................................................................... Lachema 

kyselina octová ................................................................................................ Penta 

methanol........................................................................................................... Lachema 

tetrahydrofuran, suchý (destilace s Na) .......................................................... Fluka 

toluen ............................................................................................................... Penta 

toluen, suchý (destilace s P2O5) ...................................................................... Penta 

voda, deionizovaná (získaná reversní osmózou, ROWAPUR 200/100) .......... PřF UK 

 

2.1.3 POUŽITÁ DEUTEROVANÁ ROZPOUŠTĚDLA 

CDCl3, 99,8%.................................................................................................. Aldrich 

D2O, 99,95%.................................................................................................... Chemotrade 

DMF–d7 ........................................................................................................... Chemotrade 

DMSO–d6, 99,5%............................................................................................ Chemotrade 

NaOD, 1M, (připraven přidáním sodíku do D2O) ........................................... Chemotrade 

 

2.2 METODY CHARAKTERIZACE 

2.2.1 NUKLEÁRNÍ MAGNETICKÁ REZONANCE (NMR) 

Měření spekter 1H, 13C a 31P bylo realizováno na spektrometrech VNMRS300 

(rezonanční frekvence: 1H 299,9 MHz, 13C 75,4 MHz a 31P 121,4 MHz) a VarianUNITY 

INOVA 400 (rezonanční frekvence: 1H 399,9 MHz, 13C 100,6 MHz a 31P 161,9 MHz). Tyto 

přístroje jsou dostupné na PřF UK.  
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Uvedené hodnoty chemických posunů δ jsou v jednotkách ppm a interakční 

konstanty J v jednotkách Hz. 

Chemické posuny jsou uváděny s přesností na dvě desetinná místa pro 1H a na jedno 

desetinné místo pro 13C, 19F a 31P. Interakční konstanty jsou zaokrouhleny na tři platné 

cifry. 

Pro měření byly použity NMR kyvety o tloušťce 5 mm. Druh rozpouštědla je 

uveden u jednotlivých látek. 1H NMR spektra byla měřena v čistých deuterovaných 

rozpouštědlech (CDCl3, DMF, DMSO, D2O, NaOD). Část 31P NMR spekter byla měřena 

v surové reakční směsi. Některá 31P NMR spektra a všechna 13C NMR spektra byla 

naměřena s „decouplingem“ vodíkových jader. Teplota měření byla 25 °C, není-li uvedeno 

jinak. 

Chemické posuny v 1H a 13C NMR spektru byly referencovány na interní 

standardy: TMS při měření v CDCl3 (δH = 0,00, δC = 0,00), t-BuOH při měření v D2O (δH 

= 1,25 δC = 29,13). Při měření 31P spekter byl jako externí standard použit 85% roztok 

H3PO4 v D2O (δP = 0,00). 

Zkratky pro multiplicitu signálů v NMR spektru jsou: s (singlet), d (dublet),  

t (triplet), q (kvartet), p (pentet), sp (septet), m (multiplet). 

 

2.2.2 HMOTNOSTNÍ SPEKTROMETRIE (MS) 

Hmotnostní spektra byla naměřena na hmotnostním spektrometru Bruker 

ESQUIRE 3000. Přístroj je vybaven iontovou pastí a umožňuje ionizaci elektrosprejem 

(MS-ESI). Vzorky byly rozpuštěny v příslušném rozpouštědle a naředěny mobilní fází 

(MeCN, MeOH). Spektra byla měřena převážně v pozitivním, ale také v negativním modu. 

U charakterizací jednotlivých látek jsou uvedeny pouze signály, které se podařilo 

interpretovat. 

 

2.2.3 TENKOVRSTVÁ CHROMATOGRAFIE (TLC) 

Při tenkovrstvé chromatografii byly použity destičky typu Silufol® 

s širokoporézním silikagelem naneseným na hliníkové fólii (Kavalier) se škrobem jako 

pojivem. Příslušné mobilní fáze jsou uváděny u jednotlivých látek.  
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Detekce byla provedena 0,5% roztokem ninhydrinu v ethanolu nebo CuSO4·5H2O 

(5% vodný roztok) a následným zahřátím. Hodnoty Rf jsou uváděny na jedno desetinné 

místo. 

 

2.2.4 RENTGENOVÁ STRUKTURNÍ ANALÝZA 

Difrakce byla naměřena na přístroji NONIUS KAPPA CCD. Jako zdroj záření byla 

použita molybdenová lampa (Kα = 0,71073 nm). Vzorky byly měřeny při teplotě 150 K. 

Krystalové struktury byly vyřešeny RNDr. Ivanou Císařovou, CSc. a upřesněny školitelem 

doc. RNDr. Janem Kotkem, PhD. 
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2.3 SYNTÉZA 

Schéma 2: Navržený postup přípravy látky L 
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V textu uvedeném níže se pod pojmem „odpaření na RVO“ rozumí odpaření na 

rotační vakuové odparce. Teplota lázně se lišila v závislosti na odpařovaném rozpouštědle 

(viz následující přehled). Dále pod pojmem „amoniak (NH3)“ je míněn jeho 25% vodný 

roztok a pod pojmem „kyselina chlorovodíková (HCl)“ je míněn její 36% vodný roztok.  

 

Orientační teplota lázně RVO pro r ůzné druhy rozpouštědel: 

EtOH.........................................................................45 °C 

Směsi obsahující vodu..............................................60 °C 

Ostatní použitá rozpouštědla ...................................50–55 °C 

 

Pod pojmem „teplota“ je míněna teplota olejové lázně, ve které byly ponořeny 

baňky s reakční směsí. 

 

2.3.1 PŘÍPRAVA FOSFOROVÝCH PREKURZORŮ 

SYNTÉZA LÁTKY 1 (4-NITROBENZYLFOSFINOVÁ KYSELINA, NBPIN)[42] 

NH4H2PO2 P

Si

Si

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3
CH3

P

O

O

O2N
Br

H H

SiMe3

SiMe3

+
argon CH2Cl2

1.

2. EtOH50 100 °C

(BTSP)
 

P
O2N

OHO

H

 OHO

NO2O2N

P

 

P
O2N

OHO

OH

 

(1, NBPIN) (2, NB2PIN) (3, NBPON) 

 

Do 500mL trojhrdlé baňky bylo naváženo 10,0 g (120 mmol) rekrystalizovaného 

fosfornanu amonného. Baňka byla opatřena zaváděcí trubičkou s kohoutem (spojena 

s přívodem argonu), chladičem, na který byla nasazena další trubička s kohoutem 

(napojena na membránovou vývěvu sloužící jako zdroj vakua) a zátkou, která plnila funkci 

ventilu při sekuraci. Dále bylo přidáno magnetické míchadlo. Aparatura byla třikrát 

evakuována a následně naplněna argonem. 
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Po provedené sekuraci byla zaváděcí trubička na chladiči vyměněna za bublačku 

s nujolem a zátka za gumové septum. Tyto úkony byly provedeny v silném protiproudu 

argonu. Reakce musí probíhat v inertní atmosféře, neboť jak bis(trimethylsilyloxy)fosfin 

(BTSP), tak silylestery fosfinových kyselin jsou velice citlivé na vlhkost a oxidaci. 

Přes septum bylo pomocí injekční stříkačky s jehlou přidáno 50,0 mL (237 mmol) 

hexamethyldisilazanu (HMDS). Proud argonu byl nastaven tak, aby bublačkou procházela 

cca 1 bublinka za 2 s. Reakční směs byla za stálého míchání zahřívána přes noc v olejové 

lázni o teplotě 105−110 °C. 

Po ukončení reakce byl zesílen proud argonu a celá aparatura byla vyjmuta 

z olejové lázně a ponechána vychladnout na laboratorní teplotu. Přes septum bylo injekční 

stříkačkou přidáno k reakční směsi 100 mL vysušeného DCM. Obsah baňky byl vychlazen 

v lázni ze směsi ethanolu a suchého ledu na –40 °C. Za stálého chlazení byl přes septum 

přidán roztok 11,8 g (55 mmol) 4-nitrobenzylbromidu (NBB) v 200 mL suchého DCM. 

Bylo nutné dbát, aby v injekční stříkačce, jíž byl roztok přidáván, nebyla žádná vzduchová 

bublina. Po přidání veškerého roztoku byla chladící lázeň zvolna ohřáta na laboratorní 

teplotu. Reakční směs byla míchána dalších 12 hodin pod mírným proudem argonu. 

BTSP je možné alkylovat do dvou stupňů, takže mimo žádaného produktu 1 (4-

nitrobenzylfosfinová kyselina, NBPIN) vzniká v průběhu reakce také bis(4-nitrobenzyl)-

fosfinová kyselina (2, NB2PIN). Její vznik byl omezen použitím dvojnásobného nadbytku 

BTSP oproti 4-nitrobenzylbromidu (NBB). V přítomnosti oxidačních činidel (kyslíku) 

může docházet k oxidaci fosfinové skupiny za vzniku 4-nitrobenzylfosfonové kyseliny 

(3, NBPON). 

Další den byl proud argonu značně zesílen a reakční směs byla převedena pomocí 

kanyly do kádinky obsahující 250 mL ethanolu. Zbytek roztoku byl z původní reakční 

baňky vymyt dalšími cca 50 mL EtOH. Obě etanolové frakce byly spojeny a vzniklá 

suspenze byla odpařena dosucha na RVO v předem zvážené 500 mL kulaté baňce. Žlutý 

odparek byl rozpuštěn ve 400 mL vroucí vody (50–100 mL vody na 5,0 g produktu). 

Většina produktu se rozpustila, malé množství zůstalo nerozpuštěné, jednalo se hlavně  

o disubstituovanou sloučeninu 2. Roztok byl za horka zfiltrován na předehřáté fritě S2 do 

1L kulaté baňky. Po ochlazení filtrátu byla očekávaná krystalizace 4-nitrobenzylfosfinové 

kyseliny (1). K té ovšem nedošlo. Filtrát byl převeden do 1L dělící nálevky a bylo přidáno 

20 mL koncentrované HCl a 200 mL chloroformu. Po důkladném protřepání byla oddělena 

vodná a organická fáze. Organická fáze byla odpuštěna a uchována v Erlenmeyerově 

baňce. Vodná fáze byla dosucha odpařena na RVO.  



 30 

K odparku bylo přidáno 100 mL 10% HCl a 100 mL chloroformu a směs byla důkladně 

zamíchána. Takto byla ponechána stát přes víkend. 

Vykrystalizovaná 4-nitrobenzylfosfinová kyselina (1) byla odfiltrována na fritě S2, 

promyta malým množstvím studené vody a po důkladném prosátí vzduchem dosušena ve 

vakuovém exsikátoru nad P2O5.    

V organické fázi se po dvou dnech vyloučila bílá sraženina. Podle 31P NMR spektra 

se jednalo o téměř čistý produkt 1 (90% čistota). Sraženina byla přefiltrována na fritě S3 a 

rekrystalizována z horké vody. 

Výtěžek(4-nitrobenzylfosfinová kyselina) = 3,9 g o čistotě 98 %, nečistota: NBPON (2 %); 

1,2 g o čistotě 90 %, nečistoty: NBPON (4 %), fosforitá kyselina (3 %) a fosforečná 

kyselina (2 %) 

 

Charakterizace: 
1H-NMR (NaOD) : δ 2,9–3,1 (m, více signálu kvůli částečné výměně za D);  

6,97 (d, PH, 1JPH = 523); 7,42 (d, 2H, J = 8,4); 8,18 (d, 2H, arom, 3JHH = 8.4) 
13C{1H}-NMR (DMSO) : δ 40,0 (d, 1JPC= 107); 123,6 (2C, arom); 130,2  

(d, 2C, arom, 3JPC = 7,4) 
31P{1H}-NMR (NaOD) : δ 24,8 (s) 
31P-NMR (NaOD): δ 24,7 (d; 1JPH = 523) 

 

PŘÍPRAVA ETHYLESTERU KYSELINY NITROBENZYLFOSFINOVÉ 

P

O2N

OHO

O2N

P

OCH2CH3O

H H

DCC
DMAP

EtOH dry

(1) (4)
 

Získaná NBPIN (1) byla následnou reakcí převedena na svůj ethyl ester (4). Do 

baňky o objemu 250 mL bylo naváženo 3,7 g NBPIN (15 mmol), spolu s 3,7 g DCC (1,2 

ekvivalentu, 18 mmol) a 30 mg (0,05 ekvivalentu, 0,2 mmol) DMAP ve 100 mL suchého 

EtOH. Reakční směs byla míchána přes noc. 

V baňce vznikla suspenze žlutého kapaliny s bílou sraženinou. Ta byla zfiltrována 

na fritě S3, část byla odebrána do vialky a rozpuštěna v CHCl3. 
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Tato vialka byla ponechána v digestoři, dokud se neodpařil veškerý CHCl3. 

Následně byl vzorek rozpuštěn v CDCl3 a byl připraven vzorek na 1H a 31P NMR. Tato 

látka byla posléze identifikována jako vedlejší produkt N,N´-dicyklohexylmočovina 

(DCU). 

Přefiltrovaný roztok byl odpařen na RVO do sucha, odparek opět rozpuštěn v EtOH 

a následně ještě jednou přefiltrován na fritě S3. Do kyvety byl odebrán vzorek na 31P 

NMR. Poté byl obsah baňky znovu odpařen na RVO. Produkt byl ve formě pevné, světle 

žluté, látky. 

 

Charakterizace: 

Čistota(ethyl ester 4-nitrobenzylfosfinové kyseliny) dle 31P NMR = 91 %, nečistoty: 

NBPIN (7 %) a stopy NB2PIN (2 %) 
31P{1H}-NMR (EtOH) : δ 35,1 (s) 
31P-NMR (EtOH) : δ 35,1 (d sp, 1JPH = 559; 2JPH ~ 3JPH ~ 9,4) 

 

2.3.2 PŘÍPRAVA CYKLAMU
[43,44] 
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Do kádinky o objemu 2 L bylo přidáno 20,0 g (110 mmol) bis(3-aminopropyl)-1,2-

ethylendiaminu (3,2,3-amin), který byl následně rozpuštěn v 500 mL destilované vody. Za 

stálého míchání bylo přidáno 27,3 g NiCl2·6H2O (110 mmol). Kádinka s intenzivně fialově 

zabarveným roztokem byla ponořena do ledové tříště a chlazena na teplotu nižší než 5 °C. 
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Dále bylo smícháno 12,0 g trimeru glyoxalhydrátu (57 mmol) se 120 mL 

destilované vody. Vzniklá suspenze byla zahřívána na 65 °C a míchána do úplného 

rozpuštění. 

K chlazenému roztoku nikelnatého komplexu byl přikapáván (Pasteurovou pipetou) 

připravený horký roztok monomerního glyoxalu. Tato směs byla následně míchána přes 

noc při laboratorní teplotě. 

Následující den bylo k reakční směsi přidáno 500 mL vodného roztoku NaOH (2M). 

K takto připravenému roztoku bylo za stálého intenzivního míchání přidáno po částech 

25,0 g Raneyova niklu (RaNi), přičemž byl pozorován vývoj vodíku. Vzniklá suspenze 

byla míchána přes noc při laboratorní teplotě. 

Následovala zdlouhavá filtrace přes vlhkou papírovou kaši (připravena 

rozmícháním kousků filtračního papíru v destilované vodě) na fritě S3. K filtrátu, 

získanému v předchozím kroku, bylo přidáno 50,0 g KCN (770 mmol). Roztok byl 

převeden do 2L baňky s kulatým dnem a refluxován po dobu 3 hodin pod zpětným 

chladičem. Po ochlazení na laboratorní teplotu byl vzniklý cyklam extrahován 

chloroformem (1 L). Extrakt byl vysušen bezvodým Na2SO4, přefiltrován na fritě S3 a 

zahuštěn na RVO na takový objem, aby právě docházelo ke krystalizaci produktu. 

Zahuštěný produkt byl přelit velkým nadbytkem MeCN (trojnásobek objemu suspenze). 

Vzniklý produkt byl odsát na fritě S3, promyt MeCN a sušen proudem vzduchu po dobu  

1 hodiny. Bílý prášek byl přes noc dosušen v evakuovaném exsikátoru nad KOH.  

Další část produktu byla získána opařením matečních louhů a následnou 

rekrystalizací z vroucího MeCN. 

Výtěžek(cyklam) = 5,9 g, 25 % 

 

Charakterizace: 

TLC : fialová skvrna; Rf = 0 ve všech amoniakálních mobilních fázích, Rf = 0,5 v soustavě 

EtOH:CH3COOH:H2O (6:1:8) 

MS (+): 200,8 ([M+H]+, teor. 201,2) 
1H-NMR (CDCl 3): δ 1,71 (p, 3JHH = 5,1; 4H, CH2–CH2–CH2);  

2,69 (t, 3JHH = 5,1; 8H, N–CH2–CH2–CH2); 2,71 (s, 8H, N–CH2–CH2–N) 
13C{1H}-NMR (CDCl 3): δ 32,2 (2C, CH2–CH2–CH2); 48,3 (4C, N–CH2–CH2–CH2); 48,6 

(4C, N–CH2–CH2–N) 
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2.3.3 OCHRÁNĚNÍ CYKLAMOVÉHO SKELETU
[45] 

NH NH

NH NH

NN

N NH

O

CF3

CF3

O O

CF3
NN

N N

O

CF3

CF3

O O

CF3

CF3

O

ETFA

Et3N

MeOH
+

( I ) ( II ) ( II*)  

Do injekční stříkačky bylo nabráno 2,4 mL (20 mmol, 4 ekvivalenty) ETFA, která 

byla v průběhu 5 minut přidána po kapkách do míchající se směsi 1,0 g cyklamu (5 mmol) 

a 0,7 mL Et3N (1 ekvivalent, 5 mmol) ve 4,0 mL MeOH ve 25 mL baňce. Při této proceduře 

postačovalo pouze chlazení ve vodní lázni, reakce není výrazně exotermická. Směs byla 

míchána přes noc (dle literatury[45] k reakci postačí pět hodin). 

Následně byla směs odpařena na RVO do sucha a průhledná sirupovitá látka byla 

rozpuštěna v minimu ethylacetátu. Směs byla přečištěna sloupcovou chromatografií přes 

sloupec SiO2. Po nanesení látky byl sloupec proplachován ethylacetátem přibližně do 

poloviny objemu 100 mL baňky. Poté byl roztok odpařen na RVO a kolona byla ještě 

jednou propláchnuta obdobných způsobem do stejné baňky. Část byla odebrána jako 

vzorek pro MS a obsah baňky byl opět odpařen na RVO do sucha. 

Výtěžek[n]: cca 90% 

 

Charakterizace: 

MS (+): 511,0 ([M+Na]+, teor. 511,1) 
1H-NMR (CDCl 3)

[n]: (300 MHz): δ 3,85-3,25 (m, 12H); 2,90-2,80 (m, 2H);  

2,74-2,50 (m, 2H); 2,30-1,90 (m, 2H); 1,85-1,63 (m, 2H); 1,25-0,60 (m, 1H) 
19F-NMR (DMF-d 7)

[n]: (282,4 MHz, 120 °C): δ 7,5 (s); 6,9 (s); 6,6 (s) 
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2.3.4 POKUSY O NAVÁZÁNÍ FOSFOROVÉHO PENDANTU 

MANNICHOVA REAKCE S ETHYLESTEREM NBPIN 

NN

N NH

O

CF3

CF3

O O

CF3
P

O2N

O
NN

N N

O

CF3

CF3

O O

CF3

P

O NO2

OCH2CH3

H

OCH3CH3

+
CH2O

toluen 90 °C

( II ) (4) ( III )  

Látka II  z předchozí reakce byla rozpuštěna v 30 mL toluenu. Ethyl ester NBPIN 

(4) připravený v předchozích krocích (2.3.1) byl odpařen na RVO do sucha a smíchán 

s chráněným cyklamem v toluenu. Za účelem minimalizace obsahu vody v toluenu byla 

směs přelita do Dean-Starkovy pasti (Dean-Stark Trap) a zahřívána na 135 °C. Tento 

postup ovšem nebyl vhodný, směs bouřlivě vypěnila ještě před dosažením požadované 

teploty. 

Obsah pasti byl převeden do 100mL baňky a směs byla zahřívána na 90 °C. 

V průběhu hodiny bylo za stálého míchání přidáno 0,6 g paraformaldehydu  

(1,3 ekvivalentu, 20 mmol). Poté byla reakční směs míchána přes víkend a nadále 

zahřívána na 90 °C. 

V baňce se po reakci rozdělily dvě fáze. Ve spodní části baňky se vyskytoval sytě 

oranžový olej nerozpustný v CHCl3 a nad ním žlutý toluenový roztok. Navíc ve spodní 

olejové fázi vykrystalizovaly bílé jehlice, které byly rozpustné v DMSO. Část byla 

odebrána na stanovení pomocí MS. Jednalo se o čtyřikrát substituovaný cyklám (II*) . 

Směs byla ještě jednou zahřáta, k homogenizaci nedošlo. Toluenová fáze byla odpařena na 

RVO do sucha a olejová fáze byla rozpuštěna v EtOH. Byl odebrán vzorek na 31P NMR a 

MS. 

Směs byla rozdělena na třetiny, které byly využity k následným reakcím (viz 

kapitola „Postupné odštěpení chránicích skupin a syntéza cílové látky L“). 

 

Charakterizace: 

MS (+): 752,3 ([M+Na]+, teor. 752,2) 

MS (+) pro čtyřikrát trifluoracetylem substituovaný cyklam: 607,2 ([M+Na]+, teor. 607,1) 
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31P-NMR (EtOH) : δ 47,2-49,3 (několik píků, patrně různé konformery v důsledku rigidity 

acylovaného makrocyklu, souhrnná intenzita ~30 %), jako další látky byly identifikovány 

ethyl hydroxomethyl(nitrobenzyl)fosfinát (s, 40,7, 45 %), nitrobenzylfosfinová kyselina (d, 

23,9, 1JPH = 532, 15 %), nitrobenzylfosfonová kyselina (t, 19,1, 2JPH = 21, 10 %). 

MANNICHOVA REAKCE S TRIMETHYLSILYLESTEREM NBPIN GENEROVANÝM POMOCÍ BSA 

P
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H
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SiMe3

P
O2N

O

O

SiMe3

SiMe3
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+
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(1)

( II )

( V )

1.

2.   NH4OH

 

Do trojhrdlé baňky bylo naváženo 3,0 g (3 ekvivalenty, 12 mmol) NBPIN (1). 

Baňka byla opatřena zaváděcí trubičkou s kohoutem (spojena s přívodem argonu), 

chladičem, na který byla nasazena další trubička s kohoutem (napojena na membránovou 

vývěvu sloužící jako zdroj vakua) a zátkou, která plnila funkci ventilu při sekuraci. Dále 

bylo přidáno magnetické míchadlo. Aparatura byla třikrát evakuována a následně naplněna 

argonem. Po provedené sekuraci byla zaváděcí trubička na chladiči vyměněna za bublačku 

s nujolem a zátka za gumové septum. 

Poté bylo přidáno 10,8 mL BSA (3 ekvivalenty, 44 mmol) pomocí injekční 

stříkačky. Tyto úkony byly provedeny v silném protiproudu argonu.  
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Látka II  byla rozpuštěna v suchém THF. Pomocí injekce byla převedena do baňky 

s reakční směsí NBPIN a BSA. Dále bylo přidáno v protiproudu argonu 1,8 g 

paraformaldehydu (4 ekvivalenty, 60 mmol). Reakční směs byla míchána dva dny. 

Při této syntéze byla testována oxidační a hydrolytická stabilita směsi. Vzorek byl 

odebrán do NMR kyvety naplněné argonem, která byla ponechána otevřená přes noc. 

Změny ve směsi byly sledován pomocí 31P NMR spekter. 

Po 2 dnech bylo do směsi přidáno 10 mL MeOH, pomalu, za intenzivního míchání a 

se zvýšeným proudem argonu. Směs byla odpařena na poloviční objem a následně byl 

odebrán vzorek na 31P NMR a MS. 

 

Charakterizace: 

V MS spektru se vyskytoval signál chráněného cyklamu bez navázaného fosforového 

pendantu. Signál MS(+): 200,8 ([M+H]+, teor. 201,2). Pík odpovídající chráněnému 

cyklámu s jedním fosforovým pendantem (729,2) se ve spektru nevyskytoval. 

V NMR  spektru po hydrolýze MeOH zmizel pík v oblasti 150 ppm. Což značí, že došlo 

k hydrolýze nebo směs zreagovala s paraformaldehydem. Ve spektru se vyskytovaly 

signály mnoha látek, ve směsi převažoval NBPON jako produkt oxidace. 

 

Spektra k testu stability 
31P{1H}-NMR (MeOH) : δ 152,5 (s); po smíchání NBPIN s BSA 
31P-NMR (MeOH) : δ 151,2 (t; 2JPH = 14,3) 
31P{1H}-NMR (MeOH) : δ 148,9 (s); po několikahodinovém stání na vzduchu v kyvetě 
31P-NMR (MeOH) : δ 148,9 (t; 2JPH = 14,3) 
31P{1H}-NMR (MeOH) : δ 148,9 (s); po přidání makrocyklu 
31P-NMR (MeOH) : δ 148,9 (t; 2JPH = 14,8) 
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MANNICHOVA REAKCE S TRIMETHYLSILYLESTEREM NBPIN GENEROVANÝM POMOCÍ HMDS 
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Do trojhrdlé baňky bylo naváženo 0,5 g látky 1 (2 mmol). Baňka byla opatřena 

zaváděcí trubičkou s kohoutem (spojena s přívodem argonu), chladičem, na který byla 

nasazena další trubička s kohoutem (napojena na membránovou vývěvu sloužící jako zdroj 

vakua) a zátkou, která plnila funkci ventilu při sekuraci. Dále bylo přidáno magnetické 

míchadlo. Aparatura byla třikrát evakuována a následně naplněna argonem. Po provedené 

sekuraci byla zaváděcí trubička na chladiči vyměněna za bublačku s nujolem a zátka za 

gumové septum. Poté bylo přidáno injekční stříkačkou 5 mL suchého THF. Dále byl přidán 

1 ML  HMDS (2 ekvivalenty, 5 mmol). Směs byla zahřívána na 60 °C a míchána přes 

víkend. 

Zvýšený proud argonu zbavil směs veškerého rozpouštědla a v baňce zůstala pouze 

hnědá sraženina. Bylo tedy přidáno dalších 10 mL suchého THF. Směs byla ovšem stále 

heterogenní. Po přídavku 2 mL HMDS (4 ekvivalenty, 10 mmol) se sraženina rozpustila a 

bylo odebráno 0,5 mL vzorku na 31P NMR. 
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Charakterizace: 

V NMR spektru se nacházelo mnoho signálů různých látek. Nad nimi markantně 

převažoval signál fosfonátu. Vzhledem k tomu již nebyl k reakční směsi přidáván cyklus. 

 

ALKYLACE S MESYL ESTEREM HYDROXOMETHYLDERIVÁTU NBPIN 
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Do 100 mL baňky bylo přidáno 0,2 g látky II  (0,5 mmol) v 5 mL suchého MeCN. 

Dále bylo přilito dalších 15 mL suchého MeCN. Do této směsi bylo vsypáno 0,6 g látky 5 

(1,25 ekvivalentu, 1,5 mmol).  

Poté byl odebrán vzorek na 31P NMR, který sloužil jako standard pro vývoj reakce. 

K roztoku bylo přidáno 1,0 g vyžíhaného bezvodého K2SO3 a následně byla suspenze 

míchána a zahřívána na 60 °C do druhého dne. Při zahřívání směsi byl na baňce nasazen 

nezapojený chladič se zátkou.  

Následující den byl odebrán vzorek na 31P NMR. Po naměření spektra bylo patrné, 

že stále nedošlo k reakci, protože spektrum bylo shodné s počátečním spektrem.  

Následně bylo přidáno asi 10 mL diisopropylethylaminu a suspenze byla míchána a 

zahřívána na 60 °C přes víkend.  

Směs byla poté odpařena na RVO, v baňce zbyly hrudky potaše. Ty byly celkem 

třikrát extrahovány ethylacetátem. Ethylacetátový extrakt byl odpařen na RVO do sucha. 

Odparek byl rozpuštěn v CHCl3. Část směsi byla odebrána do vialky, která byla ponechána 

vyschnout. Následně byl vzorek rozpuštěn v CDCl3 a bylo naměřeno 1H a 31P spektrum. 
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Charakterizace: 

srovnávací spektrum před reakcí (látka 5) 
31P{1H}-NMR (EtOH) : δ 43,2 (s, 100 %) 

spektrum po zahřívání reakční směsi s K2CO3 jako bází 
31P{1H}-NMR (EtOH) : δ 43,1 (s, 100 %) 

spektrum po zahřívání reakční směsi s diisopropylethylaminem jako bází 
31P{1H}-NMR (EtOH) : δ 22,9 (s, 92 %); –8.8 (s, 8 %) 

Vzorek v CDCl3: v 31P NMR spektru se nevyskytoval signál fosforu, ani v 1H NMR 

spektru nebyly přítomny signály příslušející aromatickým vodíkům. Fosfor byl hledán 

v hrudkách potaše. Ty byly rozpuštěny v H2O a byl odebrán vzorek na 31P NMR. 
31P{1H}-NMR (H 2O): δ 29,6 (s); spektrum z hrudek potaše rozpuštěných v H2O, posunem 

neodpovídá esteru bis(alkyl)fosfinové kyseliny. 

 

2.3.5 POSTUPNÉ ODŠTĚPENÍ CHRÁNICÍCH SKUPIN A SYNTÉZA CÍLOVÉ LÁTKY L 

ODCHRÁNĚNÍ CYKLAMOVÉHO SKELETU A NÁSLEDNÁ HYDROLÝZA ETHYLESTERU 
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OCH2CH3
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NH N P
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OCH2CH3

NH4OH/EtOH

( III ) ( IV )  

Surová látka III  byla rozpuštěna ve 30 mL EtOH a posléze bylo přidáno 20 mL 

NH3. Směs byla míchána přes víkend.  

Poté byla odpařena na RVO do sucha a odparek byl rozpuštěn v EtOH. Byl odebrán 

vzorek do kyvety na 31P NMR a na MS. 

NMR spektrum poukázalo na výskyt mnoha nečistot. Směs byla nanesena na silný 

kationtový iontoměnič (Dowex 50, 50–100 mesh, H+ cyklus). Po nanesení vzorku byla 

kolona propláchnuta 400 mL EtOH:H2O a následně 400 mL H2O do Erlenmeyerovy baňky. 

Poté byly jímány tři frakce 3% HCl do 250mL baněk. Obsah baněk byl odpařen na RVO. 

Pouze v první frakci byl přítomen odparek. Ten byl rozpuštěn v destilované vodě. TLC 

v IPOV (6:1:8) neprokázalo přítomnost makrocyklu. Vzhledem k tomu byl vodolihový 

proplach katexu odpařen a byla opět provedena TLC. Ani zde se cyklus nevyskytoval při 

detekci mědí a ninhydrinem.  
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Kolona byla tedy prolita roztokem HCl:H2O (1:1) do 250mL baňky. Po odpaření 

byl odparek rozpuštěn v destilované vodě a byla provedena kontrola pomocí TLC. Zde byl 

již patrná fialová skvrna znázorňující přítomnost cyklu. Po přibližně 24 hodinách v roztoku 

vykrystalizovala pevná látka. Část krystalků byla odebrána do vialky a ta byla ponechána 

v digestoři, aby se odpařily stopy lehkých rozpouštědel. Následně byly krystalky 

rozpuštěny v D2O na 1H a 31P NMR. Rovněž byl odebrán vzorek na stanovení jejich 

rentgenové struktury. 

Následně byl připraven sloupec SiO2, které byl promyt EtOH. Poté byl nanesen 

vzorek a kolona byla promyta roztokem NH3:EtOH (1:5). Jednotlivé frakce byly 

odpařovány a byly připravovány standardy pro TLC. V prvních frakcích byla 

identifikována přítomnost cyklu. Dále byla kolona významně propláchnutá EtOH a posléze 

roztokem AcOH:EtOH (1:5). Jednotlivé frakce byly opět odpařovány a byly připravovány 

standardy pro TLC. Cyklus nebyl přítomen ani v jedné z nich.  

Proto byla kolona propláchnuta směsí EtOH:AcOH:H2O (6:1:2). V jednotlivých frakcích 

se rovněž cyklus nevyskytoval. Proto byly slity pouze frakce, které byly eluovány 

roztokem NH3:EtOH (1:5). Byl odebrán vzorek na 31P NMR a na MS. 

V rámci této reakce byla studována kinetika odchránění cyklamového skeletu 

pomocí 31P NMR spekter. Po přidání NH3 do reakční směsi byla měřena spektra v různých 

časových intervalech a byly sledovány změny jednotlivých signálů. 

 

Charakterizace: 

Tato reakce byla provedena za stejných podmínek několikrát a s různými 

výsledkem. 

V některých případech došlo k odchránění cyklamového skeletu, ale esterová 

funkce na fosforovém pendantu nebyla odštěpena. Signál MS (+): 441,2 ([M+H]+, teor. 

442,0). Občas vykazovalo hmotnostní spektrum vznik sloučeniny s molární hmotností 

~454. Patrně vznikl methylenový můstek mezi dvěma dusíkovými heteroatomy N4 a N8 

(viz Obr. 7). Signál MS (+): 454,1 ([M+H]+, teor. 454,0). 
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Obrázek 7: Látka IV s jedním methylenovým můstkem 

                                     

NN

NH N P

O NO2

OCH2CH3

 

Někdy byl pozorován pík příslušející volnému cyklamu, tj. při reakci se odštěpilo 

celé pendantní rameno. Signál MS (+): (200,8 ([M+H]+, teor. 201,2). 

Dle 1H a 31P NMR byly krystalky identifikovány jako hydroxomethylderivát  

4-nitrobenzylfosfinové kyseliny (NB(HM)PIN). Identita látky byla potvrzena i RTG 

difrakcí na monokrystalu, struktura NB(HM)PIN je uvedena v oddíle 3.5 (Obr. 8). 

 
31P{1H}-NMR (EtOH) : při reakci došlo k významnému zúžení signálů v oblasti 45–50 

ppm. Ostatní signály a jejich relativní intenzity zůstaly nezměněny. 

 

Charakterizace NB(HM)PIN 
1H-NMR (D 2O): δ 3,07 (d, 2H); 3,45 (d, 2H); 7,34 (dd, 2H, JHH = 9,0; JPH = 2,1); 8,1 (d, 

2H, JHH = 8,7) 
31P{1H}-NMR (D 2O): δ 35,8 (s) 

RTG paramentry : C8H8NO5P, kosočtverečná soustava, P212121, a = 7.7904(3),  

b = 7.9818(2), c = 15.6353(4) Å, α = β = γ = 90.00°, U = 972.23(5) Å3, Z = 4, R1 = 0.0298, 

wR2 = 0.0759. 
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DEESTERIFIKACE POMOCÍ ME3SIBR A NÁSLEDNÉ ODCHRÁNĚNÍ CYKLAMOVÉHO SKELETU 

NN

N N

O

CF3

CF3

O O

CF3

P

O NO2

OCH2CH3

NN

N N

O

CF3

CF3

O O

CF3

P

O NO2

OSiMe3

NN

N N

O

CF3

CF3

O O

CF3

P

O NO2

OSiMe3

NHNH

NH N P

O NO2

OH

Me3SiBr

MeCN

1. MeOH

2. NH4OH

( III )

( V )  

Přibližně 0,3 g látky III  bylo rozpuštěno v EtOH a odpařeno na RVO. Odparek byl 

rozpuštěn v toluenu a znovu odpařen na RVO. Dále byl odparek rozpuštěn v suchém 

MeCN a bylo přidáno magnetické míchadlo.  

K roztoku bylo přikapáno injekční stříkačkou 2 mL Me3SiBr (15 mmol). Baňka 

byla zazátkována septem a reakční směs byla míchána přes noc. 

Poté byly do reakční směsi pomalu přikapány 2 mL MeOH a obsah baňky byl 

odpařen na RVO do sucha. Odparek byl rozpuštěn v EtOH. Průběh deesterifikace byl 

sledován pomocí TLC v IPAV (7:3:3). Chromatografie poukazovala na to, že 

deesterifikace pravděpodobně proběhla. 

Ke směsi bylo přidáno za stálého míchání přibližně 10 mL NH4OH. Vývoj 

odchránění skeletu byl sledován pomocí TLC v ethylacetátu. Z počátku chránění 

setrvávalo na cyklu, roztok byl zřejmě málo bazický, proto bylo přilito dalších 10 mL 

NH4OH. 

Následující den byla změna v reakční směsi sledována pomocí TLC s mobilní fází 

NH3:EtOH (1:20). Výsledek naznačoval jistou změnu v reakční směsi, která by mohla 

odpovídat odchránění cyklamového skeletu. 

Následně byla směs přečištěna sloupcovou chromatografií na iontoměniči. Byl 

zvolen silný kationtový iontoměnič (Dowex 50, 50–100 mesh, H+ cyklus). Po nanesení 

vzorku byla kolona propláchnuta 400 mL EtOH:H2O (1:1, odstranění cyklus-neobsahující 

nečistoty, tj. fosfonové/fosfinové kyseliny a jejich estery) a poté 400 mL H2O do 

Erlenmeyerovy baňky. Dále byla kolona propláchnuta roztokem HCl:H2O (1:1) do 250mL 

baňky a její obsah byl odpařen na RVO do sucha. Čistota byla sledována pomocí TLC.  
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To i nadále poukazovalo na přítomnost mnoha látek. Proto byla směs ještě jednou 

přečištěna. Tentokrát byl zvolen silný aniontový iontoměnič (Dowex 1, 100–200 mesh, OH 

– cyklus na základě chování podobných látek bylo předpokládáno, že sloučeniny obsahující 

skupinu PO– jsou navázány na povrch iontoměniče a uvolní se až HCl). Po nanesení 

vzorku byla kolona propláchnuta l L destilované vody. Chtěná látka byla opět eluována 

roztokem HCl:H2O (1:1) do 250mL baňky. Obsah baňky byl odpařen na RVO do sucha. 

 

Charakterizace: 

TLC  neobsahovala žádnou látku, která by byla detekovatelná ninhydrinem či modrou 

skalicí. Tato skutečnost poukazovala na nepřítomnost makrocyklu ve směsi. 

 

REDUKCE NITROSKUPINY NA AMINOSKUPINU A ODŠTĚPENÍ ZBYLÝCH CHRÁNICÍCH SKUPIN 

NN

N N

O

CF3

CF3

O O

CF3

P

O NO2

OCH2CH3

NN

N N

O

CF3

CF3

O O

CF3

P

O NH2

OCH2CH3

vodík / Pd

EtOH

( III ) ( VI )  

Přibližně 0,3 g látky III  ve formě surové směsi (v EtOH) bylo převedeno do 50mL 

baňky s rovným dnem. Poté bylo přidáno 0,1 g palladia na uhlí. Ke směsi byl přidán 

přibližně stejný objem EtOH. Do baňky bylo vloženo magnetické míchadlo a zábrus byl 

namazán silikovým tukem. K baňce byl připojen balonek napuštěný vodíkem. Vodík byl 

pomocí kohoutu vpuštěn do baňky se směsí, párkrát bylo spojení přerušeno a hadička byla 

z baňky vytažena, aby se vyrovnal tlak plynu. Poté byl spoj zajištěn svorkou a směs byla 

míchána přes víkend. 

Poté byl roztok přefiltrován od katalyzátoru přes dvojitý skládaná filtrační papír do 

100mL baňky. Následně bylo pomocí TLC v IPAV (7:1:1) potvrzeno, že hydrogenace 

s největší pravděpodobností proběhla. Ninhydrinem se skvrna zbarvila fialově a odlišovala 

se svým odstínem od výchozí látky reakce. Následně byl odebrán vzorek na 31P NMR.  

 

Charakterizace: 
31P{1H}-NMR (EtOH) : δ 47,8-50,7 (několik píků, patrně různé konformery v důsledku 

rigidity acylovaného makrocyklu, souhrnná intenzita ~23 %), jako další látky byly 

identifikovány ethyl hydroxomethyl(aminobenzyl)fosfinát (40,5; 20 %), 
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aminobenzylfosfonová kyselina (20,0; 33 %). Ve spektru byly ještě další nepřiřaditelné 

signály o nízké intenzitě. 

 

Surový produkt redukce byl podroben následné hydrolýze podle schématu: 

NN

N N

O

CF3

CF3

O O

CF3

P

O NH2

OCH2CH3

NHNH

NH N P

O NH2

OH

NHNH

NH N P

O NH2

OCH2CH3

NHNH

NH N P

O NH2

OCH2CH3

NH4OH

HCl:H2O(1:1) 100 °C

( L )

( VI ) ( VII )

( VII )  

Do baňky s látkou VI  rozpuštěnou v EtOH byl přidán koncentrovaný NH3 

v takovém množství, aby byla směs silně bazická. Obsah baňky byl míchán půl hodiny a 

poté byla směs odpařena na RVO. Odparek byl rozpuštěn v destilované vodě. Rozpouštění 

ovšem neprobíhalo uspokojivě. Byla provedena TLC v roztoku EtOH:NH3 (20:1), při které 

nebyla spatřena žádná fialová skvrna, který by byla detekovatelná mědí. Pravděpodobně 

chránění skeletu neopadalo a proto byl opět přidán NH3 a směs byla míchána přes noc.  

Následující den se směs viditelně vyčeřila. Před odpařením na RVO byla obsah 

baňky přefiltrován přes fritu S3 do 250mL baňky. Po odpaření byl odparek rozpuštěn 

v H2O. TLC s touto směsí již vykazovalo přítomnost odchráněného makrocyklu (fialová 

barva po detekci ninhydrinem, intenzivně modrá barva po detekci roztokem modré 

skalice). Následně byla směs přečištěna sloupcovou chromatografii na iontoměniči. Byl 

zvolen silný kationtový iontoměnič (Dowex 50, 50–100 mesh, H+ cyklus). Po nanesení 

vzorku byla kolona propláchnuta 400 mL EtOH:H2O a následně 400 mL H2O do 

Erlenmeyerovy baňky. Poté byla chtěná látka eluována roztokem HCl:H2O (1:1) do 250mL 

baňky a následně odpařena na RVO. TLC (IPAV, 7:1:1) neprokázalo přítomnost 

nesubstituovaného cyklu (fialová skvrna s Rf = 0). Na destičce byla ovšem patrná skvrna 

s Rf = 0,3. Ta mohla odpovídat jednou substituovanému cyklamu. 
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Následně byla směs přečištěna přes silný aniontový iontoměnič (Dowex 1, 100–200 

mesh, OH – cyklus). Po nanesení vzorku byla kolona propláchnuta 400 mL EtOH:H2O a 

následně 400 mL H2O do Erlenmeyerovy baňky. 

Poté byla chtěná látka vypláchnuta roztokem HCl:H2O (1:1) do 250mL baňky a 

odpařena na RVO. Odparek byl rozpuštěn ve vodě, část byla převedena do 25mL baňky, 

odpařena a rozpuštěna v D2O na 1H a 31P NMR. 

Podle NMR spekter byla kyselina na cyklu stále esterifikovaná, proto byla směs 

ponechána hydrolyzovat za stálého míchání asi s 60 mL roztoku HCl:H2O (1:1). Reakční 

směs byla zahřívána na 100 °C s nasazeným nezapojeným chladičem přes noc. 

Poté byla směs odpařena do sucha. Dle TLC bylo opět nutné přečistit látku přes 

sloupcovou chromatografii na iontoměniči. Látka byla nanesena na silný kationtový 

iontoměnič (Dowex 50, 50–100 mesh, H+ cyklus). Následně byl sloupec propláchnut 1 L 

H2O. Chtěná látka byla eluována směsí HCl:H2O (1:1) do 250mL baňky a následně 

odpařena na RVO. Odparek byl rozpuštěn ve v H2O, část byla převedena do 25mL baňky, 

odpařena a rozpuštěna v D2O na 1H a 31P NMR. 

Dle NMR spekter deesterifikace proběhla. Ty ovšem spolu s TLC stále 

poukazovaly na výskyt jiných látek jako nečistot. Proto byl vzorek opět přečištěn přes 

sloupcovou chromatografií na iontoměniči. Tentokráte na silném aniontovém iontoměniči 

(Dowex 1, 100– 200 MESH, OH – cyklus). Následně byl sloupec propláchnut 1 L H2O. 

Chtěná látka byla eluována směsí HCl:H2O (1:1) do 250mL baňky a následně odpařena na 

RVO. Odparek byl rozpuštěn v H2O, část byla převedena do 25mL baňky, odpařena a 

rozpuštěna v těžké vodě na 1H a 31P NMR. 

Vzorek byl kvantitativně převeden do předem zvážené 25mL baňky a odpařen. Jeho 

hmotnost činila 260 mg. Následně byl rozpuštěn v minimu destilované vody a byla 

provedena TLC v soustavě IPAV (7:3:3). V této soustavě se jednotlivé látky separovaly 

dobře, ale vzhledem k tomu, že je isopropanol těžko odpařitelný, byla hledána jiná 

soustava pro následné přečištění na sloupci SiO2. Nakonec byla nalezená vhodná 

alternativa, a to směs NH3:EtOH:H2O (1:1:1). Následně byl připraven sloupec SiO2 a byl 

propláchnut EtOH:NH3 (5:1). Poté byla provedena gradientová eluce směsí 

EtOH:NH3:H2O (5:1:2), kdy byla jímána frakce do 100mL kulaté baňky. Chtěný produkt 

byl na závěr vypláchnut NH3:EtOH:H2O (1:1:1) rovněž do 100mL kulaté baňky. Frakce 

byla odpařena, rozpuštěna v destilované vodě a pomocí TLC bylo zjištěno, že se jednotlivé 

látky rozseparovaly. Frakce byla kvantitativně převedena do 25mL zvážené baňky. 
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Poté byl obsah baňky odpařen, byl zvážen výtěžek a následně byl odparek 

rozpuštěn v D2O a byla změřena 1H, 13C a 31P NMR spektra. Rovněž byl odebrán vzorek 

na MS. 

 

Výtěžek: (L)  = 50 mg 

 

Charakterizace: 

TLC : fialová skvrna; Rf = 0,3 v soustavě NH3:EtOH:H2O (1:1:1) 

MS (+): 406,2 ([M+Na]+, teor. 406,5)  
1H-NMR (D 2O): δ 1,95 (m, 2H); 2,19 (m, H); 2,76 (t, 2H); 2,97 (m, 2H); 3,24 (m, 2H); 

3,26 (t, 2H); 3,27 (d, H); 3,31 (t, 2H); 3,36 (t, 2H); 3,54 & 3,57 (m, 2 x 2H); 7,53 (dd, 

arom, 2H); 8,24 (d, arom, 2H),  
13C-NMR (D 2O): δ 38,6 (d); 54,2 (d); 44,9; 43,6; 45,7; 22,04; 41,6; 43,9; 44,5; 23,13; 55,8 

(d); 124,59 (d, arom); 131,24 (d, arom); 142,87 (d, arom); 148,96 (d, arom) 
31P{1H}-NMR (D 2O): δ 37,8 (s) 
31P-NMR (D2O): δ 35,2 (t; 2JPH = 16,5) 

Celkové přiřazení signálů a NMR spektra jsou uvedena v příloze. 

 

Vedlejší produkt: 

 

Výtěžek: = 680 mg 

TLC : fialová skvrna; Rf = 0,6 v soustavě NH3:EtOH:H2O (1:1:1) 

MS (+): 428,0 
31P{1H}-NMR (D 2O): δ 36,1 (s) 
31P-NMR (D2O): δ 36,1 (s) 

Tato sloučenina nebyla zatím identifikována. 
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3. VÝSLEDKY A DISKUZE 

3.1 SYNTÉZA NBPIN A JEJICH ESTERŮ 

Syntéza fosforového prekurzoru narazila na úskalí při svém finálním kroku a to při 

krystalizaci NBPIN (1). Dle návodu[44] mělo po ochlazení filtrátu dojít ke krystalizaci 

produktu, k té ovšem samovolně nedošlo. Proto byl filtrát extrahován 20 mL HCl ve 

200 mL CHCl3. Organická fáze byla odpuštěna a uchována a vodná fáze byla dosucha 

odpařena na RVO. K odparku bylo přidáno 100 mL 10 % HCl a 100 mL chloroformu a 

směs byla důkladně zamíchána. Za přibližně 72 hodin cílený produkt 1 vykrystalizoval. 

V organické fázi se po dvou dnech vyloučila bílá sraženina, jednalo o téměř čistý 

produkt 1 (čistota 90 %) připravený k rekrystalizaci z horké vody. 

Reakce výchozích látek musí probíhat v inertní atmosféře (argon), neboť jak 

bis(trimethylsilyloxy)fosfin (BTSP), tak silylestery fosfinových kyselin jsou velice citlivé 

na vlhkost a oxidaci. 

BTSP je možné alkylovat do dvou stupňů, takže mimo žádaného produktu 1 (4-

nitrobenzylfosfinová kyselina, NBPIN) vzniká v průběhu reakce také bis(4-

nitrobenzyl)fosfinová kyselina (2, NB2PIN). Její vznik byl omezen použitím 

dvojnásobného nadbytku BTSP oproti NBB. V přítomnosti oxidačních činidel (kyslíku) 

může docházet k oxidaci fosfinové skupiny za vzniku 4-nitrobenzylfosfonové kyseliny (3, 

NBPON). 

Esterifikaci 4-nitrobenzylfosfinové kyseliny (reakcí NBPIN, suchého EtOH, DCC a 

DMAP) doprovázelo vyloučení DCU, které neprobíhalo kvantitativně. Obsah baňky byl po 

reakci odpařen na RVO do sucha a odparek byl rozpuštěn v 96% EtOH. Roztok byl 

následně zfiltrován na fritě a opět odpařen na RVO. Tento postup byl zopakován nejméně 

třikrát, aby byla veškerá DCU vyloučena. I přes tento opakovaný postup DCU zůstala jako 

nečistota v připraveném ethylesteru a vyloučila se i z reakční směsi po následné 

Mannichově reakci. 
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3.2 SYNTÉZA CYKLAMU 

Postup syntézy cyklamu byl zreprodukován dle literatury.[42,43] Výtěžek reakce byl 

velmi nízký, dosahoval 25 % (literatura[42,43] uvádí až 60% výtěžek).  

Možným vysvětlením malého výtěžku by mohla být ztrátová extrakce 

chloroformem. Produkt je velice dobře rozpustný ve vodě a jeho přechod do chloroformu 

neprobíhá ochotně. Pro vyšší výtěžek měla být extrakce zřejmě provedena vícekrát. 

 

3.3 OCHRÁNĚNÍ CYKLAMOVÉHO SKELETU 

Postup přípravy třikrát chráněného cyklamového skeletu byl publikován 

v literatuře.[45] Výtěžek reakce je uváděn 92%.[45] 

Pomocí hmotnostní spektrometrie bylo zjištěno, že spolu s třikrát substituovaným 

cyklem vzniká rovněž dvakrát a čtyřikrát substituovaný. Dvakrát substituovaný cyklam  

se odstraní sloupcovou chromatografií na sloupci SiO2 zatímco třikrát (II)  a čtyřikrát (II*)  

substituovaný cyklam se na koloně nezadržuje a projde spolu s mobilní fází 

(ethylacetátem). Tyto dvě látky jdou tedy následně spolu do reakce. Rozsáhlejší vznik 

čtyřikrát substituovaného cyklamu je omezen přidáním Et3N.[45] 

Čtyřikrát substituovaný cyklam (II*)  se stopově vyloučil v pevné fázi spolu s DCU 

v olejové fázi po Mannichově reakci. Tyto směsné krystalky nebyly rozpustné v H2O, 

EtOH ani v NH3. Částečně se rozpouštěly v CHCl3. Nakonec bylo nejlepší rozpustnosti 

dosaženo v DMSO. Hmotnostní spektrum potvrdilo přítomnost látky II* . Signál MS (+): 

607,2 ([M+Na]+, teor. 607,1). Ta byla však zastoupena pouze v nepatrném, stopovém, 

množství v porovnání s vyloučenou DCU. 

V návodu[45] je uvedeno, že je třeba směs při přidávání ETFA chladit v ledové 

lázni. Bylo ovšem zjištěno, že reakce není výrazně exotermická a postačí vodní lázeň. 

 

3.4 ZAVEDENÍ FOSFINÁTOVÉHO PENDANTNÍHO RAMENE 

Při přípravě látky III  byla použita typická Mannichova reakce v prostředí toluenu. 

Za účelem snížení obsahu vody v toluenu bylo zamýšleno využití Dean-Starkovy pasti. 

Tato metoda se ovšem neukázala jako vhodná, neboť za varu směs bouřlivě pěnila. Proto 

byl obsah baňky zahříván pouze na 90 °C a paraformaldehyd byl přidáván postupně. 
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Získání látky IV  bylo řešeno mnoha způsoby. Žádná z nich bohužel nevedla ke 

chtěnému produktu. 

Reakce se silylačními činidly probíhaly v inertní argonové atmosféře. V prvním 

případě bylo použit BSA a ve druhém HMDS. Navázaní fosfinátového pendantu bylo opět 

docíleno Mannichovou reakcí. Měřená 31P NMR spektra měla posunutou škálu do oblasti 

kolem 150 ppm, kde byl očekáván výskyt silylovaného meziproduktu. 

V rámci syntézy s BSA byla zkoumána oxidační a hydrolytická stabilita ve směsi 

před hydrolýzou silylů. Vzorek směsi byl odebrán do NMR kyvety naplněné argonem a ta 

byla nechaná otevřená přes noc. Dle 31P NMR spekter se v průběhu 24 hodin složení směsi 

nezměnilo. Stále se vyskytoval ostrý pík v oblasti δ 151,2 a nebyl pozorován vznik jiných 

signálů. Meziprodukt se tedy jeví jako oxidačně stálý. Ovšem po hydrolýze silylů došlo 

k současnému odštípnutí celého pendantu. Ve směsi se poté vyskytoval cyklus pouze  

ve formě volného cyklamu. Signál MS(+): 200,8 ([M+H]+, teor. 201,2). 

Při reakce s HMDS byla potvrzena důležitost použití kvalitně vysušených 

rozpouštědel. Použitý THF obsahoval zřejmě stopy vody a tak se reakce ubrala nechtěných 

směrem, kdy se ve směsi vyskytoval převážně zoxidovaný fosfonát. Z tohoto důvodu už 

nebyla k reakční směsí přidávána látka II . 

Reakce s mesyl esterem hydroxomethyl derivátu NBPIN po přidání výchozích látek 

a zahřátí na 60 °C neproběhla. 31P NMR spektra látky 5 a reakční směsi po 24 hodinovém 

zahřívání byla téměř totožná. Následně byl přidán diisopropylethylamin a suspenze byla 

míchána a zahřívána na 60 °C přes víkend. Po odpaření na RVO a extrakci hrudek potaše 

ethylacetátem bylo naměřeno 1H a 31P spektrum. Ve fosforovém spektru se nevyskytoval 

signál fosforu. Fosfor byl hledán v pevné fázi tvořené K2CO3. Ta byla rozpuštěna v H2O a 

byl odebrán vzorek na 31P NMR. Signál fosforu se zde vyskytoval, reakce se ovšem 

nezdařila. 

 

3.5 HYDROLÝZA CYKLAMOVÉHO CHRÁNĚNÍ A ESTERU 

V rámci této práce byla zkoušena bazická hydrolýza cyklámového chránění a 

bazická a kyselá hydrolýza esteru NBPIN. Bylo předpokládáno, že když bude látka III  

podrobena bazické hydrolýze, tak se spolu s chráněním odštěpí i ester fosfinátového 

pendantu a bude získána látka V. 

 



 50 

V naší pracovní skupině bylo dříve pozorováno, že drsnější bazická hydrolýza 

způsobuje nechtěné odštěpení nitrobenzylfosfinátového pendantu (ve formě ethylesteru). 

Z tohoto důvodu nebyla vyzkoušena bazická hydrolýza za použití alkalického 

hydroxidu (NaOH, KOH). Proto bylo při hydrolýze užito jemnějších podmínek (NH4OH). 

Takováto bazická hydrolýza cyklamového chránění však nezpůsobí odnětí esterové funkce 

a tudíž přechod z látky III  na látku V pouhou hydrolýzou pomocí NH3 není možný. 

Pomocí 31P NMR a pomocí TLC byla sledována kinetika odchránění cyklamového 

skeletu. Při měření NMR byla pozornost směřována především do oblasti kolem 50 ppm, 

kde byl předpokládán výskyt chtěné látky. Postupem času poměrně široká oblast píků 

měnila svůj charakter a jednotlivé intenzity signálů se začaly měnit. Změny i po 270 

minutách ovšem nebyly nijak významné, proto byla směs ponechána v kyvetě a byla znovu 

změřena následující den. Po odštěpení chránění se z vývoje předchozích reakcí očekávalo 

zostření píků ve sledované oblasti, k čemuž také došlo. Je tedy předpokládáno, že reakční 

směs po přidání NH3 by měla být míchána aspoň 24 hodin. Toto stanovení je ovšem pouze 

orientační, v NMR kyvetě není dosaženo stejných podmínek jako v baňce. Především 

z pohledu míchání reakční směsi. 

Deesterifikace pomocí Me3SiBr působila jako vhodná cesta k přípravě látky IV . 

Produkt byl však ztracen při chromatografii na silném anexu, kdy byl zřejmě ze sloupce 

vypláchnut vodou ještě před zamýšlenou elucí směsí HCl:H2O (1:1). Z čehož vyvstává 

podezření, že se chtěná látka ve směsi nevyskytovala, protože ta by se na sloupci silného 

aniontového iontoměniče zachytila a neprošla by spolu s vodným proplachem. 

Jako náhradní varianta byla zvolena kyselá hydrolýza v prostředí HCl při teplotě 

110 °C. Vzhledem k MS a 1H NMR spektrům se lze domnívat, že tento postup vede 

k hydrolýze esteru za vzniku žádaného produktu V. Při prvním pokusu o izolaci byl tento 

postup bohužel ze zatím neznámých důvodů neúspěšný. 

 



 51 

Obrázek 8: Rentgenová struktura NB(HM)PIN 

           

 

 

Po jisté době vykrystalizovaly v reakční směsi po hydrolýze průhledné krystalky. 

Dle NMR byly identifikovány jako hydroxomethylderivát 4-nitrobenzylfosfinové kyseliny 

(NB(HM)PIN). Od této látky byla naměřena i struktura pomocí rentgenové difrakce (viz 

Obr. 8) 

 

3.6 ÚSPĚŠNÁ PŘÍPRAVA CÍLOVÉ LÁTKY L 

Přítomnost nitrobenzylu na fosfinátovém pendantním rameni způsobuje odtahování 

elektronů z N-C-P vazby a tím způsobuje větší labilitu pendantu na cyklu. Z tohoto důvodu 

směřovala syntéza k redukci nitrobenzylu na aminobenzyl, který naopak N-C-P vazbu 

stabilizuje a pendant se tak stal odolnějším vůči hydrolýze. 
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Příprava cílové látky L  vychází z Mannichovy reakce chráněného cyklamu (II)  

spolu s esterem NBPIN. Získaná látka III  byla podrobena hydrogenaci (redukce 

nitrobenzylu na aminobenzyl) a následné bazické (odchránění cyklamového skeletu) a 

kyselé hydrolýze (odštěpení esterové funkce fosforového pendantního ramene). 

Hydrogenace nitrobenzylu byla uskutečněna pomocí vodíku a palladia na aktivním 

uhlí. Reakční směs spolu s katalyzátorem (Pd) byla míchána do doby, dokud se vyskytoval 

přetlak plynu v balonku. Občas došlo k usazení katalyzátoru na dně banky, proto bylo třeba 

s reakční baňkou pohnout, aby se katalyzátor opět rozptýlil v míchající se směsi. 

Následně bylo pomocí TLC v IPAV (7:1:1) potvrzeno, že hydrogenace s největší 

pravděpodobností proběhla. V ninhydrinu se skvrna zbarvila fialově a odlišovala se svým 

odstínem od výchozí látky reakce. Tato reakce se zdá být nepříliš citlivá na reakční 

podmínky. 

Hydrogenace látky III  tedy vedla k přípravě látky VI . Následné odchránění 

cyklamu neprobíhalo příliš ochotně, po půl hodině míchání v koncentrovaném amoniaku 

nebyl odparek rozpustný v H2O. Přitom cyklus s jedním pendantem se v H2O rozpouští 

ochotně. Na TLC nebyl ninhydrinem ani mědí detekován cyklus. To bylo zřejmě 

způsobeno stálým obsazením všech čtyř atomů dusíku. Proto bylo přidáno další množství 

NH3 a reakce byla míchána přes 24 hodin.  
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Po této době bylo pozorováno vyčeření reakční směsi. TLC vykazovala přítomnost 

fialové skvrny zbarvené mědí. Po sloupcové chromatografii přes silný katex byla opět 

provedena TLC v IPAV (7:1:1) a na destičce byla patrná namodralá skvrna s Rf = 1,2. Ten 

s velkou pravděpodobností odpovídal jednou substituovanému cyklamu. Následovala 

sloupcová chromatografie přes silný aniontový iontoměnič. Podle NMR byla kyselina na 

cyklu stále esterifikovaná, proto byla směs ponechána hydrolyzovat v roztoku HCl: H2O 

(1:1). Dle NMR spekter deesterifikace proběhla. Ty ovšem spolu s TLC stále poukazovaly 

na výskyt jiných látek jako nečistot. Soustava NH3:EtOH:H2O (1:1:1) se zdála být po sérii 

zkoušení jako nejvhodnější pro separaci látek ve směsi na sloupci SiO2.  Byly získány dvě 

frakce. První frakce měla v soustavě NH3:EtOH:H2O (1:1:1) Rf = 1,9 a byla eluována 

směsí EtOH:NH3:H2O (5:1:2). Cílový produkt, druhá frakce, měl v soustavě 

NH3:EtOH:H2O (1:1:1) Rf = 1,2 a byl ze sloupce SiO2 eluován směsí NH3:EtOH:H2O 

(1:1:1). Tato druhý frakce byla identifikována jako cílový produkt L , sloučeninu 

obsaženou v první frakci se bohužel nepodařilo identifikovat. 
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4. ZÁVĚR 

V rámci této bakalářské práce byla reprodukovatána syntéza cyklamu[42,43] a 

fosfinátového prekurzoru.[44] K ochránění skeletu bylo zvoleno nesymetrické chránění do 

třech poloh pomocí ETFA.[45] Fosfinátové pendantní rameno bylo navázáno na skelet 

Mannichovou reakcí. Následovala hydrogenace nitroskupiny na aminoskupinu a 

odchránění skeletu hydrolýzou v NH3. Esterová funkce byla na závěr odstraněna kyselou 

hydrolýzou v prostředí HCl. Po přečistění přes sloupec SiO2 byla získána čistá látka L . 

 

5. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

AcOH     kyselina octová 

NBB     4-nitrobenzylbromid 

BSA     N,O-bis(trimethylsilyl)acetamid 

BTS     bis(thiosemikarbazony) 

BTSP      bis(trimethylsilyloxy)fosfin 

DCC     N,N´-dicyklohexylkarbodiimid 

DCM     dichlormethan 

DCU     N,Ń -dicyklohexylmočovina 

DMAP     N,N-dimethyl-4-aminopyridin 

DMSO     dimethylsulfoxid 

EDTMP    kyselina ethylendiamintetramethylenfosfonová  

ETFA     ethyl ester kyseliny trifluoroctové  

(trifluoracetic acid ethylester) 

EtOH     ethanol 

EC     elektronový záchyt (Electron Capture) 

HMDS     hexamethyldisilazan 

J     interakční konstanta [Hz] 

IPAV    i-propanol/konc. aq. amoniak/voda 

(i-PrOH/konc. aq. NH3/H2O)  

IPOV    i-propanol/kyselina octová/voda 

(i-PrOH/CH3COOH/H2O) 

keV     kiloelektronvolt (1 eV = 1,602 176·10–19 J) 
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MeCN     acetonitril 

MeOH     methanol 

MS     hmotnostní spektrometrie (Mass Spectrometry) 

MS-ESI     hmotnostní spektrometrie-ionizace elektrosprejem 

(Mass Spectrometry-Electron Spray Ionization) 

NB(HM)PIN    hydroxomethyl 4-nitrobenzylfosfinové kyseliny 

NBPIN    4-nitrobenzylfosfinová kyselina  

NB2PIN    bis(4-nitrobenzyl)fosfinová kyselina 

NBPON    4-nitrobenzylfosfonová kyselina 

NMR     nukleární magnetická rezonance 

(Nuclear Magnetic Resonance) 

PET      pozitronová emisní tomografie 

(Positron Emission Tomography) 

Rf       retenční faktor 

RTG      rentgen 

RVO     rotační vakuová odparka 

SPECT    jednofotonová emisní počítačová tomografie  

(Single Photon Emission Computed Tomography) 

τ     poločas rozpadu 

t-BuOH     terc-butanol (2-methylpropan-2-ol) 

THF     tetrahydrofuran 

TLC     chromatografie na tenké vrstvě  

(Thin Layer Chromatography) 

TMS     tetramethylsilan 

δ     chemický posun 
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8. PŘÍLOHY 

Příloha 1: Charakterizace cílové látky L (1H a 13C NMR) 

 

   

NHNH

NH N P

O NH2

OH
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10 11

12

13

14
15

16

( L )
 

 

 1H 13C 

1 2,97 (m; 2H) 54,2 (d; 6,2) 

2 3,24 (m; 2H) 44,9 

3 
3,31 (t; 6,05; 2H) /  

3,36 (t; 6,05, 2H) 
43,6; 45,7 

4 2,19 (m) 22,04 

5 
3,31 (t; 6,05; 2H) /  

3,36 (t; 6,05; 2H) 
43,6; 45,7 

6 3,54; 3,57 (m; 2 x 2H) 41,6; 43,9 

7 3,54; 3,57 (m; 2 x 2H) 41,6; 43,9 

8 3,26 (t; 5,74; 2H) 44,5 

9 1,95 (m) 23,13 

10 2,76 (t; 5,83; 2H) 55,8 (d; 7,1) 

11 2,76 (t; 5,83; 2H) 55,8 (d; 7,1) 

12 3,27 (d; 17,4) 38,6 (d; 81,7) 

13 ----- 142,87 (d; 7,8) 

14 7,53 (dd; 2,18 & 8,87; 2H) 131,24 (d; 4,8) 

15 8,24 (d; 8,31; 2H) 124,59 (d; 2,2) 

16 ----- 148,96 (d; 3,3) 
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Příloha 2: 1H NMR spektrum cílové látky L 
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Příloha 3: 13C NMR spektrum cílové látky L 
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Příloha 4: 31P NMR spektrum cílové látky L 

 

 


