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Abstrakt

Byly pfipraveny c¢tyfi gemindlni bis(fosfinové) kyseliny, které byly plné chara-
kterizovany pomoci TLC, NMR, MS a EA. Pfipravené bis(fosfinové) kyseliny byly
ziskany ve vysokych vytéZzcich (cca 55 %). Stalost téchto sloucenin byla testovana ve
zvolenych vodnych rozpoustédlech pokryvajicich celou Skalu pH. Z provedenych
experimentll je patrné, ze piipravené slouCeniny nejsou neomezené stalé. Sorpéni
experimenty ukdazaly, ze se bis(fosfinové) kyseliny zanedbateln¢ sorbuji

na hydroxyapatit, ktery je pouzivan jako model kostni tkané.

Kli¢ova slova: gemindlni, bis(fosfinat), sorpce, rozklad.
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Abstract

Four geminal bis(phosphinate) acids were prepared and characterized by TLC,
NMR, MS, EA. The compounds were acquired in high yields (over 55 %). Stability of
these compounds was tested in chosen aqueous buffers, which covered a wide range of
pH. The experiments showed that the prepared compounds are not fully stable.
Performed experiments have shown negligible sorption of synthesized bis(phosphic)

acids to hydroxyapatite, which was used as a model of bone tissue.
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Seznam zKkratek

AcCl acetylchlorid

ADP adenosin di(fosfat)

ATP adenosin tri(fosfat)

BnCOCl fenylacetylchlorid

BTSP bis(trimethylsilyloxy)fosfin

BzCl benzylchlorid

EA elementarni analyza

ETA ethanolamin

EtOH ethanol

Hshedp kyselina 1-hydroxyethan-1,1-diyl-bis(fosfonova)
Hsmdp kyselina methylen-bis(fosfonova)

Hsmeth kyselina aminomethylen-bis(fosfonova)

Hipam kyselina 3-amino-1-hydroxypropan-1,1-diyl-bis(fosfonova)
Haale kyselina 4-amino-1-hydroxybutan-1,1-diyl-bis(fosfonova)
HMDS hexamethyldisilazan

MCA kyselina chloroctova

Me methyl

MRI tomografie magnetické rezonance

MS hmotnostni spektroskopie

NMR nuklearni magnetickd rezonance

PET pozitronova emisni tomografie

PhPO,H, kyselina fenylfosfinova

RT laboratorni teplota

RVO rota¢ni vakuova odparka

SPECT jednofotonova emisni tomografie

THF tetrahydrofuran

TLC tenkovrstva chromatografie

TRIS tris(hydroxymethyl)aminomethan

UV-Vis ultrafialova a viditelna oblast svétla
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1.UvoD

Nejvétsi skupinou organickych sloucenin fosforu jsou derivaty kyselin. Kyseliny
obsahujici atom fosforu vykazuji znagné rozdily oproti kyselinAm s jinymi prvky.'
Atom fosforu se v kyselinach a jejich derivatech obvykle vyskytuje v tetraedrickém
usporadani. Tetraedrické okoli fosforu je preferovano i v pfipad¢ nizkého oxida¢niho
¢isla (+1I10), kdy dochazi k izomerii mezi tetragonalnim a trigonalnim okolim centralniho
atomu fosforu (Obr. 1.1.).

ﬁ §
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Obr. 1.1 Izomerie kyseliny fosforité.

DalSim rozdilem je, ze atom fosforu uptfednostiiuje tvorbu vazby P=0O diky jeji
vysoké stabilité. Energie nutnd na rozStépeni této vazby se pohybuje v rozmezi
538-584 kJ/mol.

Organofosforové kyseliny se daji rozdélit do dvou skupin a to na kyseliny
fosfonové (obecného vzorce RPO;3;H,) a kyseliny fosfinové (obecného vzorce
HP(R)O,(OH)). Kyselina fosfonova je odvozena od kyseliny fosforité, kde je atom
vodiku vadzany na atom fosforu formalné¢ nahrazen alkylem nebo arylem. Druhou
skupinou organofosforovych kyselin jsou kyseliny fosfinové, které jsou odvozeny
od kyseliny fosforné. Vznikaji forméalnim nahrazenim jednoho nebo dvou atomt vodiku
pfimo véazanych na atom fosforu alkylem nebo arylem. Obsahuje-li molekula dvé
fosfinové skupiny, jedna se o kyselinu bis(fosfinovou). Jsou-li obé fosfinové skupiny
navazany na stejny atom uhliku (o uhlik), jedna se o geminalni kyseliny bis(fosfinové)
(obecného vzorce R,C(PO,H;),). Obdobné lze definovat i kyseliny bis(fosfonové)
a geminalni kyseliny bis(fosfonové).! Struktury zmin&nych organofosforovych kyselin

jsou na Obr. 1.2.
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Obr. 1.2 Obecna kyselina fosfinova (a), kyselina fosfonova (b), kyselina
bis(fosfinova) (c), geminalni bis(fosfinova) kyselina (d); R ~R' ~ R? = alkyl nebo aryl.

Derivati fosfinovych i fosfonovych kyselin bylo pfipraveno velké mnoZzstvi. Nek-
teré z nich maji velmi zajimavé uplatnéni v primyslu, zemédélstvi, chemii, 1ékafstvi
a v dal$ich oblastech lidské ¢innosti. Nejznamé;jsi z aplikaci téchto latek jsou:

» insekticidy a herbicidy,

= latky pouzivané v I¢kaistvi (protinadorové latky, antivirotika, antibakteridlni
piipravky, kontrastni latky a latky pouzivané pro 1€¢bu nemoci, pii kterych
dochézi k ubytku nebo patologickym zménadm kostnich tkani),

= zhaSeci latky pro plasty a textilni tkaniny,

= selektivni extrakce iontli kovl z rud, které jsou na dané ionty relativné chudé,
napiiklad uran,

= zpracovani vyhotelého jaderného paliva,

= inhibitory koroze."*?

1.1 Geminalni bis(fosfonaty)

Geminalni bis(fosfonaty) jsou formalnimi analogy pyrofosfatu (Obr. 1.3), kde je
mustkovy atom kysliku (P—O—P) nahrazen atomem uhliku (P—C—P). Jedna se tedy
o slouceniny obsahujici dvé fosfonové skupiny spojené methylenovym mustkem
obecného vzorce R'R’C(POsH,),, kde R' a R? jsou libovolné substituenty.
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Obr. 1.3 Struktura pyrofosfatu (a) a gemindlniho bis(fosfonatu) (b). R, R*= alkyl nebo
aryl.



Nazvoslovi geminalnich bis(fosfonatii) neni zcela jednoznacné. Nazev
bis(fosfonat) je pouzivan pro slouceniny, které jsou esterifikovany, ale i pro volné
bis(fosfonové) kyseliny.

Tato préace je zaméfena pouze na gemindlni bis(fosfinaty) a bis(fosfonaty), termin

»geminalni bude proto v nasledujicim textu pro jednoduchost vynechan.

1.2 Acidobazické vlastnosti bis(fosfonatii)

Fosfonova kyselina je slaba kyselina, kterd vykazuje dva disociacni stupné
charakterizované disociacnimi konstantami pK; < 2 a pK, = 5-6. Bis(fosfonovd)
kyselina ma dva disociacni stupné v kyselé oblasti, jeden disociacni stupen v neutralni
oblasti a jeden v bazické oblasti (Tab. 1.1).* Zvolime-li vhodné substituenty na o atomu
uhliku (Obr. 1.4), mizeme tim ovlivnit acidobazické vlastnosti dané slouceniny.
Navazeme-li do postranniho fetézce napiiklad aminoskupinu, vznikne zde silné bazické

protonizacni misto, ¢imZ se snizi hodnota ostatnich disociacnich konstant.

Tab. 1.1 Disocia¢ni konstanty vybranych bis(fosfonovych) kyselin.

Bis(fosfonova) 4 4 5 5 5
kyselina Hymdp Hzhedp Hsmeth Hypam Hjale
pKi 1,6 1,7 - - -
pKs 2,77 2,6 1,4 2,55 2,72
pKs 6,83 6,88 5,18 5,83 8,73
pK4 10,2 10,90 8,85 9.9 10,5
pKs - - 11,03 10,8 11,6

OH OH

/\)V HoN
HaN PO3zH; PO3H,
PO3zH; PO3H,

1. 2.

HoN PO3H, )VP03H2 H203P/\P03H2
PO3H,
3. 4. 5.

Obr. 1.4 Vybrané bis(fosfonové) kyseliny, 1. = pamidronat (Hspam), 2. = aledronat
(Haale), 3. = Hymeth, 4. = etidronat (Hshedp), 5. = Hymdp.



1.3 Koordinacni vlastnosti bis(fosfonatii) v roztoku

Bis(fosfonaty) vytvaii diky relativné kratké vzdalenosti fosfonovych skupin
termodynamicky stabilni komplexy s riznymi ionty kovl. Diky stérickému uspotadani
fosfonovych skupin vznikd pfednostné bidentdtni komplexaéni misto. Fosfonova
skupina mé navic tendenci tvofit stabilni protonizované komplexy a to i pfi relativné
vysoké hodnoté¢ pH. Podivame-li se na koordinaci kovu s bis(fosfonatem) obecné,
zjistime, ze koordinace druhého ligandu pii tvorbé bis-komplexi probihéd hife, protoze
pfi ni dochazi k velké elektrostatické interakci mezi zaporn€ nabitymi fosfonovymi
skupinami okolo centralniho atomu. Bis(fosfonaty) tvofi protonizované¢ komplexy:
[MH,L], [MHL], [ML]* a dinuklearni formy komplext [M,L].5131 Bylo zjisténo, ze
se zvySujicim se po¢tem uhlikdi mezi dvéma fosfonovymi kyselinami se vyrazné snizuje
schopnost dané latky koordinovat se. Bis(fosfonaty) diky relativné velkému obsahu
kyslikovych atomli mohou vytvafet mustky a tvofit tak polymerni struktury, které

zpisobuji obtiznou rozpustnost mnoha komplexi.

1.4 Biologické vlastnosti bis(fosfonatii)

Fyziologické funkce pyrofosfatu byla zkoumana jiz v poloving dvacatého stoleti.®
Pyrofosfat hraje dulezitou roli pii regulaci mnozstvi vapenatych iont v téle. Zatimco
pyrofosfat obsahuje vazbu P—O—P, kterd je snadno hydrolyzovatelnd, bis(fosfonat)
obsahuje vazbu P—C—P, kterd je hydrolyticky stald. Vyhodou bis(fosfonatti) oproti
pyrofosfatu tedy je, ze bis(fosfonat) je metabolicky stabilni. Bis(fosfonaty) se velmi
pevné vazou na kostni tkan. Adsorbuje-li se bis(fosfonat) na kostni tkan, zamezuje
rozpousténi kostni tkané a ovliviluje funkci vSech kostnich buné€k, které ovliviuji
degradaci nebo rast kosti. Velka afinita bis(fosfonati) ke kalcifikovanym tkanim,
jejichz zékladem je hydroxyapatit', je vysvétlovana tvorbou ,kostniho hacku®, kdy
bis(fosfonat) pronika do struktury hydroxyapatitu chemisorpci na povrchu kosti.”*”
Mechanismus plsobeni se vysvétluje tim, Ze bis(fosfonaty) plsobi na osteoklasty
(bunikky zodpovédné za resorpci kostni tkdn€) pomoci bunéénych mechanizmil
na molekulové a tkatiové urovni tak,'®'' Ze inhibuji jejich tvorbu, rozrusuji jejich
soudrznost s kostni matrici a zkracuji stfedni dobu Zivota osteoklastu.'>"* Bis(fosfonaty)

muzeme na zakladé molekularniho mechanismu ptsobeni rozdélit do dvou skupin:

" Hydroxyapatit je smé&sny hydroxid—fosfore¢nan vapenaty o ptiblizném slozeni Ca,o(PO4)s(OH),.
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= obsahuji atom dusiku v postrannim fetézci (amino(bisfosfonaty)),

= neobsahuji atom dusiku v postrannim fetézci.

Oba typy bis(fosfonatil) zplsobuji apoptozu kostnich bun¢k, kazdy vSak pomoci
jinych mechanismi. Bis(fosfonaty) obsahujici dusik inhibuji intracelularni mevalonové
cesty syntézy cholesterolu tim, Ze blokuji enzym farnesyldifosfatsyntazu.'*
Bis(fosfonaty) neobsahujici dusik zpiisobuji apoptézu pomoci cytotoxickych metabolith
analogickych ATP, které obsahuji nehydrolyzovatelnou P—C—P vazbu.'

Dale miZzeme léciva zalozend na bis(fosfonatech) rozdélit podle antiresorpéni
ucinnosti do tfi generaci (Tab. 1.2):

= Bis(fosfonaty) prvni generace obsahuji v postrannim fetézci na o uhliku pouze
jednotlivé atomy jako hydroxyl nebo jednoduché alkyly (Medronat, Etidronat,
Clodronat, Tiludronat) a obecné vykazuji pomérné nizké antiresorpcni
vlastnosti.

* Druhd generace obsahuje v postrannich alkylovych fetézcich primarni
aminoskupinu (Pamidronat, Aledronat) a je 10-100 krat G¢inngj8i nez prvni
generace bis(fosfonati).

= Tieti generace, ktera ma nejlepsi resorpéni vlastnosti, obsahuje v postrannim
fetézci tercialni aminovou skupinu, ve které je na dusikovém atomu alkylovy
substituent nebo dusikovy atom v heterocyklickém kruhu. Tieti generace
bis(fosfonatil) jednak inhibuje mevalonovou cestu azirovenn blokuje
mitochondridlni ADP/ATP translokazu.

Tab. 1.2 Rozdéleni bis(fosfonatti) do jednotlivych skupin.

Komer¢ni nazev —R1 —R? Generace
Medronate —H —H 1.
Clodronate —Ql —Cl 1.
Etidronate —OH —CH3 1.




Komer¢ni nazev —R1 —R? Generace

Tiludronate —H —s cl 1.
Pamidronate —OH /CHZ\CH/ NHz 2.
2
Aledronate —OH \CH/CHZ\CH NH2 2.
2 2
CH
Olpadronate —OH CHy /N/ 3 3.
< en; \CH3
CH3
Ibandronate —OH CHy N CH, CHy 3.

~. 7 .- e
s cHy  cHY  cHs

——N
Risedronate —OH CH 3.
- chs \ /
Zoledronate —OH /—/\ N 3
CH, N :
e \CHQ/ \/

Utinnost bis(fosfonatll) pii pouziti v lékatstvi je dilezitym parametrem, protoze
vysoké davky relativné neucinného bis(fosfonatu) snizuji resorpci kostni tkané
a vyraznd tim naruduji mineralizaci kosti. Vhodnou volbou substituentd R' a R* je
mozné snizit afinitu bis(fosfonati) ke kalcifikovanym tkanim.'® Bis(fosfonaty) jsou

dlouhodobé¢ akumulovany v kostni tkani, nezptsobuji vSak vyraznéjsi vedlejsi i€inky.



1.5 Pouziti bis(fosfonatii) v 1ékarstvi

Bis(fosfonaty), které v postranim fetézci obsahuji atom dusiku, jsou diky své
ucinnosti pouzivany jako medikamenty pro lécbu osteopordzy, poruch metabolismu
vapniku a Pagetovy nemoci.'™'® Obecné se bis(fosfonaty) pouzivaji, dochazi-li
k ubytku kostni tkan¢ (Obr. 1.5).

Obr. 1.5 zdrava kost (a), kost poSkozené osteopordzou (b)."”

Kromé¢ inhibice kostni resorpce maji bis(fosfonaty) i protinddorové vlastnosti,
kterych je vyuzivano k 1écbé kostnich metastaz. Po aplikaci bis(fosfonatl) se ovlivni
mikroprostiedi kostni diené, ¢imz se zhor$i podminky pro rist nadorovych bunék,
protoze se omezi vyvoj a rast novych krevnich cév, které jsou nezbytné pro zasobovani
nadorové bunky. Bis(fosfonaty) castecné tlumi bolest, inhibuji chorobny rist kostni
tkan€ a maji ptimy cytostaticky a proapopticky efekt na nddorové buiiky. V kombinaci
s cytostatiky maji bis(fosfonaty) protinadorovy efekt.?

Dals$im pouzitim bis(fosfonatli) v Iékafstvi jsou zobrazovaci diagnostické metody
kostnich tkani za pouziti SPECT, kde se vyuzivaji bis(fosfonatové) komplexy
s radionuklidy. Nejcastdji pouzivanym radionuklidem je **"Tc. Dal§im piikladem je
'%Re, ktery je komplexovan MAG3-HBP (Obr. 1.6). Diivodem, pro¢ bis(fosfonaty)
v zobrazovacich metodach naSly uplatnéni, je, Ze se specificky vdzou v mistech, kde
dochazi k patologickym zm&nam kostni tkang.'” Vyhodou takto zobrazovanych kostnich
nadord je snadna synteticka dostupnost zobrazovacich latek. Toho, Ze se bis(fosfonaty)
vazou na tkan¢ v mistech, kde dochazi ke zvySené kalcifikaci, l1ze také vyuzit pro
diagnozu u onemocnéni jako je rakovina prsu, cirhdza jater nebo mozkova mrtvice, tj.

v mistech, kde dochézi k abnormalni kalcifikaci m&kkych tkani.”!
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Obr. 1.6 MAG3-HBP, ktery je pouzivan pro komplexaci '*Re.

V soucasné dob¢ se bis(fosfonaty) intenzivné studuji jako mozné vhodné nosice
1é¢iv a dalSich latek, které maji specificky ptsobit v blizkosti kostni tkané. Studovaly se
linedrni polymery, které jsou rozpustné ve vodé¢ a obsahuji bis(fosfonové) skupiny jako
adresy do daného mista v organizmu. V ,,obalce” by léc¢ivo drzelo diky kovalentnim
interakcim mezi 1é¢ivem a nosi¢em." Dalsim piikladem miZe byt lipozom, ktery by
mél v duting uschované 1&&ivo™” nebo bis(fosfonat), ktery by v postrannim Fetézci
obsahoval derivatizovany fulleren, ktery by slouzil jako ,klec* pro vhodny

radionuklid.”?

1.6 Dosavadni vyzkum provadény na bis(fosfonatech)
a bis(fosfinatech)

V nasi pracovni skuping byly ze Siroka studovany polydentatni ligandy obsahujici
fosfonaty a fosfinaty a jejich mozné aplikace v zobrazovacich metodach. Bylo zjisténo,
7e pritomnost zbytku kyseliny fosfore¢né vyznamné zvysuje rychlost komplexace.”*

V pritbéhu nékolika poslednich let byly publikovany ¢lanky o komplexaci ligandii
bis(fosfonatil), které v postrannim fetézci obsahovaly makrocyklickou slouceninu typu
DOTA (Obr. 1.7). V organismu se tyto latky vlivem p¥itomnosti bis(fosfonové)
funkéni skupiny vazi na kostni tkan. Makrocyklicky kruh umoznuje pouziti kationtu
kovu, ktery je ve volné formé silné toxicky a akumuloval by se v tkanich. Proto byly
takovéto komplexy studovany jako kontrastni latky pro vizualizaci kostnich tkani

pomoci medicinskych zobrazovacich metod (MRI, PET, SPECT).
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Obr. 1.7 Bis(fosfonat), ktery v postrannim fetézci obsahuje makrocyklickou slouc¢eninu
typu DOTA.

Ukazalo se, ze pritomnost bis(fosfonatové) chelatotvorné skupiny v tésné blizkosti
makrocyklické kavity zvySuje rychlost komplexace a umoznuje tak provadét komple-
xace pii vysSich hodnotach pH.

Limitaci pouziti bis(fosfonatll) v zobrazovacich metodach je jiz zminéna afinita
ke kalcifikovanym tkanim, protoZe tato léCiva jsou pouzitelnd vyhradné v oblasti
kostnich tkani. Dalsi nevyhodou je dlouhodoba akumulace 1é¢iva v organizmu. Reenim
tohoto problému by mohlo byt pouziti geminalnich bis(fosfinatd), které maji podobné
vlastnosti jako bis(fosfonaty), ale nevazi se v mistech kostnich tkdni a mistech, kde

dochazi ke zvysené kalcifikaci mékkych tkani."”



1.7 Cil prace

Bis(fosfinaty) predstavuji v literatufe doposud relativné neprozkoumanou skupinu
sloudenin. Znamy jsou pouze nékteré moznosti pripravy.”®?’ Bis(fosfinaty) byly
vybrany kvili podobnosti k bis(fosfonatim). Cilem prace je piipravit vybrané
bis(fosfinové) derivaty (Obr. 1.8) a zjistit jejich zakladni chemické vlastnosti a stabilitu
pripravenych sloucenin ve vodném prostfedi. DalSim cilem prace je potvrdit
predpokladanou nizkou afinitu zkoumanych latek k hydroxyapatitu, ktery slouzi jako

model kostni tkané.

OH OH OH
PO5H, PO,H, PO,H,
PO,H, PO,H, PO,H,
H,MeOHBPin H,BnOHBPin H,PhOHBPin
OH
AN 7
P\ /P
OH HO
H,MeOHBPhPin

Obr. 1.8. Studované slouéeniny'.

TV této praci budou piipravené slouceniny oznatovany zkratkami nebo slovné — MeOHBPin

(methylovy derivat), BhOHBPin (benzylovy derivat), PhOHBPin (fenylovy derivat) a MeOHBPhPin.
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikalie

Pii syntéze zvolenych sloucenin byly pouzity komeréné dostupné chemikalie
od firem LACHEMA, SIGMA-ALDRICH a rozpoustédla od firmy PENTA-
LACHEMA. Pfi ptipravé byl pouzity fosfornan amonny rekrystalizovan z horké vody
a suSeny v evakuovaném exsikatoru nad P,Os. Bezvody CH,Cl, byl ziskdn destilaci
s P,Os.

2.2 Metody charakterizace

NMR spektroskopie

NMR spektra *'P, '"H a ">C byla méfena na spektrometrech Varian UNITY
INOVA 400 a Varian VNMRS 300 na PfF UK. Vzorky byly méfeny v 5 mm
sklenénych kyvetach pfi teploté 25 °C. Rezonan¢ni frekvence jsou uvedeny v Tab. 2.1.
Hodnoty chemickych posunii jsou uvadény v ppm, pro 'H s piesnosti na dvé desetinna
mista a u °C a >'P s pfesnosti na jedno desetinné misto. Hodnoty interakénich konstant
jsou uvedeny s presnosti na jedno desetinné misto u 'H; u "°C a *'P jsou zaokrouhleny

na cela ¢isla.

Tab. 2.1 Rezonanéni frekvence métenych jader v NMR spektroskopii.

Jadro VNMRS 300 UNITY INOVA 400
rezonan¢ni frekvence [MHz]
'H 299,94 399,94
Bc 75,4 100,6
3lp 121,4 161,9

Hmotnostni spektrometrie

K méfeni byl pouzit spektrometr Bruker ESQUIRE 3000. Vzorky byly ionizovany
pomoci ESI (Elektrospray lonization). Vzniklé ionty byly analyzovany pomoci IT (Ion
Trap). Métenim byla ziskana spektra zapornych iontl. V charakterizaci jsou uvedeny

intenzivni signaly, které se podafilo interpretovat.
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Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Chromatografie na tenké vrstvé byla provedena na hlinikovych destickach
s vrstvou silikagelu impregnovaného fluorescencnim barvivem (Merck 1,0554 Fasa).
Jako mobilni faze byla pouzita cerstvé piipravena smés MeCN-MeOH-NH4OH
vpoméru 3:1:2. Detekéni metodou bylo ponofeni chromatogramu do smési
»fosfomolybdenové soluce* (Tab. 2.2.). Chromatogram byl vyvolan zahiatim proudem

horkého vzduchu z horkovzdusné pistole.

Tab. 2.2. Slozeni ,,fosfomolybdenové soluce.

Slouc¢enina Mnozstvi
(NH4)sMo070,4-4H,0 12 g (9,7 mmol)
Ce(S0)4-4H,0 0,5 g (1,6 mmol)
10% H,SO4 250 ml

Spektroskopie UV-Vis
UV-Vis spektra byla méfena pfistrojem Unicam UV300 s deuteriovou
a wolframovou lampou jako zdrojem zéafeni. Vzorky byly méfeny v 10 mm kyvetach
z kiemenného skla. Jako reference byla pouzita destilovand voda. Ziskand data byla

zpracovana v programu Vision32.

Elementarni analyza

Obsah vodiku a uhliku byl stanoven elementarni analyzou servisnim pracovistém
Ustavu makromolekularni chemie AV CR. Vysledky analyzy jsou v charakterizaci
jednotlivych sloucenin uvadény ve tvaru ,,teoreticky vypocétena hodnota EA (analyzou

stanovena hodnota EA)*, hodnoty jsou uvedeny v hmotnostnich procentech.

Charakterizace sorpcnich vlastnosti
Vysledky sorpénich experimentii byly porovnany s teoreticky vypoctenymi
hodnotami, které by byly ziskdny pii stejném sorpénim experimentu provedém
na bis(fosfonatech). Pro popis adsorpce bis(fosfonatu) na povrch hydroxyapatitu byla

pouzita Langmuirova-Freundlichova adsorp¢ni izoterma:

X
K's——F——, 2.1
" (X,-X) —

m
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kde K je afinitni konstanta [dm’-mol™'], X je mnoZstvi nasorbovaného bis(fosfo-
natu) [mol-g], X, je maximalni adsorpéni kapacita [mol-g], ¢ je zbytkova koncentrace
bis(fosfonatu) v roztoku [mol-dm™], n je koeficient popisujici distribuce sorpéni energie
(n=1 odpovidda Langmuirov¢ izotermé&, 0 <n <1 odpovidd Langmuir-Freundlichové
izoterm¢). Oba modely popisuji stav, kdy je na povrchu rovnomérna distribuci volnych
mist dostupnych pro adsorpci. Langmuiriv model piedpoklada, ze po adsorbovani
bis(fosfonatu) na hydroxyapatit nedochazi k interakci mezi jednotlivymi adsorbovanymi
molekulami. Langmuir-Frendlichliv model ptfedpoklada, Ze na povrchu hydroxyapatitu
dochazi k elektrostatické interakci mezi fosfonovymi skupinami a neni zde preferovano
pristoupeni dalsi bis(fosfonatové) skupiny kjiz adsorbovanému bis(fosfonatu).
Pti simulaci dat byla pouzita Langmuirova izoterma, kterd poskytuje dostate¢nou apro-

ximaci.

2.3 Syntéza

2.3.1 PhOHBPin

OSiMes
- ' PO,HSIM
HPOSMe), ossie;  ——
CH,Cl, ’ i
EtOH
Yy
OH
VPOZHZ
PO,H,

Obr. 2.1 Syntéza PhOHBPin.

Do 1000 ml tfihrdlé banky (opatfené magnetickym michadlem, zavadéci
trubi¢kou s kohoutem napojenym na ptivod argonu a chladicem, na ktery byla nasazena
dalsi zavadéci trubicka s kohoutem napojenym na membranovou vyvévu) byl vlozen
NH4H,PO; (20,0 g; 240 mmol) a posledni hrdlo bylo uzavieno zatkou. Aparatura byla

tiikrat sekurovéna argonem. Poté byla zavadéci trubic¢ka na chladi¢i vyménéna za bub-
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lacku a zatka za septum, oboji v silném protiproudu argonu. Pies septum byl pomoci
injekeni stitkacky ptidan HMDS (100 ml; 480 mmol), proud argonu byl upraven tak,
aby skrze bublacku prochazely 2-3 bubliny za 5 sekund. Reakéni smés byla poté
zahtivana 12 hodin v olejové lazni pii teploté¢ 100—110 °C za intenzivniho vyvoje NHs.
Po ukonceni reakce byl zesilen proud argonu a aparatura byla ochlazena na RT.
K roztoku byl pfes septum piidan bezvody CH,Cl, (200 ml). Obsah baiky byl
vychlazen na —40 °C (suchy led s EtOH) a za stalého chlazeni byl pfes septum piidan
roztok BzCl (4,0 g;28,5 mmol) v bezvodém CH,Cl, (200 ml). Po pfidani tohoto
roztoku byla aparatuta ponechdna voln¢ ohidt na RT. Reakéni smés byla michana
dal§ich 12 hodin pod argonovou atmosférou. Reakéni smés zezloutla a vyloucila se
srazenina NH4Cl. Poté byl proud argonu zna¢né¢ zesilen a reakéni smés byla pomoci
kanyly pfevedena do banky s EtOH (400 ml), pficemz se vyloucil produkt ve form¢ bilé
srazeniny. Srazenina byla odfiltrovana na frit¢ S3 a promyta EtOH. Surovy produkt byl
rozpu$tén v malém mnozstvi vody a preciStén sloupcovou chromatografii (DOWEX
50, H" cyklus, H;O-EtOH 1:1). Frakce obsahujici produkt byly odpafeny do sucha
a poté dvakrat odpatreny s EtOH. Viskozni odparek byl za mirného zahiati rozpustén
v THF (50 ml). Vznikly roztok byl za intenzivniho michani nakapdn do CH,Cl,
(500 ml). Po ptfidani hexanu (150 ml) se vytvotila opalescence a vznikla smés byla
ponechédna krystalizovat. Vznikla srazenina byla po 24 hodinach odfiltrovana na frité
S3, promyta CH,Cl, a dosusena ve vakuovaném exsikdtoru nad P,Os. Produkt
H,PhOHBPin-H,0 byl ziskan jako bily prasek (4,0 g; 57 %, vztaZeno na BzCl).

Charakterizace PhOHBPin:
NMR (D;O): 'H ¢ 7,12 (P—H, 2H, d, 'Jou = 574,0 Hz); 7,43-7,61 (arom., 5H);
BC{'H} 6 76,8 (C—O, t, "Joc = 97 Hz); 126,0-133.8 (arom.); *'P 6 32,0 (dd, 'Jpy = 574
Hz, *Jpn = 31 Hz).
MS: (-) 530,7 2M+Na +K'=3H"); 546,6 (2M+2K —3H").
TLC (MeCN-MeOH-NH4OH 3:1:2): R¢=0,4.
EA (C7H,005P, H,0; Mg = 254,1): C 33,1 (33,0); H4,7 (4,5).
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2.3.2 BnOHBPin

HP(OSIMC3)2 OSiMeg
_—
CH,Cl,
Cl POzHSiMe3
PO,HSiMeg EtOH

OH

PO,H
PO.H,

Obr. 2.2 Syntéza BnOHBPin.

Do 1000 ml tfihrdlé banky (opatfené magnetickym michadlem, zavadéci
trubickou s kohoutem napojenym na piivod argonu a chladicem, na ktery byla nasazena
dalsi zavadéci trubicka s kohoutem napojenym na membranovou vyvévu) byl vlozen
NH4H,PO; (21,6 g; 260 mmol) a posledni hrdlo bylo uzavieno zatkou. Aparatura byla
tiikrat sekurovdna argonem. Poté zavadéci trubicka na chladi¢i byla vyménéna
za bublacku a zatka za septum, oboji v silném protiproudu argonu. Pies septum byl
pomoci injekéni stfikacky pfidan HMDS (100 ml; 480 mmol) a proud argonu byl
upraven tak, aby skrze bublacku prochazely 2—3 bubliny za 5 sekund. Reak¢ni smés
byla zahtivana 12 hodin v olejové lazni pii teploté¢ 100—110 °C za intenzivniho vyvoje
NH;. Po ukonceni reakce byl zesilen proud argonu a aparatura byla ochlazena na RT.
K roztoku byl pfes septum ptidan bezvody CH,Cl, (200 ml) a roztok BnCOCI (4,45g;
28,5 mmol) v bezvodém CH,Cl, (200 ml). Vznikla bild suspenze byla michana 12 hodin
pii RT pod mirnym proudem argonu. Poté byl proud argonu znaéné zesilen a reakcni
smes byla pfevedena do baiky s EtOH (400 ml), kde se po kratkém stani (20 minut)
vytvorila opalescence a nasledné zacal produkt krystalizovat. SraZzenina byla po 24 ho-
dinach odfiltrovana na frit€ S3, promyta EtOH a prosavéna vzduchem. Surovy produkt
byl rozpustén v malém mnozstvi vody a ptecistén sloupcovou chromatografii (DOWEX
50, H' cyklus, H;O-EtOH 1:1). Frakce obsahujici produkt byly odpafeny do sucha
a poté¢ dvakrat odpafeny s EtOH. Viskozni odparek byl za mirného zahtati rozpustén
v THF (50 ml). Vznikly roztok byl za intenzivniho michéni nakapan do CH,Cl,
(250 ml), vytvorila se opalescence a vzniklda smés byla ponechdna krystalizovat.

Vznikla sraZzenina byla po 24 hodinach odfiltrovana na frit¢ S3, promyta CH,Cl,
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a dosusena ve vakuovaném exsikatoru nad P,Os. Produkt H,BnOHBPin-1/4H,O byl
ziskéan jako bily prasek (4,18 g; 57 %, vztaZzeno na BnCOCI).

Charakterizace BnOHBPiIn:
NMR (D,0): 'H 6 3,27 (CHa, t, *Jup = 13,2 Hz); 6,87 (P—H, d, 2H, 'Jpu = 542.4 Hz);
7,30-7,51 (arom., 5H); *C {'H} ¢ 73,5 (C—O, t, *Jpc = 99 Hz); 35,83 (CHa, s); 126,0
(arom., t, *Jep = 4 Hz); 129,0 — 134,0 (arom.); *'P 6 29,5 (ddt, 'Jpu = 566 Hz, *Jpy = 88
Hz, *Jpy == 31 Hz.).
MS: (<) 248,5 (M-H"); 522,7 @M+K"—2H")"; 558,7 2M+K +Na'-3H") .
TLC (MeCN-MeOH-NH4OH 3:1:2): R¢=0,4.
EA (CsH1,05P, 1/4H,0; My = 254,5): C 37,7 (37.9); H 4,95 (4.,4).
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2.3.3 MeOHBPin

o} OSiMes

)L HP(OSiMe),
—_—
cl CH2C12 Me3SiHO,P PO,HSIMe3

EtOH

OH
H,0,P PO,H,
Obr. 2.3 Syntéza MeOHBPIn.

Do 1000 ml tiihrdlé banky (opatiené magnetickym michadlem, zavadéci
trubickou s kohoutem napojenym na pifivod argonu a chladicem, na ktery byla nasazena
dalsi zavadéci trubicka s kohoutem napojenym na membranovou vyvévu) byl vlozen
NH4H,PO,; (21,6 g; 260 mmol) a posledni hrdlo bylo uzavieno zatkou. Aparatura byla
tiikrat sekurovana argonem. Poté byla zavadéci trubicka na chladi¢i vyménéna
za bublacku a zatka za septum, oboji v silném protiproudu argonu. Pies septum byl
pomoci injekéni stiikacky pfidan HMDS (100 ml; 480 mmol) a proud argonu byl
upraven tak, aby skrze bublacku prochazely 2-3 bubliny za 5 sekund. Reakéni smés
byla poté zahiivana 12 hodin v olejové lazni pii teploté¢ 100-110 °C za intenzivniho
vyvoje NHj. Po ukonceni reakce byl zesilen proud argonu a aparatura byla ochlazena
na RT. K roztoku byl pfes septum ptidan roztok AcCl (4,0 g; 50 mmol) v bezvodém
CH,Cl; (200 ml), reakéni smés vytvorila bilou suspenzi. Reakéni smés byla michana
dalsich 12 hodin pod mirnym proudem argonu. Poté byl proud argonu znacné zesilen
areakéni smés byla pomoci kanyly pfevedena do baiky s EtOH (400 ml). Surovy
produkt byl odpatfen do sucha, odparek byl rozpustén v malém mnozZstvi vody a pie-
gistén sloupcovou chromatografii (DOWEX 50, H cyklus, H,O-EtOH 1:1). Frakce
obsahujici viskozni produkt byla odpaiena s toluenem do sucha. Viskdzni odparek byl
rozpustétn v THF (20 ml). Vznikly roztok byl za intenzivniho michani nakapan
do CH,Cl;, (200 ml) kde byl vysraZen jako viskozni olej. Po usazeni surového produktu
byl odlit supernatant, postup sradzeni byl tfikrat zopakovan. Poté byl surovy produkt
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rozpustén v 28% NH4OH (20 ml) a odpafen do sucha. Produkt (NH4),MeOHBPin-H,O
byl ziskéan jako viskozni olej (6,4 g; 55 %, vztaZzeno na AcCl).

Charakterizace MeOHBPin:
NMR (D,0): 'H 6 1,34 (CHs, t, 3H, *Jup = 8,2 Hz); 6,87 (P—H, d, 2H, "Jup = 525,1
Hz); *C{'H} 6 16,8 (CH3, s); 73,7 (C—O, t, 'Jpc = 89 Hz); *'P 6 25,8 (dm, "Jup = 695
Hz).
MS: (-) 172,5 (M-H"); 384, 4 2M+K'—2H") ; 558,6 BM+K'—2H"); 732,7 (4M+K'—
2H"Y.
TLC (MeCN-MeOH-NH,4OH 3:1:2): Ry=0,3.
EA (C2HoOsPy (NHy), Ho0; Mg = 226,0): C 10,6 (11,0); H 7,1 (7,6); N 12,4 (12,5).
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2.3.4 MeOHBPhPin

/

P
\NosiMes
o} H
_ OSiMes
Me3Sio OSiMe;
cl <

CH,Cl \P
2Ll @/\\o O//P

EtOH

HO

Obr. 2.4 Syntéza MeOHBPhPin.

Do 100 ml tfihrdl¢é banky (opatfené magnetickym michadlem, zavadéci trubickou
s kohoutem napojenym na piivod argonu a chladi¢em, na ktery byla nasazena zavadéci
trubicka s kohoutem napojenym na membranovou vyvévu) byla vlozena PhPO,H;
(1,00 g; 4,60 mmol) a posledni hrdlo bylo uzavieno zatkou. Aparatura byla tfikrat
sekurovana argonem. Poté byla zavadéci trubicka na chladi¢i vyménéna za bublacku
a zatka za septum, oboji v silném protiproudu argonu. Pies septum byl pomoci injekéni
stiikacky ptfiddn HMDS (5 ml; 24,0 mmol) a proud argonu byl upraven tak, aby skrze
bublacku prochdzely 2-3 bubliny za 5 sekund. Reak¢ni smés poté byla zahiivana
12 hodin v olejové lazni pti teploté 100 °C za intenzivniho vyvoje NHs. Po ukonceni
reakce byl zesilen proud argonu a aparatura byla ochlazena na RT. K roztoku byl pfes
septum ptidan bezvody CH,Cl, (10 ml) a roztok AcCl (0,26 g; 0,3 mmol) v bezvodém
CH,Cl, (10 ml). Vznikla suspenze byla michéna dalSich 12 hodin pod mirnym proudem
argonu. Poté byl do banky ptfidan EtOH (20 ml). Surovy produkt byl odpaten do sucha,
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rozpustén v malém mnozstvi EtOH-H,0 (1:1) a pfecistén sloupcovou chromatografii
(DOWEX 50, H" cyklus, H,O-EtOH 1:1). Frakce obsahujici produkt byla odpafena
do sucha, pevna frakce byla rozpusténa v horkém EtOH (15 ml), za horka odfiltrovana
s aktivnim uhlim na frit¢ S4. Filtrat byl za intenzivniho michdni nakapan do vody
(250 ml). Srazenina byla odfiltrovana na frit¢ S2, prosata vzduchem a dosusena
ve vakuovaném exsikatoru nad P,Os. Produkt HMeOHBPhPin byl ziskan jako Sedy
prasek (0,6 g; 56 %, vztazeno na AcCl).

Charakterizace MeOHBPhPin:
NMR (NaOD): 'H 6 1,31 (CHs, t, 3H, *Jyp = 14,4 Hz); 7,37-7,71 (arom., 5H); “C{'H}
0 21,9 (CHs, s); 77,0 (C—O, m); 127,5-132,8 (arom., s); 135,6 (C—P, d, Jep = 354
Hz); *'P{"H} 6 30,5 (s).
MS: (-) 324,6 (M-H").
EA (C14H,605P2; Mg = 326,0): C 51,5 (50,5); H 4,9 (4.8).
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2.4 Studie rozkladu pripravenych sloucenin

Rozklad piipravenych slougenin byl studovan pomoci *'P NMR spektroskopie.
Reakce byla provedena v prostfedi pufri. Vzorky byly inkubovany pii 80 °C
v uzavienych 5 mm NMR kyvetach zatazenych parafilmem. PouZité roztoky:

= HCI (1 mol-dm™);

» NaOH (1 mol-dm™);

» ETA pufr (1 mol-dm™), pH upraveno pomoci HCI na 9.6;

= MCA pufr (I mol-dm™), pH upraveno pomoci NaOH na 2,7;
= TRIS pufr (I mol-dm™), pH upraveno pomoci NaOH na 7,5.

2.4.1 Priprava vzorki

PhOHBPin
Do vialek bylo navézeno 25,5 mg (11,0 mmol) pfesné, navazky byly rozpustény
v 0,7ml jedonotlivych roztokti. Po rozpuSténi vzorku byl cely objem pieveden

do kyvety.

BnOHBPin

Do vialek bylo navazeno 25,5 mg (16,0 mmol) pfesné, navazka byla rozpusténa
v 0,7 ml jednotlivych roztokli. Vzorky v TRIS pufru a MCA pufru byly rozpusStény

za horka. Po rozpusténi vzorku byl cely objem pieveden do kyvety.

MeOHBPin

MeOHBPin byl ziskan ve formé¢ oleje, proto byl pfipraven zdsobni roztok této
latky (0,20 mol-dm™). Zasobni roztok byl vzdy smichan s dvojnisobnd

koncentrovanym roztokem daného pufru v poméru 1:1.

MeOHBPhPin

Do vialky bylo odvazeno 32,6 mg (10,0 mmol). Navazka byla rozpusténa v 1 ml
NaOH, ze vzniklého roztoku bylo do kyvety ptevedeno 0,7 ml. V ostatnich roztocich se
MeOHBPhPin nepodafila rozpustit ani za horka.
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2.5 Sorpce na hydroxyapatit

Priprava zasobniho roztoku

Pro sorpce byl pripraven 0,01 mol-dm™ zasobni roztok BnOHBPin. Bylo
navazeno 127 mg (0,499 mmol) zvolené¢ H,BnOHBPin-1/4H,O. Navazka byla
rozpu$téna v 10 ml destilované vody. pH roztoku bylo pomoci 10% roztoku NaOH
upraveno na 7,5. Bylo pfidano 5 ml TRIS pufru a odmérnd bankka byla doplnéna

destilovanou vodou na objem 50 ml.

Priprava vzorkii pro sorpce na hydroxyapatit

Do vialek byl navdzen hydroxyapatit (od 0,02 g do 0,2 g po 0,02¢g intervalech),
bylo ptidani 1,5 ml zasobniho roztoku a 1,5 ml TRIS (0,1 mol-dm™, pH 7,5). Dale byl
piipraven standard, ktery obsahoval 1,5 ml zasobniho roztoku BnOHBPin a 1,5 ml
TRIS (0,1 mol-dm™, pH 7,5). Vzorky byly tii dny pii RT promichavany otacenim celé
nadobky. Vzorek byl zfiltrovan pfes mikrofiltr o velikosti port 0,22 pum. Koncentrace
analytu ve filtratu byla stanovena pomoci UV-Vis spektroskopie pifi vinové délce
200-350 nm.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Syntéza a vlastnosti pripravenych slouc¢enin

Pti ptipravé gemindlnich bis(fosfinovych) kyselin se vzdy jednd o dvoukrokovou
reakci (Obr. 3.1), kdy v prvnim kroku reaguje bis(trimethylsilyloxy)fosfin (pfipraveny
z fosfornanu amonného a hexamethyldisilazanu in sifu) s chloridem organické kyseliny

v prostiedi bezvodého dichlormethanu. V druhém kroku probihd hydrolyza silylestert

alkoholem
o) 0SiMeg
)L HP(OSiMe;),
R cl CH,Cl, Me3SiHO,P PO,HSiMe3
R

EtOH

OH

HZOZPJV PO,H,

R

Obr. 3.1 Syntéza zvolenych sloucenin, R = alkyl nebo aryl.

Obé reakce musi probihat v inertni atmosféte, protoze bis(trimethylsilyloxy)fosfin
se snadno oxiduje (na vlhkém vzduchu je samozapalny) a silylestery fosfinovych
kyselin se snadno hydrolyzuji. Pfi optimalizaci syntézy bylo zjisténo, Ze reakce chloridu
organické kyseliny s bis(trimethylsilyloxy)fosfinem nemusi byt chlazena (=40 °C). Pii
piipravé bis(trimethylsilyloxy)fosfinu se pouziva nadbytek fosfornanu amonného, aby
nedochézelo ke vzniku disubstituovaného produktu. Nezreagované mnozstvi fosfornanu
amonného musi byt odstranéno krystalizaci nebo selektivnim srdzenim produktu.
Produkt hydrolyzy byl vzdy rozpustén v tetrahydrofuranu a sraZzen dichlormethanem.
Dle *'P NMR spektroskopie produkty syntézy vznikaji témé&f kvantitativng. Vzhledem
k nutnym Cisticim operacim (odstranéni chloridu amonného a ostatnich iontl
sloupcovou chromatografii) dochazi k nizSimu vytézku. Nizky vytézek reakce (okolo
60 %) je kompenzovan snadnou a rychlou syntézou, kterd vychazi z dostupnych

komponent.
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Ziskané latky jsou rozpustné ve vodé, alkoholech a etherech. V nepolarnich
rozpoustédlech, halogenovanych rozpoustédlech a uhlovodicich jsou ziskané latky
nerozpustné.

Syntéza MeOHBPhPin probihd analogicky jako v pfipadé gemindlnich
bis(fosfinovych) kyselin (Obr. 3.2.), jednd se o dvoukrokovou reakci, kdy v prvnim
kroku reaguje trimethylsilylester kyseliny fenylfosfinové (pfipraveny z kyseliny
fenylfosfinové a hexamethyldisilazanu in situ) s chloridem organické kyseliny v prost-
fedi bezvodého dichlormethanu. V druhém kroku probiha hydrolyza silylestert
methanolem.

Obé reakce musi probihat v inertni atmosféfe, protoze silylestery fosfinovych
kyselin se snadno hydrolyzuji. Diky pfitomnosti hydrofobnich fenylovych skupin je
sloucenina zcela nerozpustnd ve vodé. V méné polarnich rozpoustédlech je opét

nerozpustnd. Dand slou€enina je rozpustna pouze v alkoholech za horka.

Il
P.
N .
)OL O/ \H o Q OSIMe?@

HsC cl CH,Cl, MesSio // P—OSIM83
CH3

MeOH

Qi B

e // CHs\\
Obr. 3.2 Syntéza MeOHBPhPin.

3.1.1 Charakterizace
Ptipravené latky byly charakterizovany pomoci *'P, °C a '"H NMR spektroskopie,

hmotnostni spektroskopie a elementarni analyzy.

MS

Metoda ESI zobrazuje hlavné jednou nabité ionty. V piipad¢ bis(fosfinatu)
zobrazuje aniony, protoZe bis(fosfinat) obsahuje dva velmi kyselé a tedy snadno
odstépitelné protony. Protoze bis(fosfinat) nese dva zaporné naboje, z elektrospreje se

do vzorku uvoliuji protony, sodné a draselné kationty z pouzitého skla, které kompen-
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zuji zédporny naboj bis(fosfinatu) tak, aby byla molekula pravé jednou zaporné nabita.
Diky pouziti elektrospreje dochézi ke vzniku objemnych iontl obsahujici kationty

alkalickych kov.

NMR
Meziproduktem je plné silylovany bis(fosfinat) (Obr. 3.3.), ktery obsahuje dva

chirdlni atomy fosforu. Mustkovy atom uhliku mize byt také chiralni.

OSiMe;
H H
Me3SiO\\P* /c\\P */ /_OsiMes
[
o o)

Obr. 3.3 Chiralni meziprodukt vznikajici pti ptipravé bis(H-fosfinovych) kyselin,
R = alkyl nebo aryl.

Chiralita meziproduktu se projevuje v *'P NMR spektrech, z kterych bylo zjisténo,
ze po reakci ziskand smés obsahuje né¢kolik diastereomert. Pokud maji atomy fosforu
odlisnou konfiguraci, methylova spojka je také chiralni. Po hydrolyze chiralita mizi a

v *'P NMR spektru ziskame jeden signal produktu.

3.2 Stabilita ve vodném prostredi

Predbézné experimenty pii pokusu esterifikovat fosfinatové skupiny ukézaly, ze
vychozi latky nejsou neomezené stalé. Navic podobnost bis(fosfinatll) k malonatim,
které jsou hydrolyticky nestalé v kyselém prostredi, byla divodem k otestovani stability
pfipravenych sloucenin. Stabilita sloucenin byla testovdna ve vodnych roztocich
pokryvajicich celou skalu pH. Vzorky byly inkubovéany pti 80 °C v Smm uzavienych
NMR kyvetach. Stabilita pripravenych slougenin byla sledovana pomoci *'P NMR
spektroskopie. Z intenzit jednotlivych signalli bylo urceno procentudlni zastoupeni
vychoziho bis(fosfinatu), vznikajici kyseliny fosforit¢ a mono(fosfinatu). Provedenou
studii rozpadu pfipravenych sloucenin bylo zjisténo, zZe nasyntetizované slouceniny ve
vodnych prostfedich nejsou neomezen¢ stalé a s riznou rychlosti se rozpadaji (Obr.
3.4).

-25-



H,0
—— + H3PO3
R POsH>»

R PO,H,
Obr. 3.4 Rozpad bis(fosfinovych)kyselin, R = alkyl nebo aryl.

Pomoci *'P NMR spektroskopie byly sledovany jednotlivé rozpady. Ze ziskanych
intenzit jednotlivych signali kyseliny fosforité¢, fosforné, mono(fosfinatu) a
bis(fosfinatu) bylo urc¢eno pomérné zastoupeni vychozi latky a vznikajicich produktt.
Z takto ziskanych dat byly vypracovany grafy procentudlniho zastoupeni v zavislosti na
case, byly ur¢eny polocasy rozpadu (t12) nebo stupné konverze (osoo) pro jednotlivé
slouceniny po 500 h. Ziskané hodnoty jsou uvedeny v Tab. 3.1. Data byla vyhodnocena

pomoci programu Origin 8.

Tab. 3.1 Polocasy rozpadu nebo stupné konverze po 500 h pro testované slou¢eniny,

studie provedena pii 80°C.

Sloucenina Pufr
HCl MCA TRIS ETA NaOH
PhOHBPin 5,6h 43 h 7 % 15 % 5,4h
BnOHBPin 51h 122 h 8 % 2% 21 %
MeOHBPin 286 h 22 % 0 % 0 % 20 %
MeOHBPhPin - - - - 0%

V nésledujicim textu nebude diskutovana slou¢enina MeOHBPhPin, kterd je ve

zvolenych pufrech nerozpustna a v hydroxidu sodném se ani po dlouhé dob¢ nerozpada.

Stabilita v prostiedi HCI (pH = ()

Z provedené studie bylo zjisténo, ze pripravené slouceniny jsou v roztoku HCI
nestalé a rozpadaji se na kyselinu fosforitou a mono(fosfinat). U vzorki MeOHBPin
a BnOHBPin dochézi ke vzniku malého mnozstvi kyseliny fosforné, u které neni jasny
mechanismus vzniku. Nejméné¢ stabilni ze vSech pfipravenych slouc¢enin byl PhOHBPin
(T12 = 5,6 h). O néco stabilnéjsi nez fenylovy derivat byl benzylovy derivat, ktery se
rozpadal pozvoln&ji (T12=51h). Nejstabilnéj$i z pfipravenych sloucenin byla
MeOHBPin (1, = 286 h). Ziskana data jsou graficky zpracovéana v Obr. 3.5.
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Stabilita v MCA pufru (pH = 2,7)

V MCA pufru jsou pfipravené slouceniny stalejsi nez v prostiedi HCI, také zde
probihda rozpad na kyselinu fosforitou a mono(fosfinat). Z vysledkli je patrné, ze
testované slouceniny jsou v kyselém prostiedi nestabilni. Vzhldem k tomu, ze MCA je
relativné slaba kyselina, je zde rozpad bis(fosfinati) piekvapivéjsi nez u HCIL. Opét je
zde sledovatelny stejny trend stability jako v prostfedi HCI, kdy se nejrychleji rozpada
fenylovy derivat. V porovnani s prosttedim HCI se vSak fenylovy derivat v MCA pufru
rozpada vyrazné pomaleji (t;2 = 43 h). Benzylovy derivat se rozpadd pomaleji nez
fenylovy derivat (11, = 122 h). Jako nejstabilnéjsi sloucenina v prosttedi MCA pufru se
ukézala MeOHBPin, ktera se rozpada pozvolné (aspo =22 %). V porovnani s roztokem
HCl v MCA pufru dochazi pouze k nevyraznému rozpadu. Jednotlivé rozpady jsou

graficky znazornény v Obr. 3.6.

Stabilita v TRIS pufru (pH = 7,5)

V tomto pufru jsou dané slouceniny stalé. Ukazalo se, ze u MeOHBPin v daném
¢asovém intervalu, v kterém byl experiment proveden, nedochéazi k zadnému rozkladu.
PhOHBPin a BnOHBPin se pozvolna rozpadaji. BnOHBPin (aso0 = 8 %) je stabilnéjsi
neZ PhOHBPin (as00 = 7 %). V porovnani s rozpady v prostfedi ostatnich roztokl se

vSak testované latky rozpadaji zanedbatelng.

Stabilita v prostiedi NaOH (pH = 14)

K nejrychlejsimu rozpadu v prostiedi NaOH dochazi u PhOHBPin (1, = 5,4 h).
V porovnanim s fenylovym derividtem jsou methylovy (as00 = 20 %) a benzylovy
derivat (aseo=21 %) stalejsi. Oproti trendu z predchozich roztokl je rozpad benzy-
lového derivatu a methylového derivatu srovnatelny. Rozpad ptipravenych slouc¢enin

v prostiedi NaOH je graficky znazornén Obr. 3.7.

Stabilita v ETA pufru (pH = 9,6)

V ETA pufru je rozpad pomalejsi nez v prosttedi NaOH. V pribéhu experimentu
u MeOHBPin nedoslo k Zddnému rozpadu. BhOHBPin a PhAOHBPin jsou v tomto pufru
také velice stabilni, ale velmi pomalu dochazi k rozkladu (BnOHBPin asg = 2 %,

PhOHBPin asp0 = 15 %). Je zde opét patrny trend, kdy nejstalejsi je methylovy derivat,
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ktery se nerozklada, benzylovy derivat se rozklada zcela zanedbatelné a fenylovy

derivat se rozpada nejrychle;ji.

Ze ziskanych dat je patrné, Ze pfipravené slouceniny nejsou stalé v kyselém
prostiedi. V prostiedi kyseliny chlorovodikové se slouceniny rozpadaji velice rychle,
v kyselin¢ chloroctové se latky rozpadaji o néco pomaleji. V neutrdlnim a mirné
zasaditém prostiedi jsou pfipravené slouceniny relativné stalé. V bazické oblasti pH
nejsou testované slouCeniny neomezené stalé, ale rozpad je zde pomalejsi nez v silné
kyselé oblasti pH. Jednotlivd prosttedi je moZzno sefadit dle vzrlstajici stalosti
zvolenych bis(fosfinatll): HCl < MCA <NaOH < TRIS ~ ETA. Na testovanych slou-
¢enindch je pozorovatelny trend stalosti, kdy nejstalejsi je MeOHBPin, o néco méné
stabilni je BhnOHBPin a nejméné¢ stala je vzdy PhOHBPin

1004 o o ' ' ' ' ]
A O

80 }

60 . }

X o)
40 A o i
[ ]

20 -
d [ ]

0 A A ° =

1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1
0 100 200 300 400 500

¢ [h]

Obr. 3.5 Rozpad ptipravenych slou€enin v prostfedi HCI (80°C), (0 = MeOHBPin,
e = BnOHBPin, A = PhOHBPin).
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Obr. 3.6 Rozpad ptipravenych slouc¢enin v MCA pufru (80 °C), (0 = MeOHBPin,
e = BnOHBPin, A = PhOHBPin).
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Obr. 3.7 Rozpad ptipravenych sloucenin v prostfedi NaOH (80 °C),
(o = MeOHBPin,e = BnOHBPin, A = PhOHBPin, A = MeOHBPhPin).
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3.3 Sorpce

Cilem sorpcniho experimentu bylo potvrdit pfedpoklad, Ze se bis(fosfinaty)
nesorbuji na hydroxyapatit jakozto model kostni tkdn€. Zvolen byl BnOHBPin, ktery je
ve vodném prostiedi dostatecné staly a diky benzylové skupiné je detekovatelny
pomoci UV-Vis spektroskopie.

Sorpce byla provedena v prosttedi pufru (TRIS 0,1 mol-dm”>, pH 7.5)
s proménnym mnozstvim hydroxyapatitu. Vzorky byly tfi dny promichavany otacenim
celé nadoby ainkubovany za laboratorni teploty. K ur€eni mnozstvi sorbovaného
bis(fosfinatu) na hydroxyapatit byla pouzita metoda UV-Vis spektroskopie. Tato
metoda vyzaduje pouziti standardu, ktery mél stejné slozeni jako vzorky, ale
neobsahoval hydroxyapatit. Spektra vzorkii byla proméfena v rozsahu vinovych délek
200-350 nm. Z méfeni bylo ziskano UV-Vis spektrum standardu (Obr. 3.8.) a UV-Vis

spektra roztok, které pti inkubaci obsahovaly proménné mnozstvi hydroxyapatitu.

1,2 \- T T T T T T T

0,91 / §

~ 0,61 -
0,3 \ s
\\
0,0 - T - T - T . . :
220 240 260 280 300 320
A [nm]

Obr. 3.8 UV-Vis spektrum standardu BnOHBPin (SmM), A max = 253 nim,
A2 max = 259 nm, A3 max = 265 nm.

Z méteni byly ziskdny hodnoty tfi absorbanci pro jednotlivé navazky
hydroxyapatitu. Spektra vzorkli maji stejny tvar jako spektrum standardu, ale oproti
standardu dochézi ke snizovani koncetrace BnOHBPin. Hodnoty absorbance pro
jednotlivé navazky hydroxyapatitu byly zprimérovany a uvedeny v grafu (Obr. 3.9).

Ziskand data ze sorpCnich experimentll byla porovnana s daty, které byly ziskany
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simulaci pomoci Langmuirovy izotermy (rovnice 2.1.). Hodnoty X, a K pro

hydroxyethylbis(fosfonat) byly prevzaty z literatury®. Pfevzaté hodnoty:

Xn=1,310" mol'g,
K=6,1-10"* dm* mol.

Ziskana data byla zpracovana pomoci programu Scientist®’ a graficky zpracovana
programem Origin 8. V porovnani s bis(fosfonaty) je sorpce na bis(fosfinatech)

zanedbatelna viz Obr. 3.9.
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Obr. 3.9 Zavislost obsahu bis(fosfonatu) a bis(fosfinatu) v roztoku na mnozstvi
ptidaného hydroxyapatitu (o ~ procentudlni zastoupeni bis(fosfinatu) — experimentalni

data, @ = vypoctené procentudlni zastoupeni bis(fosfonatu) — simulace).
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4. ZAVER

Byly pfipraveny 4 geminalni bis(fosfinaty) (Obr. 4.1), které byly plné
charakterizovany pomoci 'H, °C a *'P NMR spektroskopie, MS, TLC, EA. P¥ipravené
slouceniny byly ziskdny v nasledujicich vytézcich: BhOHBPin 57 %, PhAOHBPin 53 %,
MeOHBPhPin 56 % a MeOHBPin s vytézkem 55 %.

OH OH OH
)VpOsz PO,H, @POZHZ
P

H,MeOHBPin H,BnOHBPin H,PhOHBPin

YN
\OH HO/

H,MeOHBPhPin

Obr. 4.1 Pfipravené geminalni bis(fosfinové) slouceniny.

Stabilita pfipravenych sloucenin byla testovana ve vodnych roztocich pokryvajich
celou 8kalu pH. Rozpad slouenin byl sledovan pomoci *'P NMR spektroskopie.
Vysledky ukazuji, Ze pripravené slouceniny se sriznou rychlosti v zavislosti
na prostfedi rozpadaji na mono(fosfinat) a kyselinu fosforitou. Pomoci UV-Vis
spektroskopie byla dale provedena sorpce bis(fosfofinatu) na hydroxyapatit jakozto
model kostni tkdné. Vysledky sorpéniho experimentu ukazuji, Ze dochazi ke zcela

zanedbatelné sorpci na hydroxyapatit.
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