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2. Uvod

2.1 Historicky uvod

Fosfor je 11. nejrozsitenéjsi prvek v zemské ktte [1]. Jeho chemie je velmi bohata at’
uz z hlediska slou¢enin anorganickych nebo Cetnych sloucenin organickych. Pocatky chemie
fosforu sahaji az do 17. stoleti. Fosfor byl poprvé izolovan roku 1669 H. Brandtem z lidské
moci [1]. Byl to tak jediny prvek, ktery byl izolovan nejprve z latky zivocisného piivodu, poté
z rostlin (1688, B. Albino) a teprve o stoleti pozdéji byl nalezen v anorganickém mineralu
(pyromorfit Pb3(POs),, 1779, J. G. Gahn) [1,2].

V pribéhu tohoto obdobi a kritce poté bylo piipraveno nékolik jednoduchych
slouc¢enin (H;PO, a PsOo v roce 1694 R. Boylem, PH; v roce 1783 P. Gengembrem, PCl;
a PCls v roce 1808 J. L. Gay-Lussacem a L. J. Thenardem). Prvni organofosforova slouc¢enina
(alkylfosfat) byla piipravena v roce 1820 J. L. Lassaignem reakci kyseliny fosforecné
s alkoholem. Byl to ovSem prikopnicky vyzkum némeckého chemika K. A. A. Michaelise,
ktery na prelomu dvacatého stoleti objevil a charakterizoval fadu organofosforovych
sloucenin vcetné metod jejich syntézy. Podobny vyznam maji prace ruského chemika
E. Arbuzova z téhoz obdobi. Oba jsou povazovéani za legendy organofosforové chemie
a n¢které dilezité reakce dnes nesou jejich jména [2,3].

Velky rozvoj organofosforové chemie po druhé svétové valce byl spojen s vyuZzitim
téchto latek jako insekticidi. V roce 1979 byla ud€lena G. Wittigovy Nobelova cena
za vyzkum reakci karbonylovych sloucenin s fosforovymi ylidy [3,4]. Tento rozvoj vSak
nadéle pokracuje a byl navic urychlen jak novymi aplikacemi studovanych latek, tak zejména
objevem NMR spektroskopie a vyuzitim izotopu *'P jako NMR aktivniho jadra (vysoka
citlivost, 100% ptirozené zastoupeni, jaderny spin %2) [5].

Do roku 1970 bylo pfipraveno a studovano okolo 100 000 sloucenin obsahujicich
fosfor a mnoho z nich se dnes denné pouziva v chemii, medicing, primyslu, zemédélstvi
a dal$ich odvétvich [2,6], napf.:

zeméedélstvi: insekticidy, herbicidy, regulatory rustu rostlin

medicina: slouCeniny s antibakteridlnimi, antivirovymi a antirakovinovymi u¢inky,

slouceniny pro 1é¢bu kostnich onemocnéni

- katalyza: hydroformylace, hydrogenace, polymerace atd. pomoci fosfinovych komp-

lexu



stabiliza¢ni ¢inidla v pramyslu plasti
selektivni Cinidla pro extrakci kovi z rud
zpracovani jaderného paliva

- aditiva do produktl petrolejového priamyslu
slouceniny inhibujici korozi

zhasedla

2.2 Fosfor a jeho role v organizmu

V lidském téle se fosfor vyskytuje jak ve formé anorganické, tak organické.
Z anorganickych sloucenin je to napfiklad hydroxyapatit Cas(PO4);OH, ktery tvofi vétSinu
zubni skloviny. Pfi ndhradé¢ —OH skupiny fluoridem —F dochézi ke zvyseni odolnosti skloviny
diky niz8i rozpustnosti. Jinym piikladem je kostni tkan tvofend pfedevSim roztokem
hydroxyapatitu a karbonato-apatitového mineralu dahlitu (Na, Ca)s(PO,, CO5);0H [1,7].

V organizmech je fosfor také Casto ve fosfatové formé. Fosfaty jsou slozkami ATP,
fosfolipidovych membran, DNA, RNA, fosfoenolpyruvatu atd. [1,7].

Vyznamnou roli pfi regulaci vapenatych iontl v téle hraje pyrofosfat (Obrazek 1).

o) 0 O R' O

I I ]l
HO—P—O—P—OH HO—T—Cl)—IT—OH

OH OH OH R? OH

Obrazek 1. Pyrofosfat (vievo) a obecny geminalni bis(fosfonat) (vpravo).

2.3 Geminalni bis(fosfonaty)
2.3.1 Analoga pyrofosfatu

Geminalni bis(fosfonaty) (dale jen bis(fosfonaty)) patii mezi nejvice studované
bis(fosfonaty). Jsou to formalni analoga pyrofosfatu, ve kterych je atom kysliku (P—O—P)
nahrazen atomem uhliku (P—C—P). To vede k obecnému vzorci R'R*C(PO;H,),
(Obrazek 1), kde R reprezentuje obecny substituent (obé pozice na o uhliku jsou
ekvivalentni), pfi¢emz substituent R' se mize li§it od substituentu R*. Zaména atomu kysliku

za atom uhliku tak umoznuje funkcionalizaci zbylych dvou poloh na o atomu uhliku, coz vede
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k obrovské skale latek casto velmi odlisnych vlastnosti. Pfikladem této rozmanitosti miize byt
jedna z nejvice prostudovanych sloucenin Hihedp (1-hydroxy-1-methylmethylenbis(fos-
fonova) kyselina®), syntetizovana poprvé v roce 1897, kterd obsahuje dva riizné substituenty
hydroxyl (R'=OH) a methyl (R*=CHj;) v kontrastu s latkou Ce(OH);sAMBP obsahujici
v postrannim fetézci derivatizovany hydrofilni fulleren Cq (Obrazek 2). Prvni z uvedenych
latek je klinicky vyuZzivana napf. jako radiodiagnostikum (*"Tc, SPECT) [8], druha byla

uspesné testovana in vitro jako potencialni vektor vhodnych radionuklidi ke kostni tkéani [9].

o) COOH

HO PO3;H, H

PO3H,

H,C

PO;H, PO,H,

Obrazek 2. Hshedp (vievo) a Ceo(OH)c6AMBP (vpravo).

Jednou z vyraznych vlastnosti bis(fosfonatit) oproti pyrofosfatim je jejich
metabolicka stabilita. V klinické praxi jsou bis(fosfonaty) nejdéle aplikovany jako anti-
resorpéni latky pro 1écbu nckterych kostnich onemocnéni. Vhodna volba substituent
na o atomu uhliku miZze vyrazné ovliviiovat afinitu ke kostni tkéni, antiresorpéni schopnosti
a zlepSovat tak pozadovany ucinek [10]. O téchto ucincich bude pojednano déale. Molekuly
bis(fosfonatl) dale vykazuji, diky kratké vzdalenosti obou fosfonovych funkci, unikétni
chemické a fyzikdlni vlastnosti [4,11], jako napf. tvorbu termodynamicky stabilnich
komplexti, velkou afinitu k povrchim riznych anorganickych materidld (napi. hydroxy-
apatitu, uhli¢itanu vapenatého a oxidickych materidli — oxid titani¢ity). Diky témto vlast-

nostem byly jiz v minulosti bis(fosfonaty) vyuzivany jako inhibitory koroze, aditiva do pru-

T Pouzité nazvoslovi neodpovida pravidlim TUPAC. Pro zjednoduseni a vé&tsi piehlednost textu bylo na bis-

(fosfonaty) obecného vzorce R'R*C(PO;H,), nahliZeno jako na derivaty methylenbis(fosfonové) kyseliny.
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myslovych hnojiv ¢i komplexacéni Cinidla v textilnim priamyslu [12] a dodnes jsou aplikovany
1 v dal$ich odvétvich pramyslu, napft. jako inhibitory krystalizace a usazovani anorganickych
soli (uhli¢itan vapenaty, uhli¢itan hotfeCnaty...) v potrubi, kotlich a jinych zafizenich [2].
Dtsledkem silné interakce mezi obéma fosfonovymi skupinami je zvySeni bazicity
celé molekuly. Zatimco fosfonova kyselina je slaba dvojsytna kyselina vykazujici dva
disociacni stupné charakterizované disociacnimi konstantami pK;<2 a pK,= 5-6, bis(fosfo-
nova) kyselina vykazuje dva disociacni stupné v kyselém prostiedi, jeden disociacni stupeini
v neutrdlnim prostfedi a jeden disociacni stupen v siln€¢ bazickém prostiedi [13]. Pfitomnost
ruznych substituentl na o atomu uhliku miize vyrazné ovlivnit acidobazické chovani
molekuly napf. pfitomnost aminoskupiny v postrannim fetézci. Ta piedstavuje dalsi silné
bazické protonizacni misto, které snizuje hodnoty disocia¢nich konstant (a tim zveda

kyselost) vlastni bis(fosfonové) skupiny (Tabulka 1).

Tabulka 1. Disocia¢ni konstanty vybranych bis(fosfonovych) kyselin [13].

slou¢enina | Hymdp | Hsedp | Hshedp | Hscldp | Himeth Hipam H,ale
elektro@yticky K NR.* K K K K K
kation

R' -H -H —-OH —Cl -H —-OH —-OH
R’ -H —CH; —CH; —Cl —-NH, | —~(CH,),NH, | (CH,);NH,
pKi 1,6 1,4 1,7 1,7 neuréeno | neurceno neurceno
pK; 2,77 2,88 2,6 2,21 1,4 2,55 2,72
pPK; 6,83 7,22 6,88 5,82 5,18 5,83 8,73
pK. 10,2 11,7 10,90 8,84 8,85 9,9 10,5
pKs -—- -—- -—- -—- 11,03 10,8 11,6

2.3.2 Biologické vlastnosti a medicinské aplikace

Od doby prvnich popsanych biologickych ucinkti bis(fosfonat) z roku 1968 [14]
se zatalo zkoumat mnoho dal§ich sloudenin. Rada z nich, zejména tch obsahujicich dusik
v postrannim fetézci, je nyni denné pouzivana k 1é¢b¢ osteoporozy, Pagetovy nemoci a poruch
metabolizmu vapniku [4,11,15]. Pro bis(fosfonaty) plati, ze po aplikaci a prichodu krevnim
reCiStém jsou adsorbovany zejména na hydroxyapatit — hlavni slozku kosti. Fleisch et.al.
[16,17] jako jeden z prvnich pozoroval zmény pii utvafeni a rozpousténi krystall
fosforeCnanu vapenatého in vitro piisobenim bis(fosfonatit). Obecné se predpoklada, ze velka

afinita bis(fosfonatll) ke kostem je zplsobena jejich inkorporaci do hydroxyapatitu
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chemisorpci probihajici na povrchu kosti [18]. Navic pouze pfitomnost P—C—P vazby
v bis(fosfonatech) efektivné inhibuje resorpci kostni tkan€ in vivo, zatimco jednoduché
fosfonaty nebo slouceniny obsahujici napt. P—C—C—P a P—N—P vazbu a v neposledni
fad¢ estery vSech vySe popsanych latek (vcetné esterti geminalnich bis(fosfonati)) jsou
neucinné, predevsim diky nizké afinité ke kostni tkani [19,20].

Pfevlada nazor, ze cilem bis(fosfonatového) plsobeni jsou osteoklasty (buiiky
zodpoveédné za resorpci kostni tkédng€), a jejich pusobeni je zprosttedkovano pomoci bunéc-
nych mechanizmi na tkanové, bunééné i molekuldrni trovni [11,21]. Mezi obecné plsobeni
bis(fosfonatll) na bunéné urovni patii zejména inhibice tvorby osteoklastli, inhibice
soudrznosti osteoklastl s kostni matrici, zkracovani doby zivota osteoklastii a pfima inhibice
osteoklastové aktivity [22,23]. Mimoto adsorbované bis(fosfonaty) ,,chrani povrch kosti
(brani rozpousténi hydroxyapatitu) a ovlivituji obecné funkci vSech kostnich bunék
(osteocytll), které¢ jsou odpovédné za rast a degradaci kosti. Organické skupiny véazané
na o uhlikovy atom mohou specificky interagovat s receptory na povrchu ¢i s enzymy uvnitt
bunék, a vyrazné tak ovlivnit odehravajici se biologické pochody. Vlastnosti bis(fosfonati)
pak mohou byt jemné ladény. Nékteré komeréné dostupné bis(fosfonaty) pouzivané k tera-
peutickym tceliim jsou zobrazeny v Tabulce 2 [3].

Podle mechanizmu ptsobeni na kostni buiiky se bis(fosfonaty) déli do dvou hlavnich
skupin. Do jedné skupiny patii ty, které obsahuji v postrannim fetézci dusikovy atom
a do druhé ty, které dusikovy atom neobsahuji. Pouze bis(fosfonaty) obsahujici dusikovy
atom inhibuji farnesyl-difosfat syntdzu v metabolickém cyklu kyseliny mevalonové, coz
ma za nasledek nejprve poruchy v plsobeni kostnich bunc¢k a posléze jejich cilenou smrt
(apoptdzu), ¢imz se efektivné zabrani resorpci kostniho povrchu. Bis(fosfonaty) neobsahujici
dusikovy atom jsou obvykle v kostnich buiikdch metabolizovany na methylenbis(fosfonatova)
analoga ATP. Diky nehydrolyzovatelnosti P—C—P vazby se pak ukladaji v buiikéch a také
vykazuji znamky cytotoxicity (rovnéz zptusobuji apoptozu bunék) [24].

Utinnost bis(fosfonatll) na snizeni resorpce kostni hmoty je velmi specifickd
pro kazdou slouc¢eninu. Podéani velké davky malo u¢inného bis(fosfonétu) sice relativné dobie
snizi resorpci kosti, na druhou stranu vSak miize vyrazné narusit mineralizaci kosti. Jednim
zkritérii vyzkumu bis(fosfonatll) je proto snaha o vytvofeni sloucCeniny s vysokou

antiresorp¢ni schopnosti, ale zaroven bez vyrazného vlivu na mineralizaci kosti [4].



Tabulka 2. Né&které bis(fosfonaty) R'"R*C(POsH, ), pouzivané v medicing [3].

Komer¢ni nazev —R! —R? Generace
Medronate (H,mdp) —H —H
Clodronate (H,cldp) —Cl —Cl
1
Etidronate (H hedp) —OH —CH;
Tiludronate —H —S 4@* Cl
Pamidronate (H,pam) —OH —(CHy),—NH,
2
Aledronate (H,ale) —OH —(CH,);—NH,
_-CH;
Olpadronate —OH —(CHy), —N<
CHj
_CHg
Ibandronate —OH —(CHy),—N<_
(CH3)4—CHj 3
=N
Risedronate —OH —(CH2)» —<\:/)
Zoledronat (CH,) N/\j\l
oledronate —OH — 0)o™—
—

Podle antiresorp¢ni G¢innosti se bis(fosfonaty) déli na tii generace (Tabulka 2). Prvni
generace bis(fosfonatil) obsahuje v postrannich fetézcich na a uhliku pouze jednotlivé atomy,
hydroxyl nebo jednoduché alkyly a aryly (Medronate, Etidronate, Clodronate, Tiludronate)
a obecné vykazuje pomérné nizké antiresorpéni schopnosti. Druhd generace bis(fosfonati)
obsahujici v postrannich alkylovych fetézcich primarni aminovou skupinu (Pamidronate,
Aledronate) a je 10—100krat G¢inn€j$i nez prvni generace bis(fosfonati). Dosud nejlepsi
antiresorpni schopnosti ma tieti generace bis(fosfonatil), kterd obsahuje v postrannich

fetézcich terciarni aminovou skupinu s alkylovymi substituenty na dusikovém atomu



(Olpadronate, Ibandronate) nebo se zabudovanym dusikovym atomem v heterocyklickém
kruhu (Risedronate, Zoledronate). Bylo zjisténo, ze jejich Gc¢innost je az 10 000krat vyssi nez
ucinnost prvni generace bis(fosfonati) [3,4,18,25,26]. Jednoznacny a uplny vztah mezi
strukturou a ucinkem vsak nebyl doposud vyvozen ziejmé diky stdle jest¢ nedostateCnému
porozuméni mechanizmu pusobeni bis(fosfonatl). Stale vice se vSak vlastni efekt ptisuzuje
bunéénému piisobeni na osteoklastech neZ Cisté chemicko-fyzikalnim u¢inklim pii adsorpci
na kostni tkan [11,17].

Klinicka farmakologie bis(fosfonatil) je charakterizovana sice pomalou intestinalni
absorpci, ale vysoce selektivnim a dlouhodobym uc¢inkem. I ptes pomérné dlouhé setrvavani
bis(fosfonatll) v organizmu jsou vSak jejich vedlejsi u€inky minimalni [26].

Krom¢ aplikace bis(fosfonatl) jako antiresorpCnich latek maji velky vyznam jejich
komplexy s radionuklidy zejména pro kostni diagnozy (*™Tc, SPECT), terapie nebo paliativni
1é¢bu ("*Re) kostnich metastaz [27]. Je tomu tak diky specifické vazb& bis(fosfonatti) do mist
rustu a patologickych zmén kosti [4]. Kromé toho fada nemoci (napt. infarkt myokardu [28],
cirhdza jater [29], rakovina prsu [30], mozkova mrtvice [31] atd.) zpisobuje abnormalni
kalcifikace v mékkych tkéanich, ty pak mohou byt zobrazovany diky specifické adsorpci
komplexti bis(fosfonatil) s radionuklidy [32]. Tomografickd scintigrafie (SPECT) pomoci
#mTc-bis(fosfonatovych) komplexti* je jedna z nejvice pouzivanych metod pro zjisténi
kostnich metastaz. Vyhodou je mozZnost pouziti komplexti s velmi jednoduchymi bis(fosfo-
naty) jako napf. methylenbis(fosfonatem) (*"Tc-MDP), ktery je stejné jako *™Tc¢ dostupny
pro vétSinu oddéleni nuklearni mediciny. Ptikladem ligandu schopného vazat '*Re
je naptiklad MAG3-HBP (Obrazek 3) [33] obsahujici v molekule seskupeni merkaptoacetyl-
glycylglycylglycinu a bis(fosfonatu) s hydroxylovou skupinou na o atomu uhliku. Jeho
vyhodou oproti jednoduchym bis(fosfonatovym) komplexiim je vyrazné vyssi termody-
namicka i kineticka stabilita.

Nevyhodou vysSe zminénych metod je ovSem prace z radioaktivnimi izotopy, které
mohou zplsobit zdravotni problémy vsSech osob, které s danymi izotopy piijdou do styku.
Proto jsou snahy o vyuziti alternativnich metod. Jednou z moZnosti je metoda vyuZzivajici
schopnosti latek fluoreskovat v blizké infraCervené oblasti (NIR). Takto byla napf.

syntetizovana kontrastni latka obsahujici bis(fosfonat) (Pamidronate) a fluorescen¢ni barvivo

* Aquaionty t&zkych kovil jsou pro organizmus velmi toxické, proto je tieba je aplikovat ve formé kineticky a
termodynamicky stalych komplexi. Nizsi stabilita n€kterych komplext je pfi aplikaci suplovana obrovskym

nadbytkem volného ligandu.
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Obrazek 3. MAG3-HBP schopny komplexovat *Re.

H
N Wpos Ha

o HO 'PosH,

Obrazek 4. Konjugét bis(fosfonatu) s fluorescencnim barvivem IRDye78.

(IRDye78) spojené amidickou vazbou (Obrazek 4). In vivo modely na bezsrstych
mySich ukazaly, Ze je moZné pomoci diagnostické metody NIR zobrazit nékteré kostni tkané
dokonce s vét§im rozliSenim nez pomoci komplexu *"Tc-MDP [20]. Amidickd vazba
se ukézala byt in vivo stala po dobu pfiblizn¢ 6 hodin [34].

Dalsi alternativni metodou je tomografie magnetické rezonance (MRI). Z hlediska
potencialniho vyuziti pro MRI kosti je zajimavy ligand BPAMD (Obrazek 5), ktery je prvni
molekulou svého druhu, kde je bis(fosfonovd) skupina piipojena k makrocyklu (taktéz
pomoci amidické vazby). Do makrocyklické kavity je mozné zakomplexovat Gd’* ion
za vzniku termodynamicky 1 kineticky stalého komplexu. In vitro testy komplexu
'Th-BPAMD na hydroxyapatitu prokdzaly velmi vysokou afinitu k tomuto povrchu [35].
Z in vivo testl na potkanech s vyuzitim ""Lu-BPAMD se bohuzel zda, Ze koncentrace
adsorbovaného komplexu na kostni tkani je nizkd a soucasna citlivost MRI neni postacujici

k vyuziti komplexu Gd-BPAMD jako kontrastni latky [36].

o)
HoocﬂN/ \N/—~<N PO3H,

[ j H  “posH,
N N

Hooc— \_/ —COOH
Obrazek 5. BPAMD schopny pevné vazat Gd*" ion v makrocyklické kavité.
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V soucasné dob¢ se bis(fosfonaty) studuji predevsim jako vektory 1é¢iv a dalSich latek,
které maji specificky pisobit v blizkosti kostni tkdné. Pfikladem muiZe byt bis(fosfonatovy)
lipozom jehoz hydrofobni dutina ma nést 1éCivo [37]. DalSim piikladem jsou ve vodé
rozpustné linedrni polymery — nosi¢e obsahujici bis(fosfonatové) skupiny jako ,adresy*
do mist u¢inku. Lécivo ma byt pak kovalentné¢ vazano na polymerni nosi¢ [22]. DalSim
kandidatem je jiz zminovany bis(fosfonat) obsahujici v postrannim fetézci derivatizovany
hydrofilni fulleren, ktery ma slouzit predevsSim jako velice stabilni nosi¢ radionuklidii [9].
S oblibou se vyuzivd tzv. stavebnich kamenii (building-blocks), tedy jednoduchych
bis(fosfonatt), které 1ze snadno konjugovat s biomolekulami (napt. peptidy), a tak jinak casto

nespecifické latky selektivné dopravovat a vazat na kostni tkan.

2.3.3 Obecné metody syntézy

Snaha pripravit specifické bis(fosfonaty) byla podnétem pro rozvoj mnoha
syntetickych strategii [38]. Vzhledem k pestrosti slouCenin a moznostem organické syntézy
budou uvedeny pouze zdkladni syntetické postupy modelovych bis(fosfonatll) rozdélené¢ do 4
podkapitol podle substituentt R' a R? na a atomu uhliku. Zaroven jsou uvedeny reakce, kde

vystupuji vyznamnéj$i z téchto bis(fosfonatl) jako prekurzory pro dalsi reakce.

Tetraalkyl methvlenbis(fosfondt) — vvznamny prekurzor (R'= H, R = H)

Prikladem syntézy tetraalkyl methylenbis(fosfonatu), nejjednodussiho bis(fosfonatu),
je Arbuzova reakce mezi dibrommethanem a trialkylfosfitem (Schema 1) [39,40]. Vznikajici
alkybromid musi byt kontinudlné odstranovan z reak¢ni smési, nebot’ katalyzuje presmyk

trialkylfosfitu na bis(alkylester) alkylfosfonové kyseliny (Schema 2).

PO3;R,
CH,Br, + 2 P(OR), A> + 2 RBr
POsR,
Schema 1. Syntéza tetraalkyl methylenbis(fosfonatu).

RO RO
RBr -
P—OR —> R—/P—O

RO RO
Schema 2. Nezddouci presmyk trialkylfosfitu na dialkylester alkylfosfonové kyseliny.
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Vznikly tetraalkyl methylenbis(fosfondt) je mozno pievést na methylenbis(fosfo-
novou) kyselinu [41] pomoci kysele katalyzované hydrolyzy, pyrolyzy nebo transesterifikaci
pomoci TMSBr s naslednou hydrolyzou ziskaného trimethylsilylesteru protickym
rozpoustédlem (Schema 3) [42,43]. Bazicka hydrolyza fosfonati obecné vede pouze k mono-

esterim [44].

PO3R2 PO3;H,
< 1. TMSBr <
—»
2. MeOH
PO3R; PO3;H,

Schema 3. Transesterifikace bis(fosfonatového) tetraalkylesteru trimethylsilylbromidem

a nasledna hydrolyza.

Tetraalkyl methylenbis(fosfonat) je dilezitym prekurzorem pro dalsi typy reakei.
Muize slouzit napt. k ptiprave tetraethyl ethyliden-1,1-bis(fosfonatu), coz je klicovy prekurzor
pro adi¢ni reakce. Velkou vyhodou je, Ze dovoluje pfipojeni kyzenych funkénich skupin
k jiz ptipravené bis(fosfonové) skupiné. Tetraalkyl ethyliden-1,1-bis(fosfonat) lze pfipravit
z tetraalkyl methylenbis(fosfonatu) podle Schematu 4 [43].

PO3R PO5R
H>< > (HCHO),, NHEt,, MeOH i 32
H p-TSA, Toluen

PO3R2 P03R2

Schema 4. Syntéza tetraalkyl ethyliden-1,1-bis(fosfonatu).

Reakci hydridu sodného s tetraalkyl methylenbis(fosfonatem) ptipravime methylen
bis(fosfonatovy) karbanion, ktery nasledné¢ alkylaci alkylhalogenidem poskytne tetraalkyl
1-lkylmethylenbis(fosfonat) (Schema 5) [25]. I touto reakci lze cilené¢ substituovat jiz
vytvoienou bis(fosfonatovou) molekulu, alkylace vSak Casto probihd do druhého stupné

za vzniku nezadouciho disubstituovaného bis(fosfonatu).

PO:R' PO:R'
H 2 1.NaH, Tol R 2

2. RX, Tol H

H POsR', POsR',

Schema 5. Alkylace methylenbis(fosfonatu).
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Halogenace methylenbis(fosfonové) kyseliny mtze byt provadéna napiiklad reakci
s vodnym roztokem chlornanu sodného jako chlora¢niho ¢inidla (Schema 6) za vzniku

1,1-dichloromethylenbis(fosfonové) kyseliny (Hscldp) [45].

H PO3H,

% Naocl ©
—_—
H cl

PO3H,

PO3H,

POs;H,
Schema 6. Syntéza 1,1-dichloromethylenbis(fosfonové) kyseliny.

1-hvdroxymethylenbis(fosfondty) (R’ = OH)

Bis(fosfonat) obsahujici hydroxylovou skupinu navazanou na o atom uhliku (Haale,
H.hedp, Hspam atd.) vykazuje obecné vyssi afinitu ke kostni tkani. Maze byt syntetizovan
naptiklad kondenzacéni reakci mezi karboxylovou kyselinou a chloridem fosforitym [46], ktera
vede k cyklickému intermedidtu dale hydrolyzovatelnému na 1-hydroxymethylenbis(fosfo-

novou) kyselinu (Schema 7).

POH, O
PO3H,
O—P—OH H,0
2 RCOOH + 4 PCl, —> —25> 2 R OH
HO—P— A
PO3H,
o PO3H,

Schema 7. Syntéza 1-hydroxymethylenbis(fosfonové) kyseliny (7).

Obdobnou metodou pfipravy 1-hydroxymethylenbis(fosfonové) kyseliny je reakce
chloridu fosforitého s karboxylovymi kyselinami v pfitomnosti kyseliny fosforité (Schema 8)

[47], chloridu fosfore¢ného nebo chloridu fosforylu [48]

PO;H,
1. H3PO,
RCOOH + PCl; —— ——> R OH
- 112
PO;H,

Schema 8. Syntéza 1-hydroxymethylenbis(fosfonové) kyseliny (i7).
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Michaelisovou-Arbuzovou reakci se da nepfimo pfipravit tetraalkyl 1-hydroxy-
methylenbis(fosfonat), reakci mezi chloridem karboxylové kyseliny a trialkylfosfitem
za vzniku a-ketofosfonatu a naslednou adici dialkylfosfitu na C=0 vazbu a-ketofosfonatu

(Schema 9). Tato metoda ma vyznam pievazné pii syntéze asymetrickych esterti [49].

Cl PO;R’ R
P(OR') /7% ypo,R2, R PO3R";

R ~ R\ —
HO

0 @ PO;R,

Schema 9. Syntéza tetraalkyl 1-hydroxymethylenbis(fosfonatu) (7).

Alternativnim  zplsobem piipravy tetraalkyl 1-hydroxymethylenbis(fosfonatu)
je jednokrokova Michaelisova-Beckerova adice alkalické soli dialkylfosfitu na chlorid
karboxylové kyseliny (Schema 10) [50]. Tato metoda je vSak limitovana pfeskupenim

bis(fosfonétu) na fosfono-fosfat (Schema 11) [51].

Cl 1
ARt MPO5R', ,THF,-100°C R POsR
R >
AN 2. H,0 HO
0 POsR,

Schema 10. Syntéza tetraalkyl 1-hydroxymethylenbis(fosfonatu) (if).

PO;RY, POs;R',

R R
> — X
HO PO3R12 H O_PO3R12

Schema 11. Pfesmyk bis(fosfonatu) na fosfono-fosfat.

[-aminomethylenbis(fosfonaty) (R' = NH,)

Reakeci nitrilti s kyselinou fosforitou a bromidem fosforitym lze pfipravit 1-amino-

methylenbis(fosfonovou) kyselinu (Schema 12) [25].

R POsH,
H3PO;
RCN —>PB
]
3 KN PO3H,

Schema 12. Syntéza 1-aminomethylenbis(fosfonatu).
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[-sulfanylmethylenbis(fosfondty) (R' = SR)

Reakei tetraalkyl methylenbis(fosfonatového) karbaniontu s disulfidy lze ziskat
1-sulfanylmethylenbis(fosfonaty) (Schema 13) [25].

PO;R! — PO;R!
H % 4 NaH, THF R—S -

- X<
2. RSSR, THF H POSR',

Schema 13. Syntéza tetraalkyl 1-sulfanylmethylenbis(fosfonatu).

H PO;R’,

V podobném vyctu by se dalo pokracovat, neni to vSak predmétem této prace. Vyse
uvedeny piehled ma pouze nastinit nckteré obecné postupy piipravy gemindalnich
bis(fosfonatit). Na zavér je tieba zminit, ze modelové syntézy vztahujici se na pfimé zavedeni
charakteristickych skupin na a atom uhliku nejsou ze syntetického hlediska pfilis vhodné pro
konjugacni reakce, nebot’ piitomnost bis(fosfonové) skupiny vyrazné snizuje reaktivitu
blizkych funkénich skupin (napt. —NH»). Pro tento cel je mnohem vyhodnéjs$i propojeni
funk¢ni a bis(fosfonové) skupiny napt. C; alkylovym fetézcem (H.N—(CH,),—~CH(PO;H>).),
nebo pies disubstituované aromatické jadro (H.N—CsH,—CH(POsH,),) [38].
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2.4 Cil prace

Hlavnim cilem této prace byla optimalizace syntézy 1-(p-aminobenzyl)methylen-
bis(fosfonové) kyseliny 3 [52] a pfiprava zcela nové 1-(p-isothiokyanatobenzyl)methylen-
bis(fosfonové) kyseliny 4 (Obrazek 6). Dalsim cilem bylo studium konjugacnich reakci obou
sloucenin 3 a 4 s modelovymi latkami za vzniku thiomocovinové vazby (N—C(S)—N).
V ptipad¢ 1-(p-isothiokyanatobenzyl)methylenbis(fosfonové) kyseliny 4 byly zkoumany
konjugaéni reakce s amoniakem (konjugat NH3;-BBPH), glycinem (konjugit Gly-BBPH)
a s fluoresceinaminem (konjugat F-BBPH) (Obrazek 7). Dulezitou alternativni cestou
k syntéze F-BBPH byla reakce 1-(p-aminobenzyl)methylenbis(fosfonové) kyseliny 3
s fluoresceinisothiokyanatem.

Tyto modelové reakce maji poslouzit jako zdroj informaci pro konjugace
vybrana diky relativné snadné ptipravitelnosti, a zaroven diky pomérné¢ bohatym zkuSenostem

s jeji chemii v nasi pracovni skupiné.

H2N SCN
PO,H
(3) 372 (4)

PO;H,

Obrazek 6. 1-(p-aminobenzyl)methylenbis(fosfonova) kyselina 3
a 1-(p-isothiokyanatobenzyl)methylenbis(fosfonova) kyselina 4.

>-HN H
PO3H, H,N N
T PO3H,
PO3H, S

(F-BBPH) PO3H,
(NH3-BBPH)

HOOC N N
~~— T PO3H2
O S
PO3H,
(

Gly-BBPH)
Obrazek 7. Konjugaty F-BBPH, NH3;-BBPH a Gly-BBPH.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Seznam pouZitych chemikalii®
Chemikdlie
aktivind UhIT ..o Fluka
ATZON 5.0 oottt e b e e ees Linde
amoniak (25% vodny roztok)
DENZOTENON ...t Fluka
bromovodik (33% roztok v bezvodé ACOH) ..........ccovvevrveennenn. Merck
chlorid sodny
dibrommethan ... Fluka
Araslik ...oooeiii e Ferak
fluoresceinamin (IZOmMer 1) .......cccveeeviieiiiieeieecee e Sigma-Aldrich
fluoresceinisothiokyanat (izomer 1) .......cccooeveeevierieiciienieeienne, M. Kacenka [53]
Fod o3 1 o LRSS Reanal
hydrid sodny (60% suspenze v mineralnim oleji) .........cccceueeee. Fluka
hydroXid SOANY ......cccueeiiiiiiiiieeiieeee e Lach-Ner
kyselina chlorovodikova (36% vodny roztok)
ninhydrin
Pp-nitrobenzylbromid ...........ccoocieiiiiiie e Fluka
palladium (10% disperze v aktivnim uhli) .......cccoceviiiiniennnne Sigma-Aldrich
SOAIK .t Fluka
tetracthyl methylenbis(fosfonat) .........ccccoevvvevciieniiieciceee V. Kubicek [39]
thIOTOSEEN ..ot Fluka
trICthYlamMIN ..o Lach-Ner
tICthYITOSTI oot Fluka
trimethylsilylbromid ...........cccoeeviiieiiiiiiieeeeeee e, Across Organics
VOAIK 3.0 L. Linde

Neni-li uvedeno jinak, chemikalie jsou produkty firmy Penta (Lachema).
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Rozg0u§tédla&

acetonitril

aceton

chloroform

diethylether

dichlormethan

ethanol - denaturovany hexanem
methanol

tetrachlormethan
tetrahydrofuran (Na, K/benzofenon)
toluen (Na, K/benzofenon)

voda destilovana

Deuterovand rozpoustédla
D120 (99,8% D) e Chemotrade
CDCl5(99,8% D) ettt Sigma-Aldrich

lontomeénice a sorbenty

silikagel (Silicagel 60) ......cccoeeeveriieriiieeie e Merck

XAD (Amberlite XAD-1180, 2050 mesh) ......ccccceevvervreneennen. Fluka

slaby katex (Amberlite CG 50, 160-200 mesh) .........c.cceeunee.e. Fluka

silny katex (Dowex 50WX4-100, 50—100 mesh) ..........ccccuve...e. Sigma-Aldrich
silny anex (Dowex 1, 100—200 mesh) ........ccccvvevvrveerciieiniieeiienee Fluka

Mobilni faze
MF;: izokratickd eluce THF:CH,Cl, (1:2)
MF;: gradientova eluce (H.O — 25% vodny EtOH — 50% vodny EtOH — Me,CO)

& Deoxygenace rozpoustédel byla provedena destilaci pod argonem, jiz ptedchézela pfipadna

Cistici procedura uvedend v zavorce [54].
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3.2 Metody charakterizace

Spektroskopie NMR
'H, PC, a *'P NMR spektra byla méfena na spektrometrech Varian VNMRS 300
a Varian "N"™INOVA 400 na PiF UK. Pro méfeni byly pouzity 5 mm NMR kyvety. Teplota

pfi métfeni byla 25°C. Rezonanéni frekvence a standardy pro referenci uvadi Tabulka 3.
Hodnoty chemickych posunii jsou uvadény v ppm u 'H s piesnosti na dvé desetinnd mista, u

BC a*'P s piesnosti na jedno desetinné misto.

Tabulka 3. Métena jadra, jejich rezonancni frekvence a standardy v NMR spektroskopii.

Métene Rezonanéni frekvence (MHz) Standardy
jadro | Varian VNMRS 300 | Varian """ /NOVA 400
'H 299,94 399,94 t-BuOH 6y = 1,25 ppm;
BC 75,4 100,6 -BuOH J¢ = 32,0 ppm a 72,2 ppm
p 121,4 161,9 H;PO, (e) dp = 0,00 ppm

Pfi méfeni vétSiny *'P a *C NMR spekter byl pouzit decoupling jader 'H. Spektra byla
méfena v Cistych deuterovanych rozpoustédlech (CDClL, D,0O), v nedeuterovanych
rozpoustédlech nebo v jejich smési, udaje pro konkrétni méfeni jsou uvedeny v navodech

u prislusnych latek v syntetické ¢asti.

Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektra byla méfena na spektrometru Bruker ESQUIRE 3000 s ESI
(,,Electrospray lonization®) jako zdrojem iontl a IT (,,lon Trap*) detektorem. Ziskdna byla
spektra kladnych (+) 1 zdpornych (—) iontd. Uvedeny jsou intenzivni signaly, jez se podafilo

interpretovat.

Rentgenova strukturni analyza

Difrakéni data byla zméfena pti 150 K (Cryostream Cooler, Oxford Cryosystem)
na piistroji NONIUS KAPPA CCD s Mo-K, zifenim (1=0,71073 A) a analyzovana
v programu HKL DENZO [55]. Fazovy problém byl feSen pomoci programu SIR92 [56].
Uptesnéni parametrii bylo provedeno programem SHELXL97 [57].
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Tenkovrstvd chromatografie (TLC)

Chromatografie na tenké vrstvé byly provadény na hlinikovych destickach s vrstvou
silikagelu a aluminy impregnované fluorescencnim barvivem (Merck 1,0554 Fis4)
a destickach s celulozou (Silufol, sklarny Kavalier). Soustavy: S;: EtOH — konc. NH;—H,O
(5:2:5 - ETAV); S;: THF — CH,Cl, (1:2). Detekéni metody: D;: RozpraSeni 0,5% roztoku
ninhydrinu v EtOH na chromatogram dokonale zbaveny rozpoustédel a nasledné vyvolani
proudem vzduchu (50-70 °C) z horkovzdusné pistole; D,: UV Lampa (4,=254 nm,
A2=366 nm).
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3.3 Syntéza
3.3.1 1-(p-nitrobenzyl)methylenbis(fosfonova) kyselina (2)

PO,Et, O2N
1. NaH, Tol POsEt
O,N
POsEt, o O\/Br’ Tol ) PO;Et
AN
SLS
O
?~
O,N
PO3H>

Schema 14. Syntéza 1-(p-nitrobenzyl)methylenbis(fosfonové) kyseliny (2).

K roztoku 2,00 g (50 mmol) 60% hydridu sodného v 50 ml toluenu byl v protiproudu
argonu a za chlazeni (0°C) pomalu piikapan roztok 12,96 g (45,0 mmol) tetraethyl
methylenbis(fosfonatu) v 35 ml toluenu. Po uvolnéni vodiku a ohtati smési na RT (cca 2 h)
byl jednorazové ptidan roztok 6,48 g (30,0 mmol) p-nitrobenzylbromidu v 60 ml toluenu.
Vznikld hnédd olejova suspenze byla michana 2h pfi RT (monitorovano *'P NMR
spektroskopii). Reakce byla zastavena pfidavkem EtOH. Reakcéni smés byla odpatena do
sucha na RVO. K odparku bylo pfidano 50 ml H,O a vznikla smés byla extrahovana 3 x 50 ml
CHCL. Spojené organické faze byly odpafeny do sucha na RVO. Takto vznikly odparek
obsahujici nitroderivat 1 (Cistota 60 % podle *'P NMR spektra) byl pfimo hydrolyzovan v 50
ml 33% roztoku HBr v bezvodé AcOH (4 d, monitorovano *'P NMR spektroskopii). Reakéni
smes byla odpatfena do sucha na RVO. Nadbytek HBr/AcOH byl odstranén nckolikerym
odpatenim smési s H,O. Dale byla smés po pfidavku H,O zfiltrovana za horka a ¢iSténa
chromatograficky na slabém katexu (v H' cyklu), kde byly jeji slozky déleny izokraticky
vodou na zaklad¢ hydrofobni interakce. Nejprve byla eluovana methylenbis(fosfonova)
kyselina, poté vysledny produkt 2. Odpafenim na RVO bylo ziskano 7,40 g volné kyseliny
nitroderivatu 2 ve formé Zlutého oleje (79 % vytéZek, pocitdno na p-nitrobenzylbromid).
Volnou krystalizaci z vody byly pfipraveny nazloutlé destiCkovité monokrystaly vhodné pro

stanoveni RTG analyzy.

-22 -



Charakterizace:

NMR (D,O): 'H 6 2,74 (CH—P, 1H, tt, *Jus = 6,40 Hz, *Jpy = 23,2 Hz); 3,27 (CH,, 2H, dt,
*Jun = 6,40 Hz, °Jouy = 16,4 Hz); 7,45 (CH—C—CH,, 2H, d, *Jun = 8,80 Hz); 8,02 (CH—C—N,
2H, d, *Jus = 8,80 Hz); *C {'H} 6 33,2 (CH,, 1C, s); 41,7 (CH—P, 1C, t, 'Joc= 127 Hz); 125,8
(CH—C—N, 2C, s); 132,1 (CH—C—CH,, 2C, s); 148,4 (C—N, 1C, s); 150,4 (C—CH,, 1C, t,
3Jhe=7,54Hz ) P {'H} 6 23,7 (P, 2P, s)

MS: (-)291,9 (M-H;0%); 309,9 (M-H")

(+) 334,1 (M+Na"); 356,1 (M+2Na'-H"); 377,1 (M+3Na'-2H")
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3.3.2 1-(p-aminobenzyl)methylenbis(fosfonova) kyselina (3)

O,N H,N
PO3 H2 H2 PO3 H2
Pd/C
PO-H
2) PO3H, @3) 3H;

Schema 15. Syntéza 1-(p-aminobenzyl)methylenbis(fosfonové) kyseliny (3).

Do 100 ml baniky bylo navazeno 40 mg 10% Pd/C. Po vyfoukani argonem byl piidan
roztok 400 mg (1,29 mmol) nitroderivatu 2 v 5 ml H,O. Smés byla hydrogenovana H,
po dobu 24 h (pod balénkem) pti RT. Produkt 3 se v reakéni smési vyloucil v podob¢ bilého
prasku.

Filtraci byly odstranény zbytky nedoreagovaného nitroderivatu 2. K pevnému podilu
obsahujicimu produkt 3 a Pd /C bylo na frit¢ pfidano 5 ml H,O a vodny roztok Et;:N
do rozpusténi produktu (pH ~ 6). Opétovnou filtraci se produkt (filtrat) odd¢lil od Pd /C.
Produkt byl po piecisténi na slabém katexu (H" cyklus, eluce vodou) ziskan ve formé volné
kyseliny. Odpafenim na RVO bylo ziskdno 293 mg aminoderivatu 3 ve formé& bilého prasku
(81 % vytézek, pocitdno na nitroderivat 2). Vysledny produkt byl volnou krystalizaci z vody

ziskéan ve forme bezbarvych jehlicovitych krystalti vhodnych pro stanoveni RTG analyzy.

Charakterizace:
NMR (D,O): 'H ¢ 2,21 (CH—P, 1H, tt, *Jus = 6,40 Hz, *Jpu = 21,6 Hz); 3,05 (CH,, 2H, dt,
3Jin = 6,40 Hz, *Jpi = 15,6 Hz); 6,81 (CH—C—CH,, 2H, d, *Jun = 8,40 Hz); 7,23 (CH—C—N,
2H, d, *Jus = 8,40 Hz); BC {'H} 6 17,0 (CH,, 1C, s); 43,0 (CH—P, 1C, t, 'Joc = 114 Hz); 118,1
(CH—C—N, 2C, s); 131,3 (CH—C—CHo,, 2C, s); 135,0 (C—CHa, 1C, t, *Jpc = 7,64 Hz ); 144,6
(C—N, 1C, s); *'P {'H} 6 22,9 (P, 2P, s)
MS: (-)261,9 (M-H;0%); 279,9 (M-H")

(+) 304,1 (M+Na"); 226,1 (M+2Na'—H"); 348,1 (M+3Na'-2H")
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3.3.3 1-(p-isothiokyanatobenzyl)methylenbis(fosfonova) kyselina (4)

HN SCN
PO3H, CSCl, PO;H,
—_—
CCl,
(3) PO;H; @) PO3H,

Schema 16. Syntéza 1-(p-isothiokyanatobenzyl)methylenbis(fosfonové) kyseliny (4).

K 200 mg aminoderivatu 3 (0,62 mmol) bylo ptfidano 10 ml H,O a vodny roztok Et;N
do rozpusténi reaktantu (pH ~ 6). Hamiltonovou injekéni stiikackou bylo 140 pl (1,86 mmol)
CSClL, ptidano do 10 ml CCly a vznikly roztok byl jednorazové pfidan k vodné fazi. Reakéni
smés byla intenzivné michana po dobu 16 h pii RT.

Konec reakce byl detekovan na 7LC (D) (vymizeni fialového zabarveni po reakci
s ninhydrinem). Organické faze byla oddélena a vodna faze byla extrahovana 2 x 10 ml CCl,,
a poté¢ 2 x 10 ml Et,O, a pfeciSténa na slabém katexu (odstranén Et;N). Odpafenim do sucha
na RVO bylo ziskdno 204 mg isothiokyanatu 4 v podobé bilého prasku (konverze > 99 %
podle *'P a '"H NMR spekter).

Charakterizace:
NMR (D,O): 'H 6 2,27 (CH—P, 1H, tt, *Jus = 6,90 Hz, *Jpy = 21,6 Hz); 3,13 (CH,, 2H, dt,
*Jun = 6,90 Hz, *Jou = 15,6 Hz); 7,26 (CH—C—CH,, 2H, d, *Jun = 6,30 Hz); 7,40 (CH—C—N,
2H, d, *Jus = 6,30 Hz); ®C {'H} 6 33,5 (CH,, 1C, s); 43,6 (CH—P, 1C, t, 'Joc = 114 Hz); 127.8
(CH—C—N, 2(C, s); 130,5 (C—N, 1C, s); 132,4 (CH—C—CH,, 2C, s); 135,2 (C=S, 1C, s);
144,0 (C—CH,, 1C, t, *Joc = 7,85 Hz) *'P {'H} 6 22,3 (P, 2P, s)
MS: (-) 303,8 (M—H;0"); 321,8 (M-H")

(+) 324,0 (M+H"); 346,0 (M+Na"); 367,9 (M+2Na™—H"); 389,9 (M+3Na'-2H")
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3.3.4 Konjugat 1-(p-isothiokyanatobenzyl)methylenbis(fosfonové) kyseliny
s amoniakem (NH3;-BBPH)

SCN H,N
POH,  NH; \H/ PO3H,
—»
pH=28

(4) P03H2 S PO3 H2
(NH5-BBPH)

Schema 17. Syntéza konjugatu 1-(p-isothiokyanatobenzyl)methylenbis(fosfonové) kyseliny
s amoniakem (NH;-BBPH).

Do 10 ml baniky bylo navaZzeno 10 mg isothiokyanatu 4 (31 umol) a bylo ptfiddno
0,5 ml H,O. Poté bylo upraveno pH na hodnotu 8 pridavkem NH;. Reak¢ni smés byla 1 h
michana pii RT. Odpafenim na RVO byl ziskén konjugat NH;-BBPH ve formé bilého prasku
(konverze > 95 % podle *'P a '"H NMR spekter). Konjugat nebyl dale doc¢istovan.

Charakterizace:
NMR (D;O): 'H § 2,18 (CH—P, 1H, m); 3,12 (CH,, 2H, m); 7,21 (CH—C—CH,, 2H, d,
3Jun = 8,09 Hz); 7,46 (CH—C—N, 2H, d, *Jun = 8,09 Hz); *'P {'H} 6 20,3 (P, 2P, s)
MS: (-)320,9 M-H;0"); 338,9 (M—H")
(+) 341,0 (M+H"); 363,0 (M+Na"); 384,9 (M+2Na™—H")
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3.3.5 Konjugat 1-(p-isothiokyanatobenzyl)methylenbis(fosfonové) kyseliny
s glycinem (Gly-BBPH)

H
SYN\/COOH
HN

PO3 H2 G|y PO3 H2

pH=9
(4) PO3H2 PO3 H2
(Gly-BBPH)

SCN

Schema 18. Syntéza konjugatu 1-(p-isothiokyandtobenzyl)methylenbis(fosfonové) kyseliny
s glycinem (Gly-BBPH).

Do 10 ml baiiky bylo navazeno 21 mg isothiokyanatu 4 (65 umol) a 5 mg (67 umol)
glycinu. Poté bylo upraveno pH na hodnotu 9 ptfidavkem NaOH. Reak¢ni smés byla 24 h
michana pfi RT. Odpafenim na RVO byl ziskan konjugit Gly-BBPH ve form¢ svétle
Cerveného sklovitého materidlu (konverze > 95 % podle *'P a '"H NMR spekter). Konjugat

nebyl déle docist'ovan.

Charakterizace:
NMR (D;0): 'H 6 2,23 (CH—P, 1H, tt, *Jiu = 6,90 Hz, *Jpiy = 21,3 Hz); 3,14 (CH,—CH—P,
2H, dt, *Jun = 6,90 Hz, *Jey = 15,6 Hz); 4,05 (CH,—N, 2H, s); 7,24 (CH—C—CH,, 2H, d,
*Jun = 8,40 Hz); 7,46 (CH—C—N, 2H, d, *Jiu = 8,40 Hz); “C {'H} § 33,6 (CH,—CH—P, 1C,
s); 43,8 (CH—P, 1C, t, 'Jec = 120 Hz); 50,7 (CH,—N, 1C, s); 128,3 (CH—C—N, 2C, s); 132,5
(CH—C—CH,, 2C, s); 136,4 (C—N, 1C, s); 144,0 (C—CH,—CH, 1C, t, *Jpc = 8,3 Hz); 174,9
(C=0, 1C, s); 182,0 (C=S, 1C, s); *'P {'H} 6 19,1 (P, 2P, s)
MS: (-)378,9 (M-H;0"); 396,8 (M-H")

(+) 399,1 M+H")
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3.3.6 Konjugat 1-(p-isothiokyanatobenzyl)methylenbis(fosfonové) kyseliny

s fluoresceinaminem (F-BBPH)

S
e S
POsH
e FA L UN PO3H,
pH=8

(4) PO3sH2
(F-BBPH)

Schema 19. Syntéza konjugatu 1-(p-isothiokyandtobenzyl)methylenbis(fosfonové) kyseliny

s fluoresceinaminem (F-BBPH).

K odvédzenému mnozstvi 20 mg (62 pmol) isothiokyanitu 4 a 22 mg (63 umol) FA byly
pfidany 2 ml H,O. K vzniklé suspenzi byl za intenzivniho michani pomalu pfiddvan roztok
NaOH do vzniku cerveného roztoku (pH ~ 8). Reakéni smés byla 5 h michana pii RT.
Odpatenim na RVO byl ziskdn konjugat F-BBPH ve formé syt€¢ cervené¢ho sklovitého
materialu (konverze > 80 % podle *'P NMR spektra). Konjugat nebyl dale do¢istovan.

Charakterizace:
NMR (D,0): *'P {'H} § 21,7 (P, 2P, s)
MS: (-) 668,9 (M-H")
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3.3.7 Konjugat 1-(p-aminobenzyl)methylenbis(fosfonové) kyseliny
s fluoresceinisothiokyanatem (F-BBPH)

S
POsH
3H2 FITC HN POsH:2

POsH2
(F-BBPH)

Schema 20. Syntéza konjugatu 1-(p-aminobenzyl)methylenbis(fosfonové) kyseliny
s fluoresceinisothiokyanatem (F-BBPH)

K odvaZzenému mnoZzstvi 20 mg (71 umol) aminoderivatu 3 a 28 mg (72 pmol) FITC
byly pfidany 2 ml H,O. K vzniklé suspenzi byl za intenzivniho michani pomalu pfidavan
roztok NaOH do vzniku ¢erveného roztoku (pH ~ 8). Reakéni smés byla 5 h michana pfi RT.
Odpatfenim do sucha na RVO byl ziskan konjugit F-BBPH ve formé& syté¢ cerveného
sklovitého materialu (konverze >99 % podle *'P a "H NMR spekter). Konjugat nebyl dale

docist'ovan.

Charakterizace:

NMR (D;O): '"H ¢ 2,25 (CH—P, 1H, tt, *Juu = 6,40 Hz, *Jpy = 20,8 Hz); 3,18 (CH,, 2H, dt,
*Jun = 6,40 Hz, *Jpu = 15,6 Hz); 6,64—6,66 (4H, m) 7,29 (CH—C—CH,, 2H, d, *Jus = 9,60 Hz);
7,35 (3H, d, *Juu = 8,40 Hz); 7,52 (CH—CH—C—CH,, 1H, d, *Juu = 8,00 Hz); 7,63 (1H, m);
7,77 (1H, m); “C {'H}¥ 6 33,7 (CH,, 1C, s) 44,0 (CH—P, 1C, t, 'Jyc = 112 Hz); 176,5 (C=0,
1C, s) 182,7 (C=S, 1C, s); *'P {'H} 6 21,7 (P, 2P, s)

MS: (-) 651,0 M—H;0"); 669,0 (M—H")

¥ Uvedeny jsou pouze signaly, které byly pIné p¥ifazeny.
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Optimalizace syntézy 1-(p-aminobenzyl)methylenbis(fosfonové)

kyseliny (3)

Hlavnim cilem této prace bylo optimalizovat syntézu 1-(p-aminobenzyl)methylen-
bis(fosfonové) kyseliny 3, kterou v minulosti pfipravil a patentoval Benedict et.al. [52]. Jeho
postup je znazornén ve Schematu 21. Nejednd se sice o novou latku, nicméné vytézek

publikované syntézy je pomérné nizky (26 %).

PO, Et, O:N
1. KH, 5°~RT, Tol _

O,N
POsEt; 2, \©\/Br, Tol 1)

HyN HoN
PO3H; ? PO;Et
<HC sEL
reflux

(3) PO3H; POsEt,
Schema 21. Syntéza 1-(p-aminobenzyl)methylenbis(fosfonové) kyseliny (3) dle literatury [52].

Proto byl k ptipravé 1-(p-aminobenzyl)methylenbis(fosfonové) kyseliny zvolen alter-

nativni tiikrokovy postup, ktery byl do jisté miry modifikaci publikované syntézy (Schema 22).

PO, Et O;N
°~% 1. NaH,5~RT,Tol _ POsEt,

O,N
PO;Et, 2. \©\/ Br,Tol (1) %
N
NA/

HoN Oo,N
PO3H, H PO3H,
4—2
Pd/C
POs;H POs;H
(3) 32 (2) 32
Schema 22. Syntéza 1-(p-aminobenzyl)methylenbis(fosfonové) kyseliny (3).

PO,Et,
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V prvnim kroku byl pfipraven tetraethyl 1-(p-nitrobenzyl)methylenbis(fosfonat) 1
reakci p-nitrobenzylbromidu s nadbytkem tetracthyl methylenbis(fosfonatu). V druhém kroku
byly nejprve hydrolyzovany ethylesterové funkce pomoci roztoku bromovodiku v bezvodé
kyseliné octové, a poté byla vznikld 1-(p-nitrobenzyl)methylenbis(fosfonovd) kyselina 2
hydrogenovéna na 1-(p-aminobenzyl)methylenbis(fosfonovou) kyselinu 3. Tim je zvoleny
postup vyrazné odliSny od publikované syntézy, kde byl nejprve hydrogenovan nitroderivat 2
na tetraethyl 1-(p-aminobenzyl)methylenbis(fosfonat), jenz byl dale hydrolyzovan kyselinou
chlorovodikovou na aminoderivat 3.

Alternativni metodou bylo dosazeno 64% vytézku (pfiblizné 2,5 krat vic nez v ptipadé

publikované syntézy).

4.1.1 Tetraethyl 1-(p-nitrobenzyl)methylenbis(fosfonat) (1)

vvvvvv

nebot’ byla komplikovdna vznikem nezddouciho vedlejSiho produktu tetraethyl 1,1-bis(p-

nitrobenzyl)methylenbis(fosfonatu) (Obrazek 8).

Et,O;P PO,EL,

Obrazek 8. Vedlejsi produkt tetraethyl 1,1-bis(p-nitrobenzyl)methylenbis(fosfonat).

Tetracthyl methylenbis(fosfonat) reaguje s hydridem sodnym za vzniku sodného
karbaniontu a uvolnéni vodiku. Tento karbanion miize reverzibilné reagovat s produktem 1
za vzniku vychoziho tetracthyl methylenbis(fosfonatu) a monosubstituovaného sodného
karbaniontu (Schema 23). Monosubstituovany karbanion je siln¢j$im nukleofilem nez
methylenbis(fosfonatovy) karbanion, a ochotnéji reaguje s p-nitrobenzylbromidem za vzniku

nezadouciho disubstituovaného nitroderivatu (Schema 24).

O,N

PO3Et2 02N PO3Et2 H PO3Et2 PO3Et2
H—@ + —~— >< + @

PO4E, (1) H po,Et, H  po,Et, PO,Et,

Schema 23. Vznik monosubstituovaného sodného karbaniontu.
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POsEt,  O,N o,N= ) FOsEL o
o MO e 2
PO, Et, 2 PO;Et,

Schema 24. Vznik nezadouciho disubstituovaného nitroderivatu.

Jeho vznik se d4 omezit (nikoliv vSak Uplné potlacit) pouzitim piebytku tetraethyl
methylenbis(fosfonatu). Z definice reakéni rychlosti imérné soucinu rychlostni konstanty a
koncentrace  reaktantu  vyplyva, Ze  zvySovanim = nagenerované¢ho  mnozstvi
methylenbis(fosfonatového) karbaniontu lze tlumit vliv silnéj$i nukleofilni aktivity
monosubstituovaného karbaniontu. Diky tomu p-nitrobenzylbromid reaguje piednostné
s methylenbis(fosfonatovym) karbaniontem za vzniku produktu 1. Je piekvapujici,
ze publikovana syntéza se timto problémem nezabyva, nebot’ uvedeny molarni pomér obou
reaktanta je 1:1. Mén¢ piekvapujicim je z toho plynouci disledek — relativné nizky vytézek.
Na druhou stranu nezreagovany tetracthyl methylenbis(fosfonat) piedstavuje problém v
podobé¢ dalsi Spatné délitelné latky z reakéni smési. Proto bylo potieba pro snadngjsi ¢isténi
najit takovy pomér reaktantli, aby vznikalo co nejméné disubstituovaného nitroderivatu, a
zaroven aby v reakéni smési nezlstalo pfiliS mnoho nezreagovaného methylenbis(fosfonatu).
Z vyzkousenych pomérii se nakonec nejvyhodnéjsim ukazal 50% piebytek
methylenbis(fosfonatu), kdy disubstituované¢ho nitroderivatu opakované vznikalo piiblizné
5-10 % (podle *'P NMR spekter). Vlastni reakce byla provadéna pod argonovou atmosférou
v suchém a deoxygenovaném rozpoustédle.

Cisté rozpoustédlo bylo nejprve nékolik hodin refluxovano s oxidem fosforeénym,
predestilovano, a poté znovu refluxovano s platky cerstvé nakrijeného sodiku (drasliku),
a nakonec znovu predestilovano (vSe pod argonovou atmosférou) [54]. Pii posledni destilaci
byl do rozpoustédla ptidan pfiblizn€¢ 1 g benzofenonu (Obrazek 9), ktery je v pfitomnosti
sodiku redukovan na intenzivné modie zbarveny ketylovy radikdl. Modré zbarveni indikuje

kvantitativni odstranéni kysliku a vody z aparatury.

O

Obrazek 9. Benzofenon.
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Vlastni vybér rozpoustédel (THF a toluen) nemél na pribeh reakce zasadni vliv.
Tendence THF snadno pohlcovat vzdusny kyslik a vlhkost pti del§im stani vSak vyzadovala
novou destilaci pfed kazdou dalsi syntézou. Toluen (ktery je navic levnéjsi nez THF) ztstal
v suchém a deoxygenovaném stavu mnohem delsi dobu.

Pouzitim deoxygenovanych rozpoustédel se zaroven zamezilo vzniku hydroxidu
sodného (reakci NaH s kyslikem), ktery na rozdil od NaH neni dostate¢né silnd baze
pro deprotonizaci methylenbis(fosfonatu) za vzniku karbaniontu.

Nicméné i pfes omezeni vzniku disubstituovaného nitroderivatu bylo ¢isténi produktu
1 pomoci veskerych zkousenych chromatografickych metod netispésné. Izokraticka sloupcova
chromatografie na silikagelu (mobilni faze MF,) nevedla k odd¢leni i piesto, ze TLC (S,, D»)
znamky dé€leni vykazovala (R, di = 0,5; R, mono = 0,7). Gradientova eluce na XADu (mobilni
taze MF,) také ocekavané déleni nepfinesla. Hydrofobni ethylesterové funkce, spole¢né
pro vSechny tii latky, tedy byly zfejmé dominantni, a urCovaly tak pribéh chromatografii.
Proto byla reakéni smés obsahujici tetraethylestery nitroderivatu 1 (60 % podle *'P NMR
spektra), disubstituované¢ho nitroderivatu (piiblizné¢ 10 %) a nezreagované¢ho methylen-
bis(fosfonatu) (piiblizn€é 30%) zhydrolyzovana, aby byl potla¢en dominantni vliv esterovych

funkect, a podafilo se latky odseparovat ve formé¢ volnych kyselin.

4.1.2 1-(p-nitrobenzyl)methylenbis(fosfonova) kyselina (2)

Produkt 2 byl ptipraven kyselou hydrolyzou reakéni smési obsahujici nitroderivat 1
(60% podle *'P NMR spektra) pomoci 33% roztoku bromovodiku v bezvodé kyseliné octové
pfi RT (Schema 14). Reakce probihala bez vyraznych problémi, nékteré drobnéjsi
komplikace budou diskutovany dale.

Pivodné byla reakéni smés hydrolyzovana konc. HCI (reflux, pfes noc). V pribéhu
reakce vSak byla pozorovana zména ze Zlutého roztoku na kaln& zelenou smés obsahujici
Spatné definovatelné kusy zlutozelené srazeniny (a to i v ptipad¢ hydrolyzy pfi nizsi teplo-
t€, 80 °C). Po odfiltrovani makroskopickych necistot za horka byl ziskdn jiz homogenni
zeleny roztok.

Zaroven byly vyzkouSeny dalsi dvé hydrolytické metody. Kyseld hydrolyza roztokem
33% bromovodiku v bezvodé¢ kyselin¢ octové pii RT byla vyrazné pomalejsi (4 d), byl vSak
ziskén Cerveny homogenni roztok. Po ptfidani vody doslo sice také k ¢asteCnému vysrazeni

nekteré ze slozek systému, ale v mnohem mensi mife nez v piipadé hydrolyzy pomoci HCI.

-33-



Stejné jako v predchozim piipadé byla provedena filtrace za horka, aby se roztok obohatil
o produkt 2, ktery ma ve vodé vysoky teplotni gradient rozpustnosti.

Posledni zminovana hydrolyza jiz nepiinesla zadné vyrazné zlepSeni. Transesterifikace
nadbytkem TMSBr pifi RT prob&hla kvantitativné jiz po jednodennim michani smési
nitroderivatu 1. Hydrolyza trimethylsilylesterové funkce protickym rozpoustédlem probiha
okamzité. Byl ziskan cerveny roztok obdobného vzhledu jako pfiipouziti HBr v AcOH.
Po dalsim odpaieni a rozpusténi v H,O opét doslo k vytvotreni drobnych CasteCek srazeniny
jako u predchozi hydrolyzy. Z finan¢nich divodi byla nakonec upfednostnéna casoveé

Na zavér lze fici, ze vSechny tfi uvedené postupy vedly podle *'P NMR spekter
ke stejnému vysledku — tj. kvantitativni hydrolyze nitroderivatu 1 a téméf stejnym integralnim
intenzitdm vSech hydrolyzovatelnych slozek.

Zhydrolyzovand smés byla cCiSténa chromatograficky. Sloupcovou chromatografii
na XADu (mobilni faze MF>) se podafilo izolovat nitroderivat 2. Déleni na XADu je zaloZeno
na hydrofobnich interakcich, na jejichz zaklad¢ se podafilo zpomalit prichod produktu 2
(s jednim benzenovym jadrem) oproti methylenbis(fosfonové) kyseling, kterd byla eluovana
jako prvni. Zatimco dvé benzenova jadra disubstituovaného nitroderivatu (byla eluovan
posledni) interagovala se sorbentem nejsiln€ji. Presto pouze ptiblizné 30 % dé€lené smési
se podaftilo separovat a zbylych 70 % (vcetné latek zpusobujicich zelené zabarveni) zistalo na
kolon¢ a bylo vymyto v neodd€lené podobé az 6 M HCIL. Pfi¢inou mohla byt krystalizace
¢i vysrazeni n€kterych slozek na koloné. Dal§im divodem mohla byt pfili§ silnd hydrofobni
interakce benzenovych jader (jiz diive pozorovana v nasi pracovni skupiné u nékterych latek)
v kombinaci s nizkou kapacitou XADu. Je tedy mozné, Zze ziskany nitroderivat 2
a disustituovany nitroderivat vytekl z kolony pouze diky piekroceni kapacity XADu.

Z téchto duvodiu byla vyzkouSena chromatografie na slabém katexu (mobilni faze
H,0), kde byla smés na zakladé hydrofobni interakce uspé€Sné separovana. Ztraty na ionexu
byly zéroven ptekvapiv€é malé (< 10%). Touto chromatografii bylo ziskano 7,40 g
nitroderivatu 2 v podob¢ Zlutého oleje (79 % pocitdno na p-nitrobenzylbromid).

Z takto izolovaného nitroderivatu 2 byly volnou krystalizaci z vody pfipraveny
nazloutlé¢ destickovité monokrystaly vhodné pro RTG analyzu. Latka krystalovala jako

monohydrat (Obrazek 10). Vybrané RTG parametry nitroderivatu 2 jsou uvedeny v piiloze.

-34 -



081

013

023

Obrazek 10. Molekulova struktura monohydratu 1-(p-nitrobenzyl)methylenbis(fosfonové)

kyseliny (2). Molekula vody neni pro jednoduchost zobrazena.

4.1.3 1-(p-aminobenzyl)methylenbis(fosfonova) kyselina (3)

Redukce nitroderivatu 2 byla provedena zavadénim plynného vodiku z baldénku
do reakéni smési v pritomnosti katalyzatoru Pd/C (Schema 15). Tato reakce tak neni
porovnatelna s hydrogenaci podle literatury [52], nebot ta popisuje hydrogenaci ethylesterové
formy nitroderivatu 1 a nikoliv volné kyseliny 2.

Ukazalo se, ze volba vstupnich podminek méla rozhodujici vliv na prubéh reakce.
Kvantitativni konverze bylo dosazeno hydrogenaci vodikem (mirny pfetlak balonku) pfi RT
po 24h (> 90 %, monitorovano *'P NMR spektroskopii). Vicedenni hydrogenace nebo
hydrogenace za zvySené teploty (85 °C) vedly ke vzniku rozkladnych produktt.

Diky velmi omezené rozpustnosti pii vlastnim pH se aminoderivat 3 vyloucil v podobé
bilého prasku z reakéni smési zatimco rozpustny nedoreagovany nitroderivat 2 byl odstranén
filtraci. Komplikace ovSem nastala pii odd€lovani katalyzatoru od produktu v dalSim kroku.
Vlastni pH volné kyseliny 3 bylo tfeba upravit vodnym roztokem Et;N na 5-6 za vzniku
rozpustné triethylamonné soli, kterd byla filtraci odd¢lena od Pd/C. Volna kyselina 3 byla

ziskéna eluci vodou ze slabého katexu, zatimco veSkery Et;N byl zachycen na sloupci. Po
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odpateni bylo ziskdno 293 mg aminoderivatu 3 v podobé bilého prasku (81 % vytézek,
pocitano na nitroderivat 2)

Z takto izolovaného aminoderivatu 3 byly volnou krystalizaci z vody piipraveny
bezbarvé jehlicovité monokrystaly vhodné pro RTG analyzu. Latka krystalizuje jako
monohydrat (Obrazek 11). Z molekulové struktury je patrné, Ze aminoderivat 3 krystalizuje
pfi vlastnim pH (2-3) jako zwitterion (aminova skupina je protonizovand, bis(fosfonatova)
skupina nese jeden zdporny naboj). Oproti nitroderivatu 2 je aminoderivat 3 ve vod¢ pfi

vlastnim pH prakticky nerozpustny. Do roztoku ho lze pfevést az zvySenim pH na 5-6.

Vybrané RTG parametry aminoderivatu 3 jsou uvedeny v piiloze.

022R

021A

023A

Obrazek 11. Molekulova struktura monohydratu 1-(p-aminobenzyl)methylenbis(fosfonové)

kyseliny (3). Molekula vody neni pro jednoduchost zobrazena.
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4.2 Priprava 1-(p-isothiokyanatobenzyl)methylenbis(fosfonové)
kyseliny (4)

DalSim cilem prace byla pfiprava 1-(p-isothiokyanatobenzyl)methylenbis(fosfonové)
kyseliny 4, ktera byla syntetizovdna reakci aminoderivatu 3 s thiofosgenem ve dvojfazovém
systému CCL/H,O (RT, 16 h; Schema 16). Vychozi aminoderivat 3 byl rozpustén ptidavkem
vodného roztoku Et;N (pH ~ 6). Thned po pifidani halogenované faze s CSCl, byl roztok
intenzivné michdn. Konec reakce byl indikovan na TLC (D) vymizenim fialového zabarveni
vstupniho aminoderivatu 3.

Produkt 4 byl ¢istén nejprve extrakci mezi CCls/H,O. Protoze je thiofosgen omezené
rozpustny 1 ve vod¢, byla provedena reextrakce vodné faze etherem. Takto ziskany
isothiokyanat 4 (konverze > 99 % podle *'P NMR spektra) byl pfecistén na slabém katexu
(odstranén Et;N). Odpafenim na RVO byla odstranéna HCI (vznikajici jako vedlejsi produkt
syntézy). Takto bylo ziskano 204 mg isothiokyanatu 4 ve form¢ bilého prasku. Zatimco
se vSak o kvantitativnim odstranéni Et;N da snadno piesvéd¢it 'H NMR spektroskopii,
k stanoveni obsahu HCI v odparku by bylo tfeba provést napt. elementarni analyzu. Ta vSak
nemohla byt kvili malému mnozstvi produktu 4 zatim provedena. Z tohoto diivodu neni

uveden procentudlni vytézek reakce.

4.3 Modelové konjugacni reakce

Cilem konjugacnich reakci bylo zavést bis(fosfonovou) skupinu na biomolekuly.
Pro tento ucel je vyhodné pouzit bis(fosfonatu) jako tzv. building-block, ktery mize
byt jednoduchou reakci konjugovan s fadou rtiznych molekul obsahujicich charakteristickou
skupinu.

Z tohoto divodu byl syntetizovan aminoderivat 3, jehoz charakteristickou skupinou
je NH,. Z organické syntézy je znamo, e primarni aminova skupina® se mize adovat
na isothiokyanatovou skupinou za vzniku thiomocCovinové vazby (N—C(S)—N).
Aminoderivat 3 tak miZe byt jako stavebni kamen specificky konjugovan s téméf libovolnou

latkou obsahujici ve svém fetézci organicky isothiokyanat, coz umoziuje spojeni molekuly

* Zatimco primarni aminy reaguji s isothiokyanaty prakticky kvantitativn€, sekundarni aminy reaguji podstatné
hafe. Terciarni aminy uz nereaguji s isothiokyanatovou skupinou vitbec. Diky tomu bylo mozné napf-.

rozpustit isothiokyanat 4 pfidavkem Et;N, aniz by doslo ke konjugaci.
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bis(fosfonatu) s mnoha typy latek, napt. bilkovinami, dendrimery, makrocykly, fluorescenc-
nimi barvivy, 1éCivy atd.

Zatimco piitomnost primarni aminové skupiny je u fady biomolekul velmi bézna, jeji
derivatizace na isothiokyanat byva Casto obtiznd ¢i zcela nemozna. Proto byl zarovei
pfipraven i druhy ,,building-block® obsahujici bis(fosfonat) — konkrétné 1-(p-isothiokyanato-
benzyl)methylenbis(fosfonat) 4, ktery miize reagovat ptimo s primarnim aminem biomolekuly
za vzniku thiomocovinové vazby.

Cilem této prace vSak bylo pouze studium modelovych konjugacnich reakci. Isothio-
kyanat 4 byl konjugovan s amoniakem (NHi;-BBPH) a s glycinem (Gly-BBPH). Kli¢ovy
konjugat F-BBPH byl pfipraven dvéma cestami — reakci isothiokyanatu 4 s fluorescein-
aminem a reakci aminoderivatu 3 s fluoresceinisothiokyanatem.

Vsechny konjugacéni reakce byly provadény ve vodé za RT. Snahou bylo ponechat
reagovat ekvimolarni mnozstvi reaktantti. Konjugacni reakce probihaji az po deprotonizaci
aminoveé skupiny, proto bylo tieba vstupni pH upravit pifidavkem NaOH. Vyjimku tvofi
konjugace s amoniakem, kde byl jeho nadbytek zaroven pouzit k Gpravé pH. Podminky

a vysledky jednotlivych reakci uvadi Tabulka 4.

Tabulka 4. Podminky a vysledky konjugacnich reakci

Reaktanty | Produkt | pH' | #’[h] | Konverze’ [%]| M:? |MS(-)’| Schema
4 + NH; NH;-BBPH 8 1 > 95 340,23 | 338,9 | Schema 17
4+ Gly Gly-BBPH 9 24 > 95 398,26 | 396,8 | Schema 18
4+ FA F-BBPH 8 5 >80 670,52 | 668,9 | Schema 19
3+ FITC F-BBPH 8 5 >99 670,52 | 669,0 | Schema 20

Ivstupm' reakcéni pH; 2 reakeni cas; Skonverze podle *'P a 'H NMR; *relatvni moldrni hmotnost konjugatu;

5nalezen)5 signal v MS spektru (M—-H")

Z Tabulky 4 je patrné, ze vSechny reakce probihaly s vysokou konverzi (pocitano
na vstupni bis(fosfonaty), monitorovano *'P a 'H NMR spektroskopii). = Konjugace
s amoniakem byla provadéna pro otestovani reaktivity isothiokyanatu 4. Po 1 h byla reakce
ukonéena a vznikly konjugat NH;-BBPH (Obrazek 7) byl charakterizovan pomoci *'P, 'H
NMR a MS spektroskopie.

Reakce s glycinem méla za cil simulovat konjugace s peptidy. Produkt Gly-BBPH
(Obriazek 7) byl plné charakterizovan pomoci *'P, 'H, *C NMR a MS spektroskopie. V "*C
NMR spektru byl nalezen dulezity signal thiomocovinové skupiny s charakteristickym
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posunem (182,0 ppm). Po pfidani volného glycinu ke vzorku Gly-BBPH byl v 'H NMR
spektru pozorovan novy signal v alifatické oblasti s odliSnym chemickym posunem (3,56
ppm) oproti signalu CH, skupiny konjugovaného glycinu (4,05 ppm). MS spektroskopie také
potvrdila vznik konjugétu.

Klicovym produktem konjugacnich reakci byl F-BBPH (Obrazek 7), ktery ma diky
pritomnosti fluorescen¢niho barviva pifimé potencidlni vyuziti (zejména pro stanoveni
adsorpCnich  parametri  jednoduchych bis(fosfonatli) pomoci kompetitivni sorpce
na hydroxyapatit bez vyuziti radionuklidi [58]). K jeho pfipravé byly pouzity dvé komple-
mentarni cesty (4 + FA a 3+ FITC). Reakce vychézejici z aminoderivatu 3 vSak podle
ziskanych dat probihala lépe (témét kvantitativni konverze) nez reakce vychéazejici z isothio-
kyanatu 4 (konverze > 80 %). Z Casovych divodi a zejména pro nedostatek vychoziho
bis(fosfonatu) 4 nemohla byt reakce s FA opakovéna s cilem nalézt optimalni podminky pro
vy$8i konverzi. Produkt byl charakterizovan jen na zakladé *'P NMR a MS spektroskopie.
Z dalsich signali vyskytujicich se v P NMR spektru piedpokladdme piitomnost
aminoderivatu 3 (vznikajiciho bazickou hydrolyzou vodného roztoku isothiokyanatu 4)
a bis(fosfonatového) dimeru, jehoZz vznik popisuje Schema 25. V MS spektru byl nalezen
signal produktu, byly vSak pozorovany i dal$i nepfifazené signdly. DalSi charakterizace

nebyla provedena, nebot’ pii pokusech o docisténi konjugatu doslo k jeho nevratné ztrate.

PO3H; POsH;
POsH> meﬁz
HN
H,N HN
(3)

(4)

SCN

Y

PO3H2 PO3sH2

Schema 25. Vznik nezadouciho bis(fosfonatového) dimeru.

Konjugace s aminoderivatem na druhé strané probihala za stejnych podminek vyrazné
lépe. Produkt F-BBPH byl charakterizovan *'P, 'H, ®C NMR i MS spektroskopii. *'P NMR
spektrum poskytlo jediny signal. I ptes relativné dobrou shodu v integralnich intenzitach

signald '"H NMR spektra nebyly nékteré signaly aromatické oblasti jednoznacné pfifazeny
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konkrétnimu vodikovému atomu fluoresceinové casti konjugatu. Podobna komplikace
se vyskytla i v ®C NMR spektru, nicméné vznik konjugatu byl jako v pfipadé Gly-BBPH
potvrzen charakteristickym posunem signalu thiomo&ovinové vazby (182,7 ppm). Uplné
piifazeni '"H a “C NMR spektra by bylo mozné s vyuzitim 2D NMR spektroskopie.
Z casovych divodu nebyla tato méfeni provedena. MS spektrum navic vykazovalo pouze
signaly nalezejici konjugatu.

Vzhledem k tomu, ze ve vSech piipadech se jednalo o modelové reakce s cilem zjistit,
zda tyto viibec probihaji, nebylo potieba ziskat konjugaty zcela Cisté. Presto byly zkouSeny
nékteré dostupné Cistici operace (bohuzel vétSinou netspeésne).

Necistoty pfitomné v reakénich smésich lze rozdélit do dvou nésledujicich skupin.
Do prvni skupiny spadaji nizkomolekularni necistoty neobsahujici bis(fosfonovou) skupinu
(NaOH, HCI a nezreagované zbytky vychozich latek Gly, FA, FITC). K odstranéni byla
zkouSena chromatografie na ionexech (bohuZzel nelze vyuzit bézné oxidické materialy jako
napt. silikagel vzhledem k ireverzibilni interakci s bis(fosfonatovou) skupinou). Silny anex
(v AcO™ cyklu) interagoval s F-BBPH také pftilis silné. Z kolony se podatilo produkt eluovat
az 6 M HCl, zfejmé za rozkladu thiomolovinové vazby. Cisténi na slabém katexu nebylo
provadéno, protoze ikdyz predpokladame, ze by nedoslo k hydrolyze thiomocovinové vazby,
odstranily by se pouze piipadné zbytky Et;N (které lze kvantifikovat z '"H NMR spekter).
Krystalizace nebyly vzhledem k malému mnozstvi konjugati a také kviali nedostatku casu
zkouseny.

Do druhé skupiny patii bis(fosfonatové) necistoty. Ty zahrnuji jak vychozi
bis(fosfonaty) 3 a 4, tak bis(fosfonatovy) dimer (Schema 24). Tyto necistoty piedstavuji
zavazny problém, pokud ma byt vysledny konjugat pfimo vyuzit pro adsorpcni studie (napf.
na hydroxyapatit, nanomateridly, atd.). Bis(fosfondtové) necistoty by konkurovaly adsorpci
a snizovaly by efektivni povrch sorbentu. Vzhledem k relativné vysoké konverzi je vsak
téchto latek v reakénich smésich Casto zanedbatelné mnoZstvi.

Na zavér lze dodat, ze pro vlastni konjugacni reakce s biomolekulami neptfedstavuji
nizkomolekularni necistoty vcetné bis(fosfonatovych) vyrazny problém. Biomolekuly totiz
byvaji latky s relativni molarni hmotnosti > 1000 a diky tomu mohou byt snadno zbaveny

nizkomolekularnich latek ultrafiltraci.
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5. Zavér

Podatilo se optimalizovat syntézu 1-(p-aminobenzyl)methylenbis(fosfonové) kyseliny
3 s vytézkem 64 % (2,5 krat vyssi vytézek nez publikovany v literatuie [52]). Tento postup
Cisticim operacim (chromatografie, krystalizace) nebo vyrazné delSi dobé hydrolyzy estero-
vych funkci.

Uspésné byla syntetizovana zcela nova 1-(p-isothiokyanatobenzyl)methylen-
bis(fosfonova) kyselina 4. Konverze byla podle *'P a "H NMR spekter prakticky kvantitativni.

Déle byly studovany konjugacni reakce bis(fosfonatil) 3 a 4 s modelovymi slouceni-
nami za vzniku thiomocovinové vazby. Reakce isothiokyanatu 4 s amoniakem prokdzala
dostate¢nou reaktivnost -NCS skupiny. Konjugace isothiokyanatu 4 s glycinem pak tspésné
reakci aminoderivatu 3 s fluoresceinisothiokyanitem (konverze > 99 %). Pivodni cesta
k F-BBPH reakci isothiokyanatu 4 s fluoresceinaminem nebyla na zaklad¢ ziskanych dat
zcela uspésna (konverze > 80 %). Piesto se vSak domnivame, Ze obé reakce mohou vést pii
optimalnich podminkach k srovnatelnému cili. Tyto podminky vSak zatim nebyly zejména
z ¢asovych ditvodii nalezeny.

Domnivame se, ze dosazené vysledky vSak plné postacuji jako zdroj informaci pro

vvvvvv
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6. Priloha

V Tabulce 5 jsou uvedeny vybrané RTG parametry monohydratu 1-(p-nitrobenzyl)-
methylenbis(fosfonové) kyseliny 2 a monohydratu 1-(p-aminobenzyl)methylenbis(fosfonové)

kyseliny 3.

Tabulka 5. Vybrané krystalografické parametry.

Nitroderivat 2 Aminoderivat 3
Vzorec CH N OP, CH N OP,
Mr 329,13 299,15
Barva a tvar NaZloutld desticka Bezbarva jehlicka
Rozméry [mm] 0,57x0,40x0,25 0,35 x0,08 x0,02
Soustava Monoklinni Monoklinni
Prostorova grupa P2i/n P2i/c
a[A] 12,9704(2) 8,6409(2)
b[A] 6,88830(10) 23,2676(7)
c[A] 15,6311(3) 11,9193(3)
a[°] 90,00 90,00
BI°] 113,5613(9) 95,1284(18)
7 [°] 90,00 90,00
VA3 1280,12(4) 2386,82(11)
Z 4 8
Dc [g.em?] 1,708 1,665
u [mm™] 0,385 0,392
F(000) 680 1248
Celkovy pocet difrakci 2928 4704
Pocet pozorovanych difrakei (1 > 26 (7)) 2793 3336
Data; omezeni; parametry 2928;0; 182 4704; 0; 325
g.o.f. 1,053 1,030
Ri (I> 20(l)); R> (vSechna data) 0,0271; 0,0285 0,0422; 0,0733
wRi (I > 20(l)); wR. (vSechna data) 0,0732; 0,0743 0,0936; 0,1079
Maximalni zména / e.s.d. 0,001 0,000
Nejvétsi difrakéni maxima; minima [e-A~3] 0,415;-0,430 0,275;-0,504
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7. Seznam zkratek

Pouzita zkratka

Vyznam

ACOH ..o, kyselina octova

D o deuterium

Bt ethyl

F-BBPH .....ccoooiiiiiiieieieeee, konjugat 1-(p-isothiokyanatobenzyl)methylen-
bis(fosfonové) kyseliny s fluoresceinaminem;
konjugat 1-(p-aminobenzyl)methylenbis(fosfo-
nové) kyseliny s fluoresceinisothiokyanatem

FA o fluoresceinamin (izomer 1)

FITC oo, fluoresceinisothiokyanat (izomer 1)

Gly-BBPH ..o konjugat 1-(p-isothiokyanatobenzyl)methylen
bis(fosfonové) kyseliny s glycinem

Hacldp .o, 1,1-dichloromethylenbis(fosfonova) kyselina
(Clodronate)

Hahedp ..o, 1-hydroxo-1-methylmethylenbis(fosfonova)
kyselina (Etidronate)

Haedp .o 1,1-ethylenbis(fosfonova) kyselina

Himdp ..o, methylenbis(fosfonova) kyselina

Hameth .. .o, I-aminomethylenbis(fosfonova) kyselina

Hapam ..o, 1-(2-aminoethyl)-1 hydroxomethylenbis(fosfo-
nova) kyselina (Pamidronate)

Haale oo, 1-(3-aminopropyl)- 1-hydroxomethylenbis(fosfo-
nova) kyselina (Aledronate)

TUPAC .. e mezindrodni unie pro Cistou a uzitou chemii
(International Union of Pure and Applied
Chemistry)

L oo lanthanoid

ME ..ot methyl

MS hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

MSClL .o methylensulfonyl chlorid
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Pouzita zkratka Vyznam

MRI ..o tomografie magnetické rezonance (Magnetic
Rezonance Imaging)

NH;3-BBPH ... konjugat 1-(p-isothiokyanatobenzyl)methylen-
bis(fosfonové) kyseliny s amoniakem

NMR .o nuklearni magneticka rezonance (Nuclear

Magnetic Rezonance)

RT oo laboratorni teplota
RVO .. rota¢ni vakuova odparka
SPECT ..o jednofotonova emisni pocitacova tomografie

(Single Photon Emission Computing

Tomography)
THF .o tetrahydrofuran
TLC oo chromatografie na tenké vrstve
TOL .o toluen
TMS Lo tetramethylsilan
TMSBI ..o, trimethylsilylbromid
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