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Aminofosfonatové zludeniny, spdsob ich vyroby, farmaceuticky

prostriedok s ich obsahom a ich pouzitie

Oblast techniky

Vynadlez sa tyka nového terapeutického vyuzZitia amino-
fosfondtovych zld¢enin na zniZovanie hladiny lipoproteinu
(a) v plazme a tkanivach. BliZz$ie sa vynalez tyka nového
pouzitia aminofosfonadtovych derivatov na pripravu farmaceu-
tickych kompozicii, uzitoénych na liecébu chor6b alebo porich
spojenych s vysokymi koncentrédciami lipoproteinu (a) v plaz-
me a v tkanivach, ako sd napriklad aterosklerdéza, trombdza,
restendza po angioplastii a porazka. Vyndlez tieZz poskytuje
spbsob na zvysenie trombolyzy a prevencie trombdzy, a spdsob
lie¢by restendézy po angioplastii podavanim aminofosfonato-
vych zld¢enin pacientovi, ktory to potrebuje, v davkach,
u¢innych na zniZenie hladin lipoproteinu (a) v plazme a tka-
nivach. Vynadlez naviac poskytuje tiez skupinu novych amino-
fosfonatovych zlidenin na vyuzitie v hore uvedenych pouzi-

tiach a v kompoziciéch.

Doteraj$i stav techniky

Nedavne epidemiologické Studie wukazali, ze jestvuje
silné spojenie medzi zvyS$enymi hladinami lipoproteinu (a)
[Lp(a)] v plazme a v tkanivach a vznikom koronérnych srdco-
vych ochoreni, porazkami a ochorenim periférnych tepien.
Lp(a) sa v sucasnosti povazZuje za nezavisly rizikovy faktor
kardiovaskularnych choréb; naviac sa stale viac uznava jeho
vloha v podpore trombdézy zniZovanim trombolyzy, pozri na-
priklad Schreiner P. A., Morrisett J. D., Sharrett A. R.,
Patsch V., Tyroler H. A., Vu K. a Heiss G.: Lipoprotein(a)
as A Risk Factor for Preclinical Atherosclerosis", Arterio-
sclerosis and Thrombosis 13, 826 az 833 (1993); Rath M.,
Niendoxrf A., Reblin T., Dietel M., Krebber H. J. a Beisiegel

U.: Detection and Quantification of Lipoprotein (a) in the
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Arterial Wall of 107 Coronary Bypass Patients, Arterioscle-
rosis 9, 579 az 592 (1989): MBewu A. D. a Durrington P. N.:
Lipoprotein(a): Structure, Properties and Possible Involve-
ment in Thrombogenesis and Atherohenesis, Atherosclerosis
85, 1 a2 14 (1990). Stale viac sa zistujud komplikacie trom-
bézy v cievnych okluziach a akitnych kardiovaskularnych syn-
drémoch. Jeden =z mechanizmov, ktory sprostredkiva trombdzu
spojenu s uvolniovanim ateroskler6znych plakov zahfiia zvysené
hladiny lipopoteinu (a). Struktira Lp(a) pozostava z dastic
podobnych lipoproteinu s nizkou hustotou (LDL) s glykopro-
teinom, apolipoproteinom (a) [apo(a)], ktory je viazany cez
disulfidovy mostik k apo B-100 zoskupeniu na LDL. Z hladiska
$truktiry je vyznac¢na analdégia medzi apo(a) a plazminogénom,
prekurzorom plazminu, ktory Stiepi fibrin pri rozpus$tani
krvnych zrazenin. Na rozdiel od plazminogénu nie je vSak
apo(a) substrat pre plazminogénne aktivatory. Tato $truktir-
na podobnost viedla vyskumnikov k tvrdeniu a neskér k ukaz-
ke, ze apo(a) ru$i normalnu fyziologicki funkciu plazminogé-
nu a tak vedie k potencialnej trombogénovej aktivite Lp(a);
pozri napriklad: Chauhan A., Villiams N.R., Metcalfe J.C.,
Grace A.A., Liu A.C., Lawn R.M., Kemp P.R., Schofield P. M.
a Grainger D. J.: Activation of Transforming Growth Fac-
tor-p is Inversly Correlated with Three Major Risk Factors
for Coronary Artery Disease: Lipoprotein(a), LDL-Cholesterol
and Plasminogen Activator Inhibitor-1, Circulation, Vol.
90, ¢islo 4, cast 2, strana I-623 (1994); a Palabrica T. M.,
Liu A. C., Aronovitz M. J., Furie B., Furie B. C. a Lawn R.:
Influence of Human Apo(a) Expression on Fibrinolysis in vivo
in Trangenic Mice, Circulation, Vol. 90, &islo 4, cast 2.
strana I-623 (1994).

Na zaklade predpodkladanej svojej trombogénnej aktivity
zahffha sa Lp(a) tieZz do ochoreni periférnych tepien, blizsie
do porazky. Neddvne klinické vysledky ukéazali, Ze hladiny
Lp(a) v sére boli vyznamne vyS$Sie u pocientov s poréazkou ako
u porovnavacej normialnej populacie; Asplund K., Olsson T.,
Viitanen M. a Dahlen G.: Lp(a) Lipoprotein in Patients with
1, 90 az 96 (1991).
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BeZnou komplikaciou po perkutdlnej translumindlnej an-
gioplastii je restend6za, Kktord vznika v az 40 % pripadov
v priebehu 3 aZz 6 mesiacov po zasahu. Usudzuje sa, zZe hlav-
nou pric¢inou restenézy je abnormalna aktivacia a prolifera-
cia buniek vaskularnych hladkych svalov. Dékaz, Ze vysoké
hladiny Lp(a) plazmy si vo vztahu s proliferaciou a aktiva-
ciou buniek hladkych svalov sa ukutoénil in vitro a in vivo
a opisuje sa v nasledujicich dvoch Studiach: Grainger D. J.,
Kirschenlohr H. L., Metcalfe J. C., Veissberg P. L., Vade D.
P. a Lawn R. M.: Proliferation of Human Smooth Muscle Cells
Promoted by Lipopreotein(a), Science 260, 1665 az 1658
(1993); a Grainger D. J., Kemp P. R., Liu A. C., Lawn R. M.
a Metcalfe J. C.: Activation of Transforming Growth
Factor-B is Inhibited by Apolipoprotein(a), Circulation 90,
¢islo 4, c¢ast 2, strana I1-623 (1994).

Tieto $tudie viedli k hypotéze o sivise zvysenych hla-
din plazmového Lp(a) so zvySenym vyskytom restenézy. Hypoté-
za sa potvrdila vysledkami nedavnych klinickych s$tudii, kto-
ré ukazali, Zze u pacientov s vysokou hladinou plazmového
Lp(a), zniZenim hladiny Lp(a) o viac ako 50 % LDL-apheris sa
vyznamne zniZil vyskyt restenézy; pozri napriklad Yamaguchi
H., Lee Y. J., Daida H., Yokoi H., Miyano H., Kanoh T.,
Ishiwata S., Kato K., Nishikawa H., Takatsu F., Kutsumi Y.,
Mokuno H., Yamada N. a Noma A.: Effectiveness of
LDL-Apheresis in Preventing Restenosis After Percutaneous
Transluminal Coronary Angioplasty (PTCA); LDL-Apheresis An-
gioplasty Restenosis Trial (L-ART): Chemistry and Physics of
Lipids 67/68, 399 az 403 (1994).

Z hore uvedenej diskusie vyplynulo, Ze je rozumné zni-
zovat hladinu Lp(a) v plazme rizikovych pacientov so zvyse-
nymi hladinami ( >20 aZ 39 mg/100 ml). U jednotlivcov sa zda
byt koncentracia Lp(a) v znacénej miere urcend dediéne a je
silne ovplyviiovand dietnym rezimom. Preukdzalo sa, Ze rOzne
hormény (napriklad steroidnmé hormény, rastové hormény, ty-
roidné hormény) reguluji hladiny Lp(a) v plazme &loveka.
Osobitne zaujimavé je, Ze lieciva, ktoré tdcéinne znizZuju LDL,

ako je sekvestrant 2Zldéovej kyseliny cholestyramin alebo



HMGCoA- reduktazové inhibitory lovastin alebo pravastin ne-
ovplyviiuji hladinu Lp(a).Rovnako netéinné si lieciva zo sku-
piny fibratov: klofibrat alebo bazfibrat a antioxidacné lie-
&¢ivo probucol. Jedinym opisanym liecivom, ktoré zniZuje
Lp(a) je kyselina nikotinova. Aby bola kyselina nikotinova
Géinna, musi sa vS$ak pri pouzivani davkovat vo vysokych dav-
kach (4 g/deil), ¢o zasa prindSa védZne vedlajSie ucinky, kto-
ré brania jej $irokému vyuzZitiu: névaly krvi, cievne dilata-
cie a hepatotoxickost. Z uvedeného vyplyva, Ze sa doteraz
nedosiahlo rieSenie lekarskej potreby na znizZovanie hladiny
Lp(a) plazmy ako nezavislého faktora srdcovocievnych ochore-
ni.

Na rozdiel od LDL sa Lp(a) nachddza iba u cicavcov
s vysokym stupfiom vyvoja (&lovek a huméanne primaty) a je
syntetizovany vyhradne v pecdefiovych bunkach. Opice Cynomol-
gus maju Lp(a) podobny Iudskému Lp(a) vratane jedineéného
apoliproteinu apo(a). Tento primat ponika experimentalnu
prilezitost na $tddium syntézy Lp(a) a ulohy Lp(a) pri ate-
rosklerdze a trombdéze. Na vyber aminofosfondtovych derivatov
so vzorcom (I) skusSkami in vitro sa selektovali primarne
kultury hepatocytov opice Cynomolgus. Uvedené zliceniny maju
schopnost modulovat hladiny Lp(a). Pred vyberom sa systém
sktisok overil skuskami s referenénou latkou kyselinou niko-
tinovou a so steroidnymi horménmi, o ktorych je =zname, Ze

u ¢loveka znizZujd Lp(a).

Podstata vynalezu

Vynalez sa tyka neoCakdvaného zistenia, Ze derivaty
aminofosfondtov st uéinnou latkou na zniZovanie lipoproteinu
(2) v plazme a v tkanivach. Z prvého hladiska predklada ten-

to vyndlez na pouzitie zlu¢eninu so vzorcom (I):
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kde:

X! a X% mozu byt rovnaké alebo od seba rozdielne a znamenaji
vodik, nerozvetvenu alebo rozvetvenu alkylovd alebo alkoxy-
lovid skupinu, ktorda ma od 1 do 8 uhlikovych atdmov, skupinu
hydroxy alebo skupinu nitro,

x3 je vodik, alkylova skupina s 1 az 4 atémami uhlika, x30
a jeden z dvoch dalsich substituentov x1 alebo X2 méze vy-
tvarat alkylidéndioxy-kruh, ktory ma od 1 do 4 atémov uhli-
ka,

Rl a R? st rovnaké alebo od seba rozdielne, a znamenajui vo-
dik, nerozvetveni alebo rozvetveni alkylovi skupinu, ktora
ma od 1 do 6 atédmov uhlika,

B je CH,, CH, - CH, alebo CH = CH,

n je 0 alebo 1,

Z je vodik, nerozvetvena alebo rozvetvend alkylovad skupina,
ktord ma od 1 do 8 atdmov uhlika, acylova skupina R3 - co,
kde R3 je alkylovAd skupina, ktord md od 1 do 4 atémov uhli-
ka, perfluéralkylova skupina s 1 az 4 atémami uhlika,

A je vodik, CH2 - CH = CHZ' nerozvetvend alebo rozvetvena
alebo cyklicka alkylova skupina, ktord méd 1 az 8 atémov uh-

lika, alebo je vybrand z nasledujicich skupin:
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k je celé ¢islo od 2 po 4, m je 0 alebo celé &islo od 1 po
S,
X4, XS, X6 sui rovnaké alebo rozdielne od seba a znamenaju

vodik, nerozvetveni alebo rozvetvenu alkylovi alebo alkoxy-
lovi skupinu, ktora ma od 1 po 8 atémov uhlika, skupinu hyd-
roxy, trifluérmetylovi, nitro, amino, dimetylamino, dietyl-
amino skupinu, halogénovy atém (F, Cl, Br, J), X4 a X° mozu
vytvarat alkylidéndioxy-kruh, ktory ma od 1 po 4 atémy uhli-
ka,

X7 je vodik alebo CHj,

R je nerozvetvena alebo rozvetvena alkylovd skupina, ktord
ma od 1 po 6 atémov uhlika, arylova alebo aralkylova skupina
s 6 az 9 atémami uhlika;

alebo jej farmaceuticky pripustné soli,

na vyrobu 1liediv na zniZenie lipoproteinu (a) v plazme

a tkanivach.

Prihlaska Eurdpskeho patentu EP 0 559 079 A (1993)
[zodpovedajica patentu USA ¢islo 5 424 303] =zverejnuje
zlu¢eniny so vzorcom (I) ako aj ich pouZitie na zniZovanie

cholesterolu v plazme a krvnych peroxidov.
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Vyhodné zluceniny so vzorcom (I) na pouzitie na vyrobu
lie&iva na 2zniZovanie hladiny lipoproteinu (a) v plazme

a tkanivach si tie, ktoré maju vzorec (Ia):
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kde
B, Rl, R2, X1, X2, X3, X4, Z, n a M st urédené rovnako ako
hore,

alebo ich farmaceuticky prijatelné soli.

Niektoré zludeniny v ramci vzorca (Ia) si nové a su
osobitne vyhodné na zniZovanie lipoproteinu (a) v plazme
a tkanivach.

Z daldieho hTladiska tento vyndlez predklad4 aminofosfo-
natové derivaty so vzorcom (Ia), v ktorom:

X je vodik, C(;_gyalkyl, alebo C(q_gyalkoxy;

x2 je vodik, C(1_8)a1ky1, alebo C 1_8)a1koxy;

X3 je vodik, C(_4%alky1, alebo X°0 a jeden =z dvoch substi-
tuentov x1 alebo X méze vytvarat alkylidénoxy- kruh, ktory
ma 1 az 4 ahlikové atémy;

R! a R? m6zu byt rovnaké alebo od seba rozdielne a znamenaju
H alebo C(1_6)a1ky1;

B je je CH,, CH, - CH, alebo CH = CH;

n je 0 alebo 1;

Z je vodik, alebo C(1_8)a1kyl;

m je celé ¢islo od 0 po 5;

x4 je vodik, C(I_S)alkyl, alebo C(l_s)alkoxy, alebo halogén;
a pyridylovy kruh je pripojeny cez a- alebo B- uhlikovy atoém
kruhu k dusiku (2- alebo 3- pyridyl);

alebo jej sol, s vyhodou jej farmaceuticky prijatelnt sol

a s vyli€enim zlucenin:



dietyl-a-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)-N-(3-pyridyl)-
aminometylfosfonat,
dietyl-a-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)-N-(2-pikolyl)-
aminometylfosfonat,
dietyl-a-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)-N-(3-pikolyl)-
aminometylfosfonat,
dietyl-a-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)-N-metyl-N-(3-
pikolyl)-aminometylfosfonat,
dietyl-a-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)-N-(2-pyridyl-
etyl)-aminometylfosfonat, a
dietyl-a-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)-N-(4-pikolyl)-

aminometylfosfonat.

Vhodné x1 je vodik, C(1_4)a1ky1 alebo C(1_4)alkoxy,
s vyhodou C(1_3)a1ky1, alebo C(1_3)a1koxy, vyhodnejsie vo-
dik, metyl alebo metoxy.

Vhodné X2 je C(1_4)a1ky1 alebo C(1_4)a1koxy, s vyhodou
C(1_3)a1ky1, alebo C(1_3)alkoxy, vyhodnejsSie metyl alebo me-
toxy.

Vhodné je, ak X! a X2 st obidva alkoxy, alebo jeden
z X! a x2 je alkyl a druhy je alkoxy, alebo jeden z x1 a x2
je C(1_4)a1kyl a druhy =z x1 a x2 je C(1_3)a1ky1.

Vhodné kombinacie X! a X2 zahrffiaju metoxy a metoxy, me-
toxy a metyl, n-propyl alebo izo-butyl, metyl a metyl alebo
t-butyl.

x3 je s vyhodou vodik.

(B), je vyhodne priama vézba.

S vyhodou Rl a RZ je kazdé C(1_3)alkylové skupina, vy-
hodnejsie C, alebo C3 alkylova skupina, blizsie, Rl a R2 je
etyl alebo izopropyl.

Z je s vyhodou vodik.

x4 je s vyhodou vodik alebo metyl, ktory je s vyhodou
viazany na uhliku kruhu v susedstve dusika.

Pyridylovy kruh je s vyhodou pripojeny uhlikom v polohe
B k dusiku (3-pyridyl). |

V tomto texte pouzivané vyrazy "alkyl" alebo "alkoxy"

zahffilaju nerozvetvené ako aj rozvetvené skupiny, napriklad



metyl, etyl, n-propyl, izo-propyl, n-butyl, izo-butyl, s-bu-
tyl, t-butyl a dalsSie.

Vyhodné zliceniny, ktoré maji vzorec (Ia) zahfiajua:
diizopropyl-a-(4-hydroxy-3-metoxy-5-metylfenyl)-N-(3-pyri-
dyl) -aminometylfosfonat,
diizopropyl-a-(3,5-dimetoxy-4-hydroxyfenyl)-N-(3-pyridyl)-
aminometylfosfonat,
dietyl-a-(3-metyl-4-hydroxy-5-t-butylfenyl)-N-(3-pyridyl)-
aminometylfosfonat,
dietyl-a-(3,5-dimetoxy-4-hydroxyfenyl)-N- (3-pyridyl) -amino-
metylfosfonat, a
dietyl-a-(3,5-dimetyl-4-hydroxyfenyl)-N- (3-pyridyl)-aminome-
tylfosfonat.

Nezavisle od doteraz zverejnenych prac sa tento vyndlez
tyka neocakavaného odhalenia, Ze aminofosfondtové derivaty,
ktoré maji vzorec (I) st GCinné pri zniZovani produkcie
Lp(a) primdrnymi kultirami hepatocytov opice Cynomolgus.
Lp(a) tychto primatov ma podobné imunologické vlastnosti ako
Iudsky Lp(a) a nachaddza sa v plazme v takmer rovnakom frek-
venénom rozdeleni koncentrdcii ako u &loveka; pozri naprik-
lad: Azrolan N., Gavish D., a Breslow J., J. Biol. Chem.
226, 13866 az 13872 (1991).

Zliceniny podla tohto vyndlezu suU preto potenciilne
uzitocné na zniZovanie Lp(a) u c¢loveka a tak sui terapeuticky
vyhodné.

PodrobnejsSie, tento vynidlez poskytuje nové terapeutické
pouzitie aminofosfonatovych zluc¢enin, ktoré maju vzorec (I),
ako latok zniZujicich Lp(a). Choroby spojené so zvysSenymi
hladinami lipoproteinu (a) v plazme a tkanivach zahfnaju,
napriklad, koronarne srdcové choroby, ochorenie periférnych
tepien, prechodné krivanie, trombézu, restenbézu po angio-
plastii, extrakranidlnu ateroskler6zu krénic, porazku a ate-
rosklerézu vznikajiicu po transplantdcii srdca. V poslednom
obdobi odhalend G€innost aminofosfondtov, ktoré maju vzorec

(I), na zniZovanie hladiny Lp(a) je nezavisle =zistena od
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predchadzajicich sprav o ich farmakologickych WGéinkoch pri
zniZzovani cholesterolu v plazme a krvnych peroxidov. Nedavne
klinické S$tudie ukazali, Zze ani hypocholesterolemické liedi-
vo pravastin, ani antioxidac¢né 1liedivo probucol nemdzZu zni-
zit hladinu Lp(a) u ¢loveka. Pozri napriklad: Fieseler H.
G., Armstrong V. V., Vieland E., Thiery J., Schiitz E., Valli
A. K. a Seidel D.: Serum Lp(a) Concentrations are Unaffected
by Treatment with the HMG-CoA Reuctase Inibitor Pravastin:
Results of 2-Year Investigation, Clinca Chimica Acta 204,
291 az 300 (1991); a Noma A.: Lack of Effect of probucol on
Serum Lipoprotein(a) Levels, Atherosclerosis 79, 267 az 269
(1989).

Zluiceniny podla tohto vynadlezu sa budi na terapeutické
ucely vo vseobecnosti podavat v Standardnych farmaceutickych
kompoziciach, ziskanych zmieSanim s farmaceutickym nosicom,
vybranym s ohladom na zamys$lany spdsob podavania a bezZnu
farmaceutickd prax. Zlideniny podla tohto vyndlezu mbézu byt
podavané napriklad oralne vo forme tabliet, obsahujucich no-
si¢, ako je Skrob alebo laktéza, alebo vo forme kapsil, pas-
tiliek bud samotné alebo v zmesi s dalsSimi zloZkami kompozi-
cie, alebo vo forme elixirov alebo suspenzi, obsahujicich
chutové, vonné alebo farbiace zlozky. Tieto m6zZu byt podava-
né injekcéne parenterdlne, napriklad intravenézne, intramus-
kularne alebo subkutanne. Na parenterdlne podavanie sa naj-
lepSie pouzijd vo forme sterilného vodného roztoku, ktory
méze obsahovat dal$ie latky, napriklad vhodné mnoZstvo soli
alebo glukézy na nastavenie izotonicity roztoku vzhladom na
krv. Vyber liekovej formy na podavanie ako aj G¢inné davko-
vanie bude zavisiet, inter alia, na stave, ktory sa ma lie-
¢it. Volba spbésobu podavania a davkovanie vyplyva zo skuse-
nosti v danom odbore.

ZlGceniny so Struktirou (I) a ich farmaceuticky pripus-
tné soli, ktoré st G¢inné, ak sa poddvaji oralne, mbé2u sa
formulovat ako kvapaliny, napriklad sirupy, suspenzie alebo
émulzie, alebo ako tuhé latky, napriklad tablety, kapsuly
a pastilky. Tekuté formulacie budi vo vSeobecnosti pozosta-

vat zo suspenzie alebo roztoku zliaceniny, alebo jej farma-
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ceuticky prijateIlnej soli vo vhodnom kvapalnom nosic¢i (nosi-
éoch), napriklad v etanole, glycerole, nevodnych rozpustad-
lach, napriklad v polyetylénglykole, olejoch, alebo vo vode
s dispergac¢nou, konzervac¢nou, chutovou alebo farbiacou pri-
sadou.

Kompozicia v liekovej forme tabliet sa mOze pripravit
s pouzitim ktoréhokolvek vhodného farmaceutického nosica
(nosicov), ktoré sa bezne pouzivajui na pripravu tuhych for-
muldcii. Priklady takych nosicCov zahfrfiaji stearan horecnaty,
§krob, laktdédzu, sacharézu a celuldzu.

Kompoziacia vo forme kapsil sa mbéZe pripravit pouzZitim
beznych enkapsulaé¢nych technolégii. Pelety s obsahom dc¢innej
zlozky sa mézZu pripravovat napriklad pouzitim bezZnych farma-
ceutickych nosic¢ov a potom sa mé6zZu plnit do kapsitl z tvrdej
zelatiny; volitelne sa m6zu pripravovat disperzie alebo sus-
penzie s pouzitim beZnych nosicov, napriklad vodnych rozto-
kov gim, celuléz, kremicitanov alebo olejov a disperzia ale-
bo suspenzia sa potom méze plnit do makkych Zelatinovych
kapsil.

Typické parenterdlne kompozicie obsahuju roztok alebo
suspenziu Uc¢innej zluceniny alebo jej framaceuticky pripust-
nej soli v sterilnom vodnom nosic¢i, alebo v parenteralne
pripustnom oleji, napriklad v polyetylénglykole, polyvinyl-
pyrolidine, lecitine, araSidovom oleji alebo v sezamovom
oleji. Volitelne sa roztok mdbze lyofilizovat a potom spitne
pripravit s vhodnym rozpis$tadlom tesne pred pouzZitim.

Typické c&apikové formulacie obsahuji zluéeninu, ktora
ma Struktiru (I), alebo jej farmaceuticky pripustni sol,
ktora je U¢inna, ak sa poddva uvedenym spOGsobom, so spojivo-
vou a/alebo lubrikac¢nou latkou, ako sui polymérne glykoly,
Zzelatiny alebo kakaové maslo, alebo iné rastlinné alebo syn-
tetické vosky alebo tuky, ktoré maju nizke teploty topenia.

Vyhodnéa kompozicia je taka, ktord obsahuje jednotkovi
davku v tablete alebo kapsule.

Kazda jednotkovd davka na orédlne podavanie obsahuje
s vvhodou od 1 do 250 mg (a na parenteridlne poddvanie obsa-

huje s vyhodou od 0,1 do 25 mg) zld€eniny so S$truktidrou (I),
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alebo jej farmaceuticky prijatelnej soli, po¢itané na volni
bazu.

Farmaceuticky prijatelné zluceniny podla tohto vynadlezu
budii normadlne podavané subjektu v dennom davkovom rezime.
U dospelych pacientov to mdéze byt, mnapriklad, ordlna davka
medzi 1 mg a 500 mg, vyhodne medzi 1 mg a 250 mg, alebo
intraven6zna, subkutianna alebo intramuskuldrna davka medzi
0,1 a 100 mg, s vyhodou medzi 0,1 mg a 25 mg zluCeniny, kto-
r4a ma Struktiru podla vzorca (I), alebo jej farmaceuticky
prijatelnej soli, po¢itané na volnd bazu; zldcenina sa poda-
va 1 az 4 krat denne.

Zlt¢eniny so vzorcom (I) sa mdzZu pripravit spdsobom,
opisanym v prihlaske Eur6pskeho patentu EP 0 559 079 A
(1993) [zodpovedajtica patentu USA 5 424 303]. Uvedeny spOsob
ma dva varianty a je zndzorneny nasledujicou vSeobecnou

schémou:

Variant 1

X
J v
X—0 { B )-;—CHO + h——f?-—A
2
2
X
X v
X
3
X—0 ( B )o—CH==N—A
2
X
o} 1 o} ORI
| ©R Vg
Ho— 2 2
P<or alebo Na P{oR
ORi
x' LI/ 2
“SOR
3
X-0 ( B )—<C-H (1)
2 Z——N—3 kde Zje H



=

Variant 2

X
1
|| R
xi_o { B8 )7—CHO + H—IIJ—A + H_P\ORZ
Z
2
X
v
Rl
0
1
X lpl/ 2
“-OR
3
X—0 ( B )o—C-H (1)
: Z—N—A kde z nie je H

Variant 1 sa pouzije, ked Z je vodik, to znamena, ked
vychodiskova zlucenina je primarny amin. Skratene, aminofos-
fonaty so vzorcom (I) sa pripravia nukleofilnou adiciou di-
alkylfosfitu alebo jeho sodnej soli, vytvorenej in situ re-
akciou dialkylfosfitu a hydridu sodného, na imin, ziskany
kondenzaciou prislusSného aldehydu a primarneho aminu.

Variant 2 sa pouzije, ked Z nie je vodik, to znamena,
Ze vychodiskova zldGcenina je sekundarny amin. V tomto pripa-
de sa aminofosfondt so vzorcom (I) pripravi reakciou ekvimo-
lovych mnozstiev prislusSného aldehydu, sekunddrneho aminu
a dialkylfosfitu. Reakcia sa s vyhodou uskutoéni za pritom-
nosti p-toluénsulfénovej kyseliny ako katalyzatora, v uhlo-
vodikovom rozpustadle, ako je benzén alebo toluén za sucas-
ného oddelovania vody, napriklad, pouZitim aparatiry podla

Deana-Starka.

Nové zldCeniny, ktoré maju vzorec (I), v ktorom Z zna-
mend vodik, sa mbéZu pripravit spésobom, ktory zahffia pdsobe-

nie iminu, ktory ma vzorec (II):
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N
%20 (B), —CH=N—(CH=).“‘@'X‘ (IT)
N

v ktorom
B, Xl, Xz, X3, X4, m a n sui urc¢ené rovnako ako hore;

s fosfitovou zlic¢eninou, ktord ma vzorec (III):
HPO (OR1) (OR?) (I11)

v ktorom

Rl a R? st rovnako uréené ako hore, alebo ich trialkylsily-
lové derivaty, vyhodne trimetylsilylfosfit, alebo jeho kovo-
va sol, napriklad sodna sol, vytvorena in situ udinkom zlu-
¢eniny so vzorcom (III) na vhodni bdzu, napriklad na hydrid
sodny, na etoxid alebo metoxid sodny.

Reakcia sa mbéZe vykonat za pritommnosti alebo bez pri-
tomnosti katalyzatora. Vhodné katalyzatory zahffiaji amin,
ako je dietylamin alebo trietylamin. Reakcia sa méZe vykonat
za pritomnosti alebo bez pritomnosti rozpis$tadla. Vhodné
rozpu$tadla zahffiaju petroléter, benzén, toluén, dietyléter,
tetrahydrofuréan, 1,2-dimetoxyetédn. Vhodné reakéné teploty su
v rozmedzi 30 az 140 °C.

Uvedena iminova zlucenina, ktord ma vzorec (II) sa mbze

ziskat kondenzdciou aldehydovej zludeniny so vzorcom (V)

1

X
x*0 (B),CHO

X
v ktorom
B, Xl, X2, x3 an st rovnako urcéené, ako hore;

s primadrnym aminom, ktory ma vzorec (VI):

H,NA (VI)
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v ktorom
A je urcené rovnako ako hore;

v podmienkach vhodnych na tvorbu iminov.

Kondenziacia sa m6éZe vhodne uskuto¢nit s alebo bez kata-
lyzdtora v rozpusStadle ako je éter, tetrahydrofuran, benzén,
toluén alebo etanol. Vhodné katalyzatory zahffiaji molekulové
sito, kyselinu, ako je ladova kyselina octova, p-toluénsul-
fénova kyselina, tionylchlorid, chlorid titanidity, éterat
fluoridu béritého, alebo zasady, ako je uhliditan draselny.
Reakcia sa vhodne vykonad pri teplote v rozsahu O °C a2 pPo
teplotu varu pouZitého rozpustadla. Pri pouziti menej reak-
tivnych aminov/aldehydov sa méZe reakcia s vyhodou uskutod-
nit v aparatire podla Deana-Starka.

Nové zlaceniny, ktoré maju vzorec (Ia), v ktorom Z nie
je vodik sa m6zZu pripravit spésobom, ktory zahffia reakciu
ekvimolovych mnoZstiev aldehydu, ktory ma vzorec (V) a se-

kundarneho aminu, ktory ma vzorec (VII):
HNZA (VID)

v ktorom

Z je C(l_s)alkylové skupina a A je urcéené rovnako ako hore:
a fosfitu, ktory ma vzorec (III), vhodne za pritomnosti ky-
seliny p-toluénsulfénovej ako katalyzdtora, v uhlovodikovom
rozpustadle, ako je petroléter, benzén, toluén, alebo xylén
pri teplotéach medzi teplotou okolia a teplotou varu pouzité-
ho rozpistadla a =za sidasného odluéovania vody, napriklad
pouzitim aparatiry podla Deana-Starka.

Zluceniny so vzorcom (Ia), v ktorych m nie je 0 sa mézu
pripravit tiez spébsobom, ktory zahffia reakciu zliéeniny so
vzorcom (VIII):

0o

| or
X' T::
X0 (B),C

NH

o (VIII)

2
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v ktorom

B, Rl, R2, Xl, XZ, X3 a n sU rovnako urcené ako hore;

s aldehydom, ktory ma vzorec (IX):
p H,),... CHO
x* T (CHy)m1y (IX)
Z
7

m je celé Cislo od 1 po 5§ a x4 je urcené rovnako ako hore;

v ktorom
v podmienkach vhodnych na reduként aminaciu.

Uvedené vhodné podmienky =zahfrnajui uskutoénenie reakcie
za pritomnosti kyanbérhydridu sodného v alkoholovom rozpus-
tadle, s vyhodou v prostredi metanolu, pri pH medzi hodnota-
mi 3 az 6 a pri teplotach medzi 0 °C a 25 °C.

Zlucenina, ktora ma vzorec (VIII) sa mdéze ziskat spdso-
bom, ktory uz bol opisany hore pre zluceninu (Ia), z aldehy-
du so vzorcom (V), sekundarneho aminu so vzorcom (VII),
v ktorom Z je ochrannd skupina, ktord sa mdze odstranit hyd-
rogenolyzou, napriklad a-substituovany benzyl alebo benzyl-
oxykarbonyl, a fosfitu so vzorcom (III). Tento vytvori me-
dziprodukt, ktory sa potom podrobi hydrogenolyze v beZnych
podmienkach, ¢im sa ziska zluéenina so vzorcom (VIII).

Aminofosfonatovy ester (I) mbéZe svojimi aminoskupinami
tvorit soli anorganickych kyselin, ako je HC1, H,S0, alebo
organickych kyselin, ako kyselina ox&dlova, maleinova kyseli-
na, sulfénové kyseliny a podobne. Priklad soli hydrochloridu
aminofosfonatu (I) je v Priklade 5. VSetky takéto soli su
suc¢astou tohto vyndlezu.

Zluceniny, ktoré maju Struktiru (I) si racematy, kedzZe
maji najmenej jeden chirdlny stred, ktorym je uhlikovy atém
v polohe a k fosfonatovej skupine. Zliceniny (I) preto exis-
tuji v dvoch enantiomérnych formach. Racemické zmesi (50 %
kazdého enantioméra) a &isté enantioméry st zahrnuté v roz-
sahu tejto prihlasky vynadlezu. V niektorych pripadoch sa

mbéze vyzadovat oddelenie jednotlivych enantiomérov.
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Z dal$ieho hladiska tento vyndlez predkladia spbésob syn-
tézy enantiomérov derivatov zli¢enin so vzorcom (I); spdsob
zahffia reakciu bud (+) alebo (-) enantioméru a-substituova-

ného aminometylfosfonatu so vzorcom (X):

1
X O or
/
P
3 .\ORZ (X)
X (3 )n-L:l\J~
d2
2
X

v ktorom
B, Rl, RZ, X1, X2, X3 a n su urcené rovnako ako hore;
s aldehydom, ktory ma vzorec (XI):

R3 - cHO (XI)

v ktorom
R3 je urcené rovnako ako hore;

v podmienkach, vhodnych na redukéni aminaciu.

Uvedené vhodné podmienky zahffiaji uskutoénenie reakcie
za pritomnosti kyanbérhydridu sodného v alkoholovom rozpus-
tadle, s vyhodou v prostredi metanolu, pri pH medzi hodnota-
mi 3 az 6 a pri teplotach medzi 0 °C a 25 °C.

KIdCovy a-substituovany primdrny aminometylfosfonat,
ktory ma vzorec (X) sa =ziska reakciou aldehydu, ktory ma
vzorec (V), ako bol uréeny hore, s (+) alebo (-) a-metylben-
zylaminom za vzniku medziproduktu iminu, ktory potom reaguje
s fosfitovym esterom HPO(ORl)(ORz). Vznikéd zmes diastereo-
izomérov, ktoré sa mézZu oddelit beZnymi spOésobmi, napriklad
frakénou krysStalizaciou alebo chromatograficky. Potom sa
mbéze pouzit hydrogenolyza na odstranenie benzylovej skupiny
z dusika, ¢im vznikne a-substituovany primarny aminometyl-
fosfonat, ktory ma vzorec (X). Tento pristup je bliZsie opi-
sany pri priprave enantiomérov zldiceniny ¢&islo 7 a 15 z Ta-
bulky I. Oddelenie aminofosfondtovych racemdtov sa méze vo-

liteXne vykonat preparativnou chiralnou chromatografiou,
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blizSie chirdalnou HPLC. Experimentédlne podmienky pre chroma-
tografické delenie enantiomérov sa uvadzaji u zludeniny &is-
lo 20. Pri kazdom spdsobe separiacie sa vysledna &istota
enantiomérov mdZe zabezpec¢it meranim S$pecifickych rotacii
separovanych izomérov.

Struktira zlucenin so vzorcom (I) sa urdila pomocou
elementérnej analyzy a z infradervenych (IC) spektier, hmot-
nostnych spektier (MS) a zo spektier jadrovej magnetickej
rezonancie (NMR). Cistota zltéenin sa skus$ala chromatogra-
fiou v tenkej vrstve, plynovou kvapalinovou chromatografiou
a vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou (HPLC).

V dalSej casti sa vyndlez opisuje nasledujucimi prik-
ladmi, ktoré majui blizSie ozrejmit vyndlez bez jeho obmedze-
nia. V tabulkach: n znamend normalny, i znamend izo, s zna-
mend sekunddrny a t znamend terciarny. V opisoch NMR spek-
tier znamend s singlet, d dublet, t triplet a m multiplet.
TsOH je monohydréat p-toluénsulfénovej kyseliny. Teplota sa
uddva v stuprioch Celsia a teplota topenia nie je korigovana.
Pri merani optickej aktivity sa oznaduje enantiomér, ktory
otdac¢a rovinu polarizovaného svetla vpravo ako pravotodivy
a je oznaceny (+) alebo (D). Obratene, vyraz lavotodivy zna-
mend enantiomér, ktory otéaca rovinu polarizovaného svetla
vlavo, oznac¢uje sa (-) alebo (L). Pokial sa neuvadza inak,
uvadzané fyzikdlne konStanty a biologické tudaje aminofosfo-

natov, ktoré maju vzorec (I) sa vztahujui na racematy.

Priklady uskutocnenia vynalezu

Priklad 1
Dimetyl-a-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)-N-(3-pyridyl) -

aminometylfosfonat

toBu PO, Me,

NH |
t-Bu P
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Zmes 50 g (0,206 molu) 3,5-di-terc-butyl-4-hydroxybenz-
aldehydu a 20,3 g (0,216 molu) 3-aminopyridinu, rozpustena
v 300 ml toluénu a katalytické mnozstvo kyseliny
p-toluénsulfénovej (asi S50 mg) sa v nadobe, pripojenej
k aparatire podla Deana-Starka, refluxovala po dobu 17 ho-
din. Roztok sa potom odparil do sucha, ¢im sa ziskala tuha
latka, ktorad sa Cistila rekrystalizaciou z ligroinu. Teplota
topenia produktu bola 125 az 130 °C.

I¢ (KBr):1 590 cm™1: CH=N.

K 60 g (0,19 molu) iminu, pripraveného predchadzajicim
postupom, rozpusteného v 230 ml THF sa pridal dimetylfosfit
(63,8 g, 0,58 molu) a zmes sa zahrievala pri teplote refluxu
po dobu 6 hodin. Rozpus$tadlo sa potom odparilo a zvys$ok sa
¢istil stipcovou chromatografiou (Si0,, 9/1 CHCl4/MeOH) .
Rekrystalizdciou zo zmesi metyl-terc-butyléteru/petroléteru
sa ziskala biela tuhd latka s teplotou topenia 168 az 170
°C.

IC (KBr): 3 300 cm™1: NH, 1 240: P = 0, 1 030: P - O - C.
NMR (CDClg): & = 8.06, 7,96, 7,4 a 6.9 (4m, 1H kazdy): aro-
matricky H, 3-pyridyl, 7,2 (d, Jp_yg = 2 Hz, 2H): aromaticky
H, substituovany fenyl, 5,24 (s, 1H) OH, 4,66 (d,
Jp_y = 22 Hz, 1H): CH-POsMe,, 4,75 - 4,68 (m, 1H): NH, 3,74
a 3,39 = (dvad, J =11 Hz): P - O - CH;, 1,42 (s, 18 H):
terc-Bu.

MS: m/e = 419: M'-1, 311 (100 %): M"-PO;Me,.

Priklad 2
Dietyl-a-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)-N-(2-pyridyl)-

aminometylfosfonat

PO, Et,
H C-H
|
N= N
c-B |
T-Bu N_ ~

Spbésob pripravy, opisany v Priklade 1 sa pouzil tiez

v tomto priklade s tym, Ze sa vychddzalo z 2-aminopyridinu
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ako aminu a z dietylfosfitu ako fosfoniatového &inidla.
V nadpise uvedend zludenina sa éistila stipcovou chromato-
grafiou (Si0,, 9/1 CHC13/MeOH), ¢im sa =ziskal tuhy produkt
(61 % teoretického vytazku) s teplotou topenia 116 az 118
°C (AcOEt - ligroin).

MS: m/e = 448: M', 311: M*-POjEt,, 78 (100 %): CgH,N.

NMR (CDC1l,3): & = 8,09, 7,38 a 6,57 a 6,44 (4m, 1H kazdy):
aromaticky H, 2-pyridyl, 7,28 (d, Jp_y = 2 Hz, 2H): aroma-
ticky H, substituovany fenyl, 5,46 (dd, J = 9 a 22 Hz, 1H):
CH-PO3Et,, 5,3 (m, IH): N - H, 4,14 az 3,66 (3m, 4H spolu):
P -0 - CHy, - CHy, 1,42 (s, 18 H): terc-Bu, 1,21 a 1,16
(2t, 3H kazdy): P - O - CH, - CHj.

Priklad 3
Dietyl-a-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)-N-[5-(2-chlérpy-

ridyl) ]-aminometylfosfonat

Spésob pripravy, opisany v Priklade 1 sa pouzil tiez
v tomto priklade s tym, Ze sa vychadzalo z 5-amino-2-chlér-
pyridinu ako aminu a z dietylfosfitu ako fosfonatového ¢&i-
nidla. V nadpise uvedend zlucenina sa ziskala po stipcovej
chromatografii ($i0,, 98/2 CHC1,/MeOH) a rozotierani v pet-
roléteri v 50%-nom vytazku s teplotou topenia 124 az 126 °C.
MS: m/e = 483: M' + 1,345 (100 %), 347 (30 %): M*-PO4Et,.
NMR (CDCl3): & = 7,78, 7,05 a 6,09 (3H): aromaticky H,
3-pyridyl, 7,18 (d, J = 2 Hz, 2H): aromaticky H, substi-
tuovany fenyl, 5,22 (s, 1H): OH, 4,83 (t, J = 8 Hz): N - H,
4,57 (dd, J =.7,5 a 22,5 Hz): CH-POzEt,, 4,1, 3,86 a 3,56
(3m, 4H): P - 0 - CH, - CH3, 1,40 (s, 18 H): terc-Bu, 1,28
a 1,05 (2t, J =7 Hz): P - O - CH, - CHj.



- 21 -

Priklad 4
Dietyl-a-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)-N-acetyl-N-(4-
pikolyl) -aminometylfosfonat

t-Bu

PO, Et,
H C-H
|
N—cH, l A
t-Bu  co-cy, P

Zmes anhydridu kyseliny octovej (1,4 g, 14 mmolov),
dietyl-a-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)-N-(4-pikolyl)-
aminometylfosfondtu (6 g, 13 mmolov) a trietylaminu (1,9 ml,
14 mmolov) v 20 ml toluénu sa zahrievala pri teplote refluxu
po dobu 16 hodin. Reakéna zmes sa extrahovala roztokom soli,
suSila a odparila do sucha. ZvysSok sa rekrysStalizoval zo
zmesi dichlérmetdnu a petroléteru, ¢im sa ziskalo 3,7 g (57
% teoretického vytazku) produktu s teplotou topenia 160 az
162 °C.

MS: m/e = 504: M, 461: M'-COCH;, 367: M'-PO;Et,, 325 (100
%): M*+1 -PO3ET,-COCHj.

Priklad S
Hydrochlorid dietyl-a-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)-N-
(3-pyridyl) -aminometylfosfonatu

toBu PO, Et,
H C-H . HC)
|
NHE N
t-Bu |

Dietyl-a-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)-N-(3-pyri-
dyl)aminometylfosfondat (3 g, 6,7 mmolov) sa rozpustil
v mierne teplom toluéne (60 ml) a vznikly roztok sa nasytil
plynnym chlorovodikom. Po 16 hodinach pri O °C sa potom zmes
odparila do sucha a zvySok sa rekrysStalizoval z EtOH. Pro-
dukt mal teplotu topenia 193 az 194 °C.
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Elementarna analyza: Co4H3gCIN,0O,P
Vypocet:: 59,43 % C, 7,90 % H, 7,31 % Cl, 5,78 % N, 6,39 % P
Stanovené analyzou:

59,53 % C, 8,10 % H, 7,02 % Cl1, 5,72 % N, 6,21 % P

Priklad 6
Dietyl-a-(3,4-metyléndioxyfenyl)-N-(3-pyridyl)-aminometyl-
fosfonat

rfo I{O,Et2

Y C-H
|
NH N

\

Syntéza sa vykonala spésobom, ktory sa uvadza v Prikla-
de 8. V nadpise uvedena zlu¢enina sa &istila stipcovou chro-
matografiou (9/1 CHC1,;/MeOH) . Vytazok produktu bol 60 % teo-
retického vytaZku a produkt mal teplotu topenia 98 aZ 99 °C,
C17H21N205P.

IC (KBr): 1 240 cm™l: P =0, 1 030: P - O - C.

MS: m/e = 365 M™+ 1, 227 (100 %):, MT-PO4Et,.

NMR (CDCl;): & = 8,1, 7,95, 7,05 a 6,95 (4m, 1H kazdy): aro-
maticky H, 3-pyridyl, 6,95, 6,85, 6,75 (3m, 3H): aromaticky
H, substituovany fenyl, 5,95 (2H): -0-CH,-0, 4,86 (d x d,
1H, J =8 a 10 Hz): N-H, 4,63 (d x d, 1H, J = 8 a 24 Hz):
CH-PO3Et,, 4,18 a% 3,70 (3m, 4H spolu): P-O-CH,-CHj, 1,31
a 1,16 (2t, J =7 Hz): P - O - CH, - CHj.

Priklad 7
Dietyl-a-(4-hydroxyfenyl)-N-(3-pyridyl)-aminometylfosfonat

To,sc,
O
NH | N

P
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4-hydroxybenzaldehyd (6 g, 49 mmolov) sa nechal pri
teplote miestnosti reagovat s 3-aminopyridinom (4,5 g, 52
mmolov) v 30 ml THF, ¢&im sa ziskalo 9,9 g svetlohnedej tuhej
latky. Tymto spésobom ziskany imin (5,9 g, 30 mmolov) sa
rozpustil v 50 ml THF, na dvakrat sa pridal dietylfosfit.
Jedna davka sa dala na zadiatku reakcie a dal$ia po 6 hodi-
nidch refluxu (celkové mnozZstvo 8,2 g, 60 mmolov). Reakéna
zmes sa zahrievala pri teplote refluxu cez noc. Vznikla zra-
zenina sa odfiltrovala, &¢im sa ziskalo 7,5 g (75 % teoretic-
kého vytazku) hnedkastej tuhej 1latky s teplotou topenia 210
az 212 °C (EtOH).
MS: m/e = 337 Mt+ 1, 199 (100 %):, M*-PO4Et,.
NMR (DMSO-d6) &: 9,35 (s, 1H): OH, 8,15, 7,7, 7,1 a 7,0
(4m, 1H kazdy): aromaticky H, 3-pyridyl, 6,5 (d x d, 1H)
N-H, 7,3 a6,7 (2m, 2H kazdy): aromaticky vodik, 4-hydro-
xyfenyl, 4,93 (d x d, 1H): CH-PO;Et,, 4,1 az 3,6 (3m, 4H
spolu): P-0-CH,-CHj, 1,1 a 1,02 (2t, 3H kazdy):
P-0-CH,-CHj.

Priklad 8
Dietyl-a-(3,5-dimetoxy-4-hydroxyfenyl)-N- (3-pyridyl)aminome-
tylfosfonat
Oife PO, Et,
H C-H
|
NH N
OMe l

Zmes 3,5-dimetoxy-4-hydroxybenzaldehydu (3 g, 16,4 mmo-
lu) a 1,63 g (17,3 mmolu) 3-aminopyridinu, rozpustené v 10
ml toluénu a katalytického mnoZstva p-toluénsulfénovej kyse-
liny (asi 5 mg) sa zahrievala pri teplote refluxu v nadobe
spojenej s Deanovou-Starkovou aparatirou po dobu 17 hodin.
Roztok sa potom odparil do sucha, ¢im a ziskalo 4,2 g (100
% teoretického vytazku) surového iminu. K pripravenému iminu
(4,2 g, 17,3 mmolu) v predchidzajicej operidcii, rozpustenému
v 10 ml THF sa pridal dietylfosfit (4,8 g, 35 mmolov). Zmes
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sa zahrievala pri teplote refluxu po dobu 7 hodin. Potom sa
pridal dalsi podiel dietylfosfitu (4,8 g, 35 mmolov) a zmes
sa opdt zahrievala pri teplote refluxu cez noc (celkova re-
akéna doba bola 17 hodin). Rozpiistadlo a nadbytok dietylfos-
fitu sa odparili a zvySok sa rekrys$talizoval zo zmesi etano-
lu a dichlérmetanu, ¢im sa =ziskalo 4,2 g (61 % teoretického
vytazku) bielej tuhej latky s teplotou topenia 181 a3 183
°C.
IC (KBr): 1 240 cm™l: P=04a 1 030: P - 0 - C
MS: m/e = 397 MY+ 1, 259 (100 %): M*- PO4Et,.
NMR (CDCl;): & = 8,08, 7,98, 7,04 a 6,84 (4m, 1H kazdy) :
aromaticky H, 3-pyridyl, 6,69, (d, J = 2 Hz, 2H): aromaticky
H, substituovany fenyl, 5,8 (Siroky, 1H): OH, 4,84 (d x d,
1H, J =7 a 10 Hz): N-H, 4,62 (d x d, 1H, J = 7 a 23 Hz):
CH - PO3Et,, 4,18 az 3,65 (3m, 4H spolu): P-0-CH,-CH5, 3,86
(s, 6H) : OCH,, 1,31 a 1,16 (2t, J =7 Hz):
P - 0 - CH, - CHj.
Elementidrna analyza: C18H25N206P
Vypocet:: 54,54 % C, 6,36 % H, 7,07 % N, 7,81 % P
Stanovené analyzou:

54,50 % C, 6,38 % H,, 6,99 % N, 7,65 % P.

Priklad 9
Dimetyl—a-(3,4,5-trimetoxyfeny1)-N-(3—pyridy1)aminomety1—
fosfonat
OMe TO:Etz
Me C-H

]
NH I N
OMe _

Zmes 3,4,5-trimetoxybenzaldehydu (10 g, 51 mmolov) ,
3-aminopyridinu (4,8 g, 51 mmolov) a katalytického mnoZstva
TsOH, rozpustené v 50 ml toluénu sa zahrievala pri teplote
refluxu v nddobe spojenej s Deanovou-Starkovou aparatirou po
dobu 16 hodin. Roztok sa potom odparil do sucha, ¢im a zis-
kalo 12,9 g (93 % teoretického vytazku) surového iminu, kto-
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ry sa priamo pouzil v dal$ej reakcii. 50 ml THF, obsahujice-
ho zmes uvedeného iminu (6 g, 22 mmolov) a dietylfosfitu
(6,1 g, pridaného na zadiatku reakcie a 6,1 g, pridaného po
4 hodinach, spolu mnoZstvo 12,2 g, 88 mmolov) sa zahrievalo
pri teplote refluxu po dobu 8 hodin. Po odpareni THF a nad-
bytku HPO3Et, sa zvySok rozotieral v petroléteri, &im sa
ziskalo 7,12 g (79 % teoretického vytazku) bielej tuhej lat-
ky s teplotou topenia 135 az 137 °C.

MS: m/e = 410 M*, 273 (100 %): M*-PO4Et,.

NMR (CDC13): 6 =28,1, 8,0, 7,05 a 6,85 (4m, 1H kazdy): aro-
maticky H, 3-pyridyl, 6,69 a 6,68, (d, J = 2 Hz, 2H): aroma-
ticky H, substituovany fenyl, 4,86, (d x d, 1H, J = 8 a 10
Hz): N-H, 4,63 (d xd, 1H, J =7 a 23 Hz): CH - PO3Et,,
4,18 az 3,70 (3m, 4H spolu): P-0-CH,-CH;, 3,86 (dva s, 9 H):
OCH3, 1,31 a 1,16 (2t, J = 7 Hz): P - O - CH, - CH,;.

Priklad 10
Dietyl-a-(3-etoxy—4-hydroxyfeny1)-N-(3-pyridyl)aminometyl-
fosfonat

PO, Et,

Zmes 50 ml toluénu, obsahujiiceho 3-etoxy-4-hydroxybenz-
aldehydu (10 g, 60 mmolov), 3-aminopyridinu (5,6 g, 60 mmo-
lov) a 50 mg TsOH sa v nadobe pripojenej na aparatiiru podla

Deana-Starka zahrievala pri teplote refluxu po dobu 4 hodin,

Q¢

im sa ziskalo 14,62 g ( 95 % teoretického vytazku) prislus-
ného iminu.

K suspenzii hydridu sodného (1,19 g 60%-nej zmesi, 30
mmolov) v 20 ml suchého THF sa v ochrannej atmosfére dusika
pridal HPO3Et, (9,12 g, 66 mmolov). Vyslednd zmes sa miegala
az sa spocCiatku zakalend suspenzia celkom nevyjasnila. K to-
muto roztoku NaPO3Et, sa pridal hore pripraveny imin (8 g,

33 mmolov), rozpusteny v 10 ml THF, a vysledny roztok sa
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zahrieval pri teplote refluxu po dobu 2 hodin. Potom sa THF
odparil a zvysSok sa rozdelil medzi vodu a CH,Cl,. Naslednym
odparenim vysusSenej organickej fazy sa ziskala biela tuha
latka (3,1 g). Produkt mal teplotu topenia 184 az 187 °C.
MS: m/e = 380: M", 243: M'-PO4Et,.

NMR (DMSO-d6) 6 = 8,9 (s, 1H), 8,15, 7,3 a 6,9 (4m, 1H kaz-
dy): aromaticky H, 3-pyridyl, 7,1 (m, 2H), a 6,68, (d,
J = 2 Hz, 1H): aromaticky H, fenyl, 6,5 (d x d, J =6 a 10
Hz): NH, 4,92, (d x d, J = 10 a 24 Hz): CH - PO3Et,, 4,05 az
3,6 (4m, 6H spolu): P-0-CH,-CH; a OCH,CH3, 1,29 (t, J =7
Hz, 3H): 0-CH,-CH3, 1,16 a 1,04 (2t, J = 7 Hz, kazdy 3H)):
P - 0 - CH, - CHj.

Priklad 11
Dietyl-a-(4-hydroxy-3-metoxyfenyl)-N- (3-pyridyl)aminometyl-
fosfonat

OMfe PO, Et,

H C-=
|
NH N

Postupovalo sa podla spésobu, opisaného v priklade 10
s pouzitim 4-hydroxy-3-metoxybenzaldehydu ako vychodiskovej
latky. V nadpise uvedend zldiCenina sa ziskala ako biela tuha
latka s teplotou topenia 170 az 173 °C.
MS: m/e = 366: MY, 229: M - PO4Et,.
NMR (DMSO-d6) 6 = 8,9 (s, 1H): OH, 8,15, 7,75, 7,0 a 6,9
(4m, 4H): aromaticky H, 3-pyridyl, 7,1 (m, 2H), a 6,7, (d,
J = 8 Hz, 1H): aromaticky H, fenyl, 6,5 (d x d, J = 6 a 10
Hz): NH, 4,92, (d x d, J = 10 a 24 Hz): CH - P03Et2, 4,05 az
3,6 (3m, 4H spolu): P-0-CH,-CH3, 3,72 (s, 3H): OCH3, 1,17
a 1,04 (2t, J = 7 Hz, kazdy 6H)): P - O - CH2 - Cﬂ3.

Priklad 12
Dietyl-a-(3,5-dimetoxy-4-hydroxyfenyl)-N- (4-pikolyl)aminome-
tylfosfonat
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OMe T o,Ex,
H C-H
|
NH —CH, N
OMe l

Zmes 3,5-dimetoxy-4-hydroxybenzaldehydu (13,7 mmolov)
a 1l,6 g (14,4 mmolu) 4-pikolylaminu, rozpustené v 100 ml to-
luénu sa zahrievala pri teplote refluxu po dobu 3 hodin
v nadobe spojenej s Deanovou-Starkovou aparatiirou. Toluén sa
potom vo vakuu odparil a zvySok sa rozpustil v 10 ml THF
a roztok sa zahrieval s 5,1 g (36,8 mmolov) dietylfosfitu po
dobu 6 hodin. THF sa potom odparil a zvySok sa éistil
stipcovou chromatografiou (Si0O,, 95/5 CHCl;/MeOH). Rekrysta-
lizdciou zo =zmesi dichlérmetanu-petroléteru sa ziskalo 3,7
g (45 % teoretického vytazku) tuhej latky s teplotou topenia
124 az 126 °C.
MS: m/e = 410: M*, 273: MT-PO3Et,.
NMR (CDC13): 6§ = 8,55 a 7,22 (2m, 1H kazdy): aromaticky H,
4-pikolyl, 6,75, (d, J = 2 Hz, 2H): aromaticky H, fenyl,
4,15 az 3,77 (viac m, 5H): P-O-CH,-CH5 a CH-PO4Et,, 3,89 (s,
6H) : OCﬂs, 3,82 a 3,62 (2d, J = 14 Hz): NH-CﬂZ—Py, 1,33
a 1,16 (2t, J =7 Hz, 6H): P - O - CH, - CHj.

Priklad 13
Dietyl-a-(3,5-dimetoxy-4-hydroxyfenyl)-N-(3-pikolyl)aminome-

tylfosfonat
o{e PO, Et,
Yy C-H
|
NH —CH, N
OMe | .

Postupovalo sa podla spésobu, opisaného v priklade 12
s pouzitim 3-pikolylaminu ako vychodiskovej latky. V nadpise
uvedena zlt&enina sa &istila stipcovou chromatografiou

(5i0,, 9/1 CH2C12/MeOH), ¢im sa ziskala tmavozltd olejovita
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latka. RekryS$talizaciou 2z prostredia dichlérmetanu-petrol-
éteru sa potom ziskala hnedkastd tuhd latka s teplotou tope-
nia 99 az 101 °C.

MS m/e = 410: M", 273 = M* - PO;Et,.

NMR (CDCl3): & = 8,51, 8,50, 7,64 a 7,25 (4m, 4H): aromatic-
ky H, 3-pikolyl, 6,65, (d, J = 2 Hz, 2H): aromaticky H, fe-
nyl, 7,75 (Siroky, 1H): OH, 4,15 az 3,75 (viac m, SH):
P-0-CH,-CH3 a CH-PO3Et,, 3,9 (s, 6H): OCH3, 3,82 a 3,61
(2d, J = 14 Hz, 2H): NH-CH,-Py, 1,31 a 1,16 (2t, J = 7 Hz,
6H): P - O - CH, - CHj.

Priklad 14
Dietyl-a-(3,5-dimetoxy-4-hydroxyfenyl)-N-(2-pyridyl)aminome-
tylfosfonat

OMe

OMe N

Zmes 3,5-dimetoxy-4-hydroxybenzaldehydu (3,64 g, 20
mmolov) a 1,88 g (20 mmolov), 2-aminopyridinu a katalytické-
ho mnoZstva TsOH, rozpustené v 20 ml toluénu sa zahrievala
pri teplote refluxu v naddobe spojenej s Deanovou-Starkovou
aparatirou po dobu 24 hodin. Zmes sa potom odparila do
sucha, &im sa ziskalo 5,2 g (100 %) surového iminu. K 3,6
g (14 mmolov) pripraveného iminu, rozpusteného v 25 ml THF
sa potom pridal dietylfosfit (5,8 g, 42 mmolu). Zmes sa za-
hrievala pri teplote refluxu po dobu 20 hodin. Potom sa roz-
pustadlo a nadbytok dietylfosfitu odparili a zvySok sa rek-
ry$talizoval z etanolu. Ziskalo sa 4,2 g (76 % teoretického
vytazku) bielej tuhej latky s teplotou topenia 163 aZz 165 °C.
I¢ (KBr) =1 240 cm™l: P=0a1030: P -0 - C
MS: m/e = 397: M*+ 1, 259 (100 %): M'-PO4Et,. _
NMR (CDCl,): &6 = 8,08, 7,37, 6,60 a 6,41 (4m, 1H kazdy):
aromaticky H, 2-pyridyl, 6,76, (d, J = 2 Hz, 2H): aromaticky
H, substituovany fenyl, 5,6 (s, 1H): OH, 5,39 (m, 1H): N-H,
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5,37 (d xd, 1H, J =9 a 28 Hz): Cﬂ—PO3Et2, 4,18 az 3,69
(viac m, 4H): P-0-CH,-CH,;, 3,87 (s, 6H): OCH;, 1,24 a 1,15
(2t, J =7 Hz, 6H): P - O - CH2 - Cﬂ3.

Priklad 15
Dietyl-a-(3,5-dimetoxy-4-hydroxyfenyl)-N-(4-pyridyl)aminome-
tylfosfonat

OMe PO, Et,

OMe |

Zmes 3,5-dimetoxy-4-hydroxybenzaldehydu (3,64 g, 20
mmolov) a 1,9 g (20 mmolov), 4-aminopyridinu a § mg TsOH,
rozpustend v 20 ml toluénu sa zahrievala pri teplote refluxu
v nadobe spojenej s Deanovou-Starkovou aparatirou po dobu
48 hodin. Zmes sa potom odparila do sucha, ¢&im sa ziskalo
5,0 g (95 %) prislus$ného iminu.

K suspenzii hydridu sodného (0,87 g 60%-nej zmesi, 20
mmolov) v 25 ml suchého THF sa v ochrannej atmosfére dusika
pridal HPO3Et2 (4,14 g, 30 mmolov). Zmes sa potom mieSala,
kym sa spoc¢iatku zakalend suspenzia nevyjasnila. K tomuto
roztoku NaPO3Et, sa pridal hore pripraveny imin (2,6 g, 10
mmolov), rozpusteny v S ml THF a vysledny roztok sa zahrie-
val pri teplote refluxu po dobu 2 hodin. THF sa odparil
a zvySok sa rozdelil medzi vodu a dichlérmetan. Odparenim
organickej fazy sa ziskala biela +tuha latka, ktord sa re-
krystalizovala z prostredia EtOH (1,84 g, 48 % teoretického
vytazku). Produkt mal teplotu topenia 172 az 174 °C.

MS: m/e = 396: M*, 259 (100 %): M*-PO,Et,.

NMR (CDCly): & = 8,18, 8,16, 6,48 a 6,46 (4m, 1H kazdy):
aromaticky H, 4-pyridyl, 6,67, (d, J = 2 Hz, 2H): aromaticky
H,substituovany fenyl, 5,27 (d xd, 1H, J =7 a 10 Hz):
N-H, 4,66 (d xd, 1H, J =7 a 23 Hz): CH-PO;Et,, 4,18 az
3,60 (3m, 4H spolu): P-O—CﬂZ-CH3, 1,30 a 1,15 (2t, J = 7
Hz): P - O - CH, - CHj.
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Priklad 16
Enantioméry dietyl-a-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)-N-
(4-pikolyl)-aminometylfosfonatu

t-3u Tozitz

(+) /7 (=) H E'H

a) 3,5-Di-terc-butyl-4-hydroxybenzaldehyd (30 g, 123,5
mmolov) a (R)-(+)-1-fenyl-etylamin (15,7 g, 129,7 mmolov) sa
jeden den miesal v 100 ml tetrahydrofuranu. Roztok sa potom
susil s MgSO, a skoncentroval sa. Prislu$ny imin sa rekrys-
talizoval z prostredia ligroinu a ziskal sa produkt (38 g,
88 % teoretického vytazku) s teplotou topenia 127 az 128
°C. Uvedeny imin (30 g, 89 mmolov) a dietylfosfit (15,4 g,
111,3 mmolov) sa v 80 ml toluénu zahrievali pri teplote ref-
luxu po dobu 5 hodin. Potom sa zmes odparila do sucha. Pomo-
cou HPLC zvysku sa preukdzalo, Ze zvysSok je prevazne tvoreny
jednym diastereomérom (84 % ku 3 % reakénej zmesi). Prevla-
dajuci diastereomér dietyl-a-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfe-
nyl)-N-(1-fenyl-etyl)-aminometylfosfonatu sa izoloval pos-
tupnymi krysStalizdciami (10 g)

[a]D27 = +8,33 ° (c = 1,649, CHCl;); teplota topenia produk-
tu bola 105 az 106 °C.

(+)-Dietyl-a-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)-N- (1-
fenyletyl)-aminometylfosfonat (9,5 g, 20 mmolov) sa v pro-
stredi etanolu hydrogenoval za pritomnosti 2,5 g 10 %-ného
paladia na aktivnom uhli, &im sa ziskal (-)-dietyl-a-(3,5-
di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)-aminometylfosfonat (5,6 g, 76
% teoretického vytazku) s teplotou topenia 143 az 145 °C
(rekrystalizovany z prostredia ligroinu-dichlérmeténu).
[a]p?? = -12,12 ° (c = 1,650, CHCL,).

(-)-Dietyl-a-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)aminome-
tylfosfonat (11 g, 29,6 mmolov) a pyridin-4-karboxaldehyd
(6,3 g, 59,3 mmolu) sa rozpustili v 125 ml MeOH. Zmes sa

okyslila koncentrovanou HCl (na indikator brémfenolova mod-
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rd). Po polhodine mieSania pri teplote miestnosti sa pridal
NaBH;CN (5,6 g, 89 mmolov), rozpusteny v 30 ml MeOH. pH roz-
toku sa opdt upravilo s HCl. Reakénd zmes sa miesala pri
teplote miestnosti po dobu 4 hodin a potom sa odparila do
sucha. ZvySok sa extrahoval s dichlérmetanom a vodou. Orga-
nicka faza sa suSila nad MgSO, a odparila. Zvy$ok sa delil
stipcovou chromatografiou (Si0,, 95/5 CHC13/MeOH), ¢&im sa
ziskal (-)-dietyl-a-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)-N-(4-
pikolyl-)-aminometylfosfondt (11 g, 80 % teoretického vytaz-
ku) s teplotou topenia 66 az 69 °C.

[alp?! = -44,05° (c = 1,992, CHCly);

b) 3,5-Di-terc-butyl-4-hydroxybenzaldehyd (30 g, 123,5
mmolov) a (S)-(-)-1l-fenyletylamin (15,7 g, 129,7 mmolov) sa
mieSali v 100 ml tetrahydrofurdnu jeden den, ¢im sa ziskal
prislusny imin (36,5 g, 88 % teoretického vytazku) s teplo-
tou topenia 127 az 128 °C.

Pripraveny imin (20 g, 59,3 mmolov) s dietylfosfitom
(10,2 g, 74,2 mmolov) sa =zahrievali pri teplote refluxu
v 60 ml toluénu po dobu 7 hodin. Potom sa zmes odparila do
sucha. Pomocou HPLC sa preukdzalo, Ze zvy$ok obsahuje popri
vychodiskovych 1latkach diasteroméry v pomere 60 ku 40 %.
Zvysky vychodiskovych latok sa odstranili stipcovou chroma-
tografiou na silikagéli ( 98/2 dichlérmetédn-MeOH). Podiely
s obsahom diasteromérov sa odparili do sucha a trikrat re-
kryStalizovali z prostredia ligroinu/MTBE, &im sa ziskal
prevladajuci diastereomér dietyl-a-(3,5-di-terc-butyl-4-hyd-
roxyfenyl)-N-(1-fenyletyl)aminometylfosfonatu (12 g) s tep-
lotou topenia 104 aZz 105 °C.

[a]p?8 = -10,53° (c = 1,643, CHCl,);
(-)-Dietyl-a-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)-N-(1-
fenyletyl)-aminometylfosfonat (42 g, 88,4 mmolov) sa hydro-
genoval v prostredi etanolu za pritomnosti 6 g 10 %-ného pa-
ladia na aktivnom uhli, ¢im sa ziskal (+)-dietyl-a-(3,5-di-
terc-butyl-4-hydroxyfenyl)-aminometyl- fosfonat (24,5 g, 75
% teoretického vytazZku), ktory mal (po rekry$talizdcii

z prostredia ligroinu/MTBE) teplotu topenia 143 aZ 144 °C.
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[@lp?? = +11,04° (c = 1,714, CHCl3); 104 a% 105 °C.

(+)-Dietyl-a-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)aminome-
tylfosfonat (11 g, 29,6 mmolov) a pyridin-4-karboxaldehyd
(6,35 g, 59,3 mmolu) v 125 MeOH sa nechali reagovat
s NaBH3CN (5,6 g, 89 mmolov) rovnakym spdsobom, aky bol opi-
sany pre (-) enantiomér. Stipcovou chromatografiou na sili-
kagéli (95/5 CHCl;/MeOH) sa ziskal (+)-dietyl-a-(3,5-diterc-
butyl-4-hydroxyfenyl)-N-(4-pikolyl)aminometylfosfonat (12 g,
87 % teoretického vytazku) s teplotou topenia 67 az 70 °C.
[«]p?! = +43,03° (c = 1,984, CHCl,);

Priklad 17
Enantioméry dietyl-a-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)-N-
(3-pikolyl) -aminometylfosfonatu
e PO, Et,
(+) /7 (=) H I-H
NH —CH, N

a) Rovnakym spdsobom, ako sa opisuje v priklade 16 sa
nechal reagovat (+)-a-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)ami-
nometylfosfonat (1 g, 2,7 mmolu) a pyridin-3-karboxaldehyd
(0,43 g, 4 mmoly) s NaBH3CN (0,34 g, 5,4 mmolov) v MeOH po
dobu 5 hodin pri teplote miestnosti. Po rozotierani produktu
v petroléteri sa ziskal (+)-dietyl-a-(3,5-di-terc-butyl-4-
hydroxyfenyl)-N-(3-pikolyl)-amino-metylfosfonat (1 g, 80 %
teoretického vytazZku) s teplotou topenia 116 az 119 °C.
[ap?® = +42,88° (c = 1,614, CHCl,)].

b) respektive sa (-)-a-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxy-
fenyl)-aminometylfosfonat (1 g, 2,7 mmolu) a pyridin-3-kar-
boxaldehyd (0,43 g, 4 mmoly) nechal reagovat s NaBH3CN
(0,34 g, 5,4 mmolov) v MeOH po dobu 5 hodin pri teplote
miestnosti. Po rozotierani produktu v petroléteri sa ziskal

(-)-dietyl—a-(3,S-di—terc-buty1-4-hydroxyfenyl)-N-(3—piko-
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lyl) -aminometylfosfonat (0,7 g, 56 % teoretického vytazku)
s teplotou topenia 118 az 120 °C.

Priklad 18
Enantioméry dietyl-a-(3,5,-dimetoxy-4-hydroxyfenyl)-N-(3-py-

ridyl) -aminometylfosfonéatu

OMe
(+) /1 (=) EGC f-”

OMe I

Uvedené enentioméry sa pripravili z racemickej zmesi
separaciou pomocou preparativnej HPLC na Chiralcelu OD
a izokratickou eludciou s hexénom/etanolom 9/1 s detekciou
pomocou UV svetla pri 254 nm. Dosiahla sa separicia aZ na
zékladnd liniu a &istota pri obidvoch pikoch po odpareni na
biele tuhé produkty bola takd, 2e sa analytickou HPLC nepo-

darila dokadzat pritomnost druhého izoméru.
20

Prvy pik: retenény ¢as 18 minut, [aD = -7,4° (c = 0,244
% hmotnost/objem, EtOH)
Druhy pik: retenény &as 34 minut, [ep?0 = +8,3° (c = 0,255

% hmotnost/objem, EtOH) CHC1,)].

Struktira obidvoch enantiomérov sa potvrdila NMR a MS
spektrometriou a elementarnou analyzou.
Elementdrna analyza: C18H25N206P
ZloZenie vypocitané: 54,4 % C, 6,36 % H, 7,07 % N,
(+) -enantiomér:

Teplota topenia: 153 az 157 °C,

Zlozenie stanovené: 53,85 % C, 6,22 % H, 6,81 % N,
(-)-enantiomér:

Teplota topenia: 155 aZz 157 °C,

Zlozenie stanovené: 54,25 % C, 6,24 % H, 6,94 % N,

Priklad 19
Enantioméry dietyl-a—(3,5,—di-terc-butyl—4—hydroxyfeny1)-N—
(3-fenylpropyl)-aminometylfosfonatu
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C- b
t-Bu TOJEtz

(+) /7 (=) HC C-H

|
NH_(CHZ)]
t-Bu

a) Pod ochrannou atmosférou dusika a pri teplote miest-
nosti sa po dobu 30 minit miesala zmes (-)-dietyl-a-(3,5-di-
terc-butyl-4-hydroxyfenyl)aminometylfosfonatu (1,7 g, 4,5
mmolu) a 3-fenylpropionylaldehydu (0,6 g, 4,5 mmolu) v 20 ml
absoliutneho metanolu. Potom sa pridal NaBH,CN (0,3 g, 4,5
mmolu), rozpusteny v 10 ml metanolu a zmes sa nechala dalej
reagovat pri teplote miestnosti po dobu 1 hodiny. Potom sa
reakénd zmes odparila do sucha a zvy$ok sa rozpustil v di-
chlormetane. Organicka faza sa premyla vodou a potom susila
pomocou MgSO,. Stipcovou chromatografiou s elua¢nym cinidlom
98/2 CHC1,/MeOH sa ziskal (-)-dietyl-a-(3,5,-di-terc-butyl-
4-hydroxyfenyl)-N-(3-fenylpropyl) -aminometylfosfonat (1,2 g,
56 % teoretického vytazku).

[alp?® = +33,1° (c = 2,055, CHC1,) .

b) Pod ochrannou atmosférou dusika sa v rovnakych pod-
mienkach ako v Casti a) nechala reagovat zmes (+)-dietyl-a-
(3,5,-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl) -aminometylfosfonitu (1,2
g, 3,2 mmolu) a 3-fenylpropionylaldehydu (0,4 g, 3,2 mmolu)
v 20 ml absolitneho metanolu. Potom sa pridal NaBH5;CN
(0,2g, 3,2 mmolu), rozpusteny v 10 ml metanolu a zmes sa
nechala dalej reagovat pri teplote miestnosti po dobu 1 ho-
diny. Potom sa reakénd zmes odparila do sucha a zvy$ok sa
rozpustil v dichlérmetane. Organicki faza sa premyla vodou
a potom suSila pomocou MgSO,. Stipcovou chromatografiou
s eluaénym &inidlom 98/2 CHC13/MeOH sa ziskal (+)-dietyl-a-
(3,5,-di-terc-butyl-4-hydroxyfeny1)-N—(3-feny1propy1)—amino-
metylfosfonat (0,94 g, 61 % teoretického vytaszku).

[a]lp?® = +31,1° (c = 2,055, CHC1,) .

c) Struktiry obidvoch enantiomérov sa potvrdili pomocou
IC, NMR a MS. Boli separované analytickou HPLC na Chiralpaku
AD a izokratickou eldciou so zmesou hexanu/2-propanolu
(9/1, objemovo).
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Priklad 20
Diizopropyl-a-(3,5-dimetoxy-4-hydroxyfenyl)-N-(3-pyridyl)-
aminometylfosfonat

OMe
PO, iPr,

OMe H ~

K 3,5-dimetoxy-4-hydroxybenzaldehydu-N- (3pyridyl)-iminu
(2,58 g, 10 mmolov), rozpustenému Vv 15 ml toluénu sa pridal
diizopropylfosfit (3,3 g, 20 mmolov) a zmes sa =zahrievala
pri teplote refluxu po dobu 17 hodin. Rozpustadlo a nadbytok
diizopropylfosfitu sa potom odparili a =zvy$ok sa &istil
stipcovou chromatografiou (9/1 dichldérmetdn/MeOH) a rekrys-
talizdciou zo zmesi EtOH/AcOEt, ¢im sa ziskal biely tuhy
produkt (1,56 g, 37 % teoretického vytazku) s teplotou tope-
nia 157 az 160 °C.

MS (m/e) = 424: MY, 259 (100 %): M*-PO4iPr,.

NMR (CDCl3): & = 8,08, 7,96, 7,03 a 6,84 (4m, 1H kazdy):
aromaticky H, 3-pyridyl, 6,69 (d, J = 2 Hz, 2H): aromaticky
H, substituovany fenyl, 5,8 (Siroky, 1H): OH, 4,82 (d x d,
1H, J =7 a 10 Hz): N-H, 4,55 (d x d, 1H, J = 7 a 23 Hz):
CH-PO3iPr,, 4,75 az 4,65 a 4,55 az 4,45 (2m, 2H spolu):
P-0-CH-(CH3),, 3,86 (s, 6H): OCH;, 1,34, 1,28, 1,24 a 0,9
(4d, J = 7 Hz): P-0-CH-(CHj),.

Priklad 21
Diizopropyl-a-(4-hydroxy-3-metoxy-5-metylfenyl)-N-(3-pyri-
dyl) -aminometylfosfonat

OMe
PO, iPr,

Me H l/

Zmes 1,9 g (11 mmolov) 4-hydroxy-3-metoxy-5-metylbenz-
aldehydu (teplota topenia 98 aZ 100 °C) a 1,08 g (11 mmolov)

3-aminopyridinu, rozpustené v 15 ml +toluénu a katalytické
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mnozstvo p-toluénsulfénovej kyseliny (asi 5 mg) sa v banke
spojenej s aparatirou podla Deana-Starka zahrievala pri tep-
lote refluxu po dobu 15 hodin. Roztok sa potom odparil do
sucha, ¢im sa ziskalo 2,7 g (100 % teoretického vytazZku) su-
rového iminu.

Potom sa k 2,77 g (11 mmolov) pripraveného iminu, roz-
pusteného v 20 ml THF pridal diizopropylfosfit (5,48 g, 33
mmolov) a zmes sa zahrievala pri teplote refluxu po dobu 24
hodin. Rozpustadlo a nadbytok diizopropylfosfitu sa odparili
a zvysok sa ¢istil stipcovou chromatografiou (95/5
dichlérmetdn/MeOH) a rekrysStalizdciou 2z prostredia zmesi
petroléteru/dichlérmetanu sa ziskal produkt vo forme bielej
tuhej latky (1,9 g, 43 % teoretického vytazku) s teplotou
topenia 123 az 124 °C.

MS (m/e) = 408: M*, 243 (100 %): M- PO5iPr,.

NMR (CDCl3): & = 8,07, 7,95, 7,02 a 6,84 (4m, 1H kazdy):
aromaticky H, 3-pyridyl,6,83 az 6,81 (m, 2H): aromaticky H,
substituovany fenyl, 5,8 (s, 1H): OH, 4,78 (d x d, 1H,
J =7,5 a 10 Hz): N-H, 4,30 (d xd, 1H, J = 7,5 a 23
Hz):Cﬂ-PO3iPr2, 4,73 az 4,65 a 4,48 az 4,40 (2m, 2H spolu):
P-0-CH-(CH3),, 3,85 (s, 3H): OCHjy, 2,22 (s, 3H): CHz, 1,33,
1,26, 1,24 a 0,96 (4d, J = 7 Hz): P-0-CH-(CH3),.

Priklad 22
Diizopropyl-a-(3-n-butyl-4-hydroxy-5-metoxyfenyl)-N-(3-pyri-
dyl) -aminometylfosfonat

OMe
PO:.iPr2
H
N N
n-Bu H l 7z
N

Zmes 6,1 g (30 mmolov) 3-n-butyl-4-hydroxy-3-metoxybenz-
aldehydu a 2,76 g (30 mmolov), 3-aminopyridinu, rozpustené
v 50 ml toluénu a katalytické mnozZstvo p-toluénsulfénovej
kyseliny (asi S mg) sa v banke spojenej s aparatirou podla
Deana-Starka zahrievala pri teplote refluxu po dobu 16 ho-

din. Roztok sa potom odparil do sucha, ¢im sa ziskalo 7,8



- 37 -

g (94 % teoretického vytazku) surového iminu.

Potom sa k 2,4 g (8 mmolov) pripraveného iminu, rozpus-
teného v 30 ml THF pridal diizopropylfosfit (4,20 g, 25 mmo-
lov) a zmes sa zahrievala pri teplote refluxu po dobu 24 ho-
din. Rozpistadlo a nadbytok diizopropylfosfitu sa odparili
a zvy$ok sa &istil stipcovou chromatografiou (95/5 dichlér-
metan/MeOH) a rekryS$talizaciou z prostredia zmesi
petroléteru/dichlérmetédnu, ¢&im sa =ziskal produkt vo forme
bielej tuhej latky (1,9 g, 43 % teoretického vytazku) s tep-
lotou topenia 142 az 144 °C.

MS (m/e) = 450: M*, 285 (100 %): M'-PO,iPr,.

NMR (CDCl,): & = 8,07, 7,95, 7,0 a 6,84 (4m, 1H kazdy): aro-
maticky H, 3-pyridyl, 6,83 az 6,80 (m, 2H): aromaticky H,
substituovany fenyl, 5,8 (s, 1H): OH, 4,74 (d x d, 1H,
J =7,5 a 10 Hz): N-H, 4,54 (d xd, 1H, J = 7,5 a 23
Hz):Cﬂ-P03iPr2, 4,75 az 4,65 a 4,50 az 4,40 (2m, 2H spolu):
P-0-CH-(CH3),, 3,85 (s, 3H): OCH3, 2,60 (t, 2H), 1,5 (m,
2H), 1,31 (m, 2H) a 0,90 (t, 3H): n-Bu, 1,33, 1,26, 1,24
a 0,96 (4d, J = 7 Hz): P-0-CH-(CH3),.

Priklad 23
Dietyl-a-(3,5-dimetoxy-4-hydroxyfenyl)-N-metyl-N-(3-piko-

lyl)-aminometylfosfonat

Ote PO, EL,
|
H C-H
|
N"'—CHZ l
OMe [
Me -

Zmes 3,0 g (16,5 mmolov) 3,5-dimetoxy-4-hydroxybenzal-
dehydu, 2,03 g (16,6 mmolov) N-metyl-3-pikolylaminu a 2,3
g (16,6 mmolu) dietylfosfitu, rozpustenych v 15 ml toluénu
a katalytické mnoZstvo p-toluénsulfénovej kyseliny (asi S
mg) sa v banke pripojili k aparatiire podla Deana-Starka
a zahrievali sa pri teplote refluxu po dobu 2 hodin. Potom
sa roztok odparil a zvySok sa &istil stipcovou chromatogra-
fiou (95/5 dichlérmetdn/MeOH), ¢im sa =ziskalo 3,2 g (46 %
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teoretického vytazZku) zltého oleja.

MS (m/e) = 287 : MY-PO5Et,.

NMR (CDC13): 6 = 8,55, 8,51, 7,72, a 7,27 (4m, 1H kazdy) :
aromaticky H, 3-pikolyl, 6,73 (d, 2H): aromaticky H, substi-
tuovany fenyl, 5,8 (Siroky, 1H): OH, 4,25 3,94 a 3,7 (3m,
4H): P-0-CHy-CH3, 3,89 (d, J =23 Hz, 1H): CH-POsEt,, 3,9
a 3,4 (2d, 2H): N(CH3)-CH,-Py, 3,91 (s, 6H): OCH5, 2,41 (s,
3H): N(CH3)-CH,-Py, 1,39 a 1,08 (2t, J =17 Hz,
6H) : P-0-CH,-CH;.

Priklad 24
Diizopropyl-a-(4-hydroxy-3-metoxy-5-metylfenyl)-N-metyl-N-
(3-pikolyl) -aminometylfosfonat

Otle PO, iPr,
H C-H
|
Me ée _

Zmes 2,0 g (12 mmolov) 4-hydroxy-3-metoxy-S-metylbenz-
aldehydu, 1,8 g (13,2 mmolov) N-metyl-3-pikolylaminu a 2,2
g (13,2 mmolu) diizopropylfosfitu, rozpustenych v 15 ml to-
luénu a katalytické mnoZstvo p-toluénsulfénovej kyseliny
(asi 2 mg) sa v banke pripojili k aparattre podla Deana-
Starka a zahrievali sa pri teplote refluxu po dobu 2 hodin.
Potom sa roztok odparil a zvys$ok sa éistil stipcovou chroma-
tografiou (95/5 dichlérmetéan/MeOH), &im sa =ziskalo 2,1
g (40 % teoretického vytazku) Zltého oleja.

MS (m/e) = 271 (100 %) : M*- PO5iPr,.

NMR (CDCl3): & = 8,54, 8,50, 7,72, a 7,24 (4m, 1H kazdy):
aromaticky H, 3-pikolyl, 6,97 a 6,77 (2m, 2H): aromaticky H,
substituovany fenyl, 5,75 (S$iroky, 1H): OH, 4,86 az 4,78
a 4,51 az 4,42 (2m, 2H spolu): P-0-CH- (CH3),, 3,84 (d,
J = 24 Hz, 1H): CH-PO3iPr,, 3,97 a 3,34 (2d,J = 13,5 Hz,
2H): N(CH3)-CH,-Py, 3,91 (s, 3H): OCHj. 2,36 (s, 3H) 2,26
(s, 3H): N(CH3)-CH,-Py, 1,39, 1,37, 1,21 a 0,83 (4d, J = 7
Hz, 12H): P-O-CH-(CH3),.
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Podobnymi sp6sobmi, aké si uvedené v prikladoch 1 az

24 mozZno pripravit tieZ nasledujuce zldéeniny:

dietyl-a-(4-hydroxy-3-metoxy-5-n-propylfenyl)-N-(3-pyridyl)-
aminometylfosfonat,
diizopropyl-a-(4-hydroxy-3-metoxy-5-n-propylfenyl)-N-(3-py-
ridyl) -aminometylfosfonat,
dietyl-a-(3-i-butyl-4-hydroxy-5-metoxyfenyl)-N-(3-pyridyl)-
aminometylfosfonat, a
diizopropyl-a-(3-i-butyl-4-hydroxy-5-metoxyfenyl)-N- (3-pyri-

dyl) -aminometylfosfonat.

V Tabulke 1 sa uvadzaji fyzikalne-chemické itdaje zlude-
nin so vzorcom (I), ktoré boli pripravené spdsobmi, ozrejme-
nymi Prikladmi 1 aZ 24 z +tejto prihld$ky vynalezu. Uvedené
spOosoby si zverejnené v EP 0 559 079 A (zodpovedajtcom pa-
tentu USA 5 424 303).

Tabulka 1

Aminofosfonatova zlucéenina vSeobecného vzorca (I)

X— -H (1)



Tabulka 1 - pokracdovanie

~ 40a-

zlue| x1 | x2 | x3 7 A R |t.t.(°c)| Mikroanalyza
1 tBu tBu H H 3-pyridyl Me |168-170 | Ca2H33N204P
2 |Bu| B | H| H 3-pyridyl Et |155-156 | CpqH37NoO4P
3 | BBu| tBu H H 3-pyridyl iPr | 135-137 | CygHg1N2O4P
4 |Bu|{ tBu | H H 3-pyridyl nPr | 133-135 | CpgH41N204P
5 | tBu| tBu H H 3-pyridyl nBu | 112-114 | CogHg5N704P
6 | tBu tBu H H 4-pikolyl Me |120-122 | Co3H35N204P
7 | tBu Bu H H 4-pikolyl Et | 87-91 Ca5H3gN7O4P
8§ | tBBu| tBu H H 4-pikolyl iPr | 126-128 | Cp7H43N204P
9 | tBu| tBu H H 4-pikolyl nPr | 108-110 | Cp7H43N204P
10 [Bu| Bu |H| H a-pikolyl | nBu | 60-61 | CagHg7N204P
11 | tBu | tBu H | COMe 4-pikolyl Et |160-162 | Co7H41N205P
12 |Bu| Bu | H| H [5-(2<hloropyridyl) | Et |124-126 | €54H3¢CINoO4P
13 | BBu | tBu H H 2-pyridyl Et [116-118 | Cp4H37N204P
14 | tBu tBu H H 4-pyridyl Et {116-119 | Co4H37N204P
15 | Bu | tBu H H 3-pikolyl Et |100-101 | Cp5H39N204P
16 | Bu| tBu | H H 2-pikolyl Et | 90-91 | Cp5H39N9O4P
17 | Bu | tBu H H 2-(2-pyridyl)etyll Et | 76-78 CogH41N204P
zlug| x! X2 x3 7 A R |t.t.¢°C) Mikroanalyza
18 H H H H 3-pyridyl Et [ 210-212 [ CjgH1N2O4P
19 | OMe | OMe | H H 3-pyridyl Me | 186-187 | CjgHp1N2OgP
20 | OMe | OMe | H H 3-pyridyl Et | 181-183 | C;gHy5N20gP
21 |OMe | OMe | H H 3-pyridyl iPr | 157-160 CaoHa9N7OgP
22 [OMe | OMe | H H 2-pikolyl Et olej C19H27N70gP
23 | OMe | OMe | H H 3-pikolyl Et | 99-101 C19H27N2OgP
24 | OMe | OMe | H H 4-pikolyl Et | 125-127 | C;9H27N,OgP
25 {OMe| H |H| H 3-pyridyl Et |171-173 | Cj7Hy3N.OsP
26 | OEt H H| H 3-pyridyl Et | 185-187 | C;gHa5N,OsP
27 | OMe | OMe |Me| H 3-pyridyl Et | 134-136 | C;9Hy7N0gP
28 | Me Me H H 3-pyridyl Et | 176-178 | C;gHagNoO4P
29 |OMe | OMe | H H 2-pyridyl Et | 163-165 | C;gHy5NoOgP
30 |{OMe | OMe | H H 4-pyridyl Et |172-174 | CygH25N2OgP
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OMe
OMe
OMe
OMe
OMe
OMe
OMe
OMe
Me

sBu
Et

OMe
OMe
OMe
OMe
OMe
OMe
OMe
OMe

OMe
OMe
NOy
OMe
OMe
OMe
OMe
OMe
t-Bu

sBu
Et

Me
nBu

Me
Me
Me

eoJe s iiNe s lis s JNe ofi « s ke s fio s Bie e N o e ol « ol « s HNe o B« o Bk« o B« o« o o)

e o« viiiie oo s SN« ofiie o e o ke ol ol ofie oo o BN« s N« o1 « o S o Jo o B o B« o o

3-pyridyl
3-pyridyl
3-pyridyl
5-(2-chloropyridyl)
5-(2-metoxypyridyl
3-(2-metylpyxridyl)
5-(2-metylpyridyl)
5-(2-metylpyridyl)
3-pyridyl
3-pynidyl
3-pyridyl
3-pyridyl
3-pyridyl
3-pyridyl
3-pyridyl
3-pyridyl
3-pikolyl
3-pikolyl
4-pikolyl
4-pikolyl

)

nPr

Et
Et
Et
iPr
Et

Et
Et
Et
Et
Et

Et

Et
iPr
Et
iPr

142-143
158-160
212-213
193-195
135-137
148-150
189-190
150-152
90-91
174-176
140-141
170-171
164-166
123-125
133-134
142-144
99-101
85-86

129-130
138-141

Ca0H29N206P
C22H33N206P
C17H22N307P
C13H24C1N206P
C19H27N207P
C21H31N70gP
C19H27N206P
C21H31N20gP
Ca1H31N2O4P
C22H33N204P
C24H37N204P
CooHz9N204P
C1gHa5N205P
Ca0H29N205P
C1H3N70sP
C23H35N205P
C19H27N705P
C21H31N2OsP
C19H27N20sP
C71H71N2OsP
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Tabulka 1 - pokracovanie

zlae| xl x2 |x3| z A R |t.t.(°C)| Mikroanalyza
51 | Me Me | H H 3-pyridyl iPr | 169-171 | CyoHagN,oO4P
52 |OEt| H |H| H 3-pyridyl iPr | 192-194 | CooHagN,OsP
53 | OEt| Me |H| H 3-pyridyl Et | 172-173 | CjgH7N70sP
54 | OEt| Me | H| H 3-pyridyl iPr | 177-178 | CpH3;N2OsP
55 | OEt| OEt | H H 3-pyridyl Et [ 130-132 | CpgHa9N,OgP
56 | OEt| OEt | H| H 3-pyridyl iPr | 149-150 | Cy3H33N20¢P
57 |OMe| Et |H | H 3-pyridyl Et | 139-141 | CjgH7N20sP
58 |[OMe| Et | H| H 3-pyridyl iPr | 146-148 | Co H31NoOsP
59 |OMe| OEt | H| H 3-pyridyl Et | 156-157 | CjgH7N20gP
60 |OMe| OEt | H| H 3-pyridyl iPr | 159-160 | C1H31N2OgP
61 [OMe| OMe | H | Me 3-pikolyl Et olej *NMRa MS
62 |OMe| OMe | H | Me 3-pikolyl iPr olej *NMRa MS
63 [OMe| Me | H | Me 3-pikolyl Et olej *NMRa MS
64 |{OMe| Me | H | Me _ 3-pikolyl iPr | olej *NMRa MS
65 |OMe| OMe | H | H 3-pyridyl Et | 153-157 | **C;gHp5N20gP
66 [OMe| OMe | H | H 3-pyridyl Et | 155-158 | ***CygHa5N20gP
67 |[OMe| OMe | H| H fenyl Er | 143-146 C19Hp6NOgP
68 {OMe| OMe | H | H fenyl iPr | 144-146 Cp1H30NOgP
69 [OMe| Me | H | H [s-(z-metylpyridy)| Et | 154-155 |  CjoHp7NoOsP
70 |OMe| Me | H | H |[5-(2-metylpyridyl)| ipr | 149-150 C1H31N>05P
71 |OMe| Me | H | H |[3-(2-metylpyridyl)| Et | 150-152 Ci9Hy7N,05P
72 {OMe| Me | H| H |[3-(2-metylpyridyl)| iPr | 148-150 Co1H31N705P
73 {OMe| OMe [ H | H |3-(2-metylpyridyl)| Et | 146-148 Cy9Hp7N20¢P

*

* %

*x &k x

(+)-enantiomér

(-)-enantiomér

zliceniny 20

zluceniny 20

Identifikované pomocou NMR a MS-spektroskopie
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Tabulka 1 - pokracdovanie

Aminofosfonatovd zlidenina v$eobecného vzorca (I)

| or'
1
7
X P\ng
, | S
X— ( B ),_——<|:-H
2 Z_N—A
X
zlagl x1 | x2 | x3 (B)n Z | R |t.t.(*c) |Mikroanalyza
H 0O CHp védzba H | E 98-99 Cy7H21N205
OMe | OMe | H CH=CH H | Et pena *NMRa MS
OMe | OMe H CH»-CH» H Et 134-138 CrnH29N>OgP

* Identifikované pomocou NMR a MS-spektra

Biologické udaje

Udaje in vitro

Zluceniny, ktoré maju vzorec (I) podla tohto vyndlezu,
boli hodnotené podla zniZovania produkcie Lp(a) v primarnych
kultirach hepatocytov Cynomolga dalej uvedenymi skids$kami.
Pri hodnoteni sa pouzili dve inkubadné doby: 4 hodiny pri

skiske 1 a 24 hodin pri skuske 2.

Protokol skusky

Z pecene dospelych opic Cynomolgus sa izolovali hepato-
cyty dvojstupnovym kolagenazovym perfiznym spdsobom podla C.
Guguena-Guillouzoa a A.Guillouzoa "Methods for preparation
of adult and fetal hepatocytes" strana 1 az 12 v: "Isolated
and Cultured Hepatocytes" v edicii Inserm Paris a John
Libbey Eurotext, Londyn (1986).
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Zivotnost buniek sa urcéovala farbenim tryptanovou mod-
rou. Bunky sa potom o¢kovali s hustotou 1,5 az 2.10° zivych
buniek na 2 cm? v 24 jamkovych kultivaénych platniach v ob-
jeme 500 pl na jamku v prostredi na tkanivové kultiry podla
Villiamsa, obsahujiceho 10 % fetalneho telacieho séra. Bunky
sa inkubovali 4 az 6 hodin pri 37 °C v CO0, inkubatore (5 %
C02) za pritomnosti 20 pl skidsSanych zludenin, rozpustenych
v etanole. Na kazdi zldc¢eninu sa pouzZili 4 jamky. Na kontro-
lu skusobného systému sa ako porovnavacie pouzili kyselina
nikotinovd a steroidné hormény, o ktorych je znéme, Ze zni-
Zuja Lp(a) u ¢loveka. Kontrolné, porovnavacie skiusky sa vy-
konavali iba za pritomnosti etanolu.

Mnozstvo sekretovaného Lp(a) v kultivaénom prostredi sa
priamo urcovalo pomocou ELISA. Pouzila sa bezZne dodavana
suprava ELISA. Bunky sa premyli a podrobili lyze, ako opisu-
je A. L. Vhite et al., Jornal of Lipid Research 34, 509 az
517 (1993) a hore opisanym spésobom sa urdil obsah Lp(a)
v bunkach.

Zmeny v koncentraciich Lp(a) kultivaéného prostredia su
udané ako % z hodnoty, stanovenej u kontrolnych vzoriek po
4 hodinach (Skiska 1) alebo po 24 hodinach (Skusgka 2).

Vysledky

Skiska 1: u zldéenin 2, 7, 11, 15, 16, 18 a 20 sa uka-
zalo, Ze zmenili koncentrdcie Lp(a) v kultivadnom prostredi
v rozmedzi od -12 do -34 %.

Skuska 2: u zldac¢enin 1, 2, 3, 5, 7, 11, 13, 15, 17,
19, 20, 21, 26 az 29, 32, 34 az 52, 57 az 60, 65 a 66 sa
ukazalo, Ze zmenili koncentracie Lp(a) v kultivadnom pro-

stredi v rozmedzi od -7 do -37 %.
Udaje in vivo

$tudijny protokol
Samci opic Cynomolgus s hmotnostou medzi 3 a 7 kg boli
rozdeleni do skupin po 3 az 4 zvieratd v kazdej skupine.

Pred zaciatkom skisky sa poCas dvoch mesiacov u nich stano-
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vovali hladiny Lp(a), aby sa dosiahli bezpe&né zakladné kon-
Stantné hodnoty hladin. Skids$ané zlddeniny sa pod4dvali ordlne

s potravou v davkach 25 mg.kg"l.der"l'1

po dobu 4 tyzdriov
a Lp(a) sa meral 28. deri. Po skonéeni obdobia podavania sa
zvieratd chovali 4 dal$ie tyZdne bez liedenia. Po tomto ob-
dobi sa ich hladiny Lp(a) vratili na udrovei pred podavanim
zliCenin. Tato kontrola poskytla d6kaz, 2Ze meranim zisteny
pokles Lp(a) bol sposobeny farmakologickym tdinkom skiuganych

zlacenin.

Vysledky

V dioch -7 a 28 (po péste cez noc) sa odobrali vzorky
krve a stanovovala sa Lp(a) vysokocitlivou a $pecifickou
skiskou ELISA. Vysledky (strednid hodnota 3 a® 4 stanoveni
v kazdej skupine) sa vyjadrili ako % z hodnoty pred podava-
nim (den -7). V uvedenych experimentdlnych podmienkich sa
skumala farmakologicka uc¢innost in vivo vybranych zludenin,
ktoré maju vzorec (I).

Zldéeniny ¢€islo 1, 2, 3, 7, 15, 17, 19, 20, 21, 27,
28, 32, 39, 44 a 52 znizili Lp(a) plazmy v rozmedzi od -13
do -51 % (hodnoty stanovené v defi 28, % zmeny vzhladom na
den -7 pred podavanim.

Uvedené zluceniny, ktoré naju vzorec (I) maji preto te-
rapeuticky potencidl na lie¢bu dalej uvedenych choréb,
u ktorych Lp(a) je v spojeni s urychlenou aterosklerézou,
abnormélnou proliferdciou buniek hladkych svalov a zvygenou
trombogenézou: korondrne srdcové choroby, ochorenim perifér-
nych tepien: prechodné krivanie, ateroskleréza extrakranial-
nych krénych tepien, porazka, restendézy po angioplastii
a ateroskleréza po transplantdcii srdca. Primarne indikacie

tychto zlu¢enin si pri liedbe hore uvedenych choréb.



PV 71#*E3 — 9F
- 45 -
PATENTOVE NAROKY
1. Aminofosfonatova zldcenina vSeobecného vzorec (Ia):

O 1
I OR

OR

-

pL
3 L
X0 (B),—C-H

| S
Xz Z__N_(CHz)m X
~
N

x1 je vodik, C(1_3)-a1kyl, hydroxy alebo C(1_4)~a1koxy;

(Ia)

v ktorom

x2 je C(1-3)-alkyl, alebo C(q_4y-alkoxy;

X3 je vodik, alebo C(q_4y-alkyl;

R1 R2 ktoré méZu byt jednaké alebo rbézne, znamenaju vodik,
alebo C(1_3) alkyl;

B je CH,CH,, CH = CH, alebo CH,;

n je nula alebo 1;

Z je vodik alebo C(l_s)alkylové skupina;

m je nula alebo 1;

x4 je vodik, alebo C(l_s)alkyl, C(l_s)alkoxy, alebo halogén;
a pyridylovy kruh je viazany uhlikom kruhu v a- alebo B- po-
lohe k dusiku (2- alebo 3-pyridyl); alebo

jej farmaceuticky pripustna sol.

2. ZluCenina vSeobecného vzorca (la) podla naroku 1,

v ktorom X1 je vodik, metyl alebo metoxy.

3. Zldcenina vSeobecného vzorca (Ia) podla naroku 1

alebo 2, v ktorom x2 je metyl alebo metoxy.

4. Zlu€enina vSeobecného vzorca (la) podTa naroku 1,
v ktorom, X! a X2 st obidva C(l 4)" alkoxy, alebo jeden z x1
a X2 je C(l 3)- alkyl a druhy je C(1 4) -alkoxy.
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5. Zluicenina vSeobecného vzorca (la) podla naroku 1,
v ktorom X! a X2 su metoxy a metoxy, metoxy a metyl, n-pro-

Pyl alebo izopropyl, alebo metyl a metyl alebo terc-butyl.

6. Zlucenina vSeobecného vzorca (Ia) podla niektorého

z narokov 1 az 5 v ktorom X3 je vodik.

7. ZluCenina vSeobecného vzorca (Ia) podla niektorého

z narokov 1 az 6 v ktorom, (B)n je priama vézba.

8. ZlucCenina vSeobecného vzorca (Ia) podla niektorého
z narokov 1 az 7 v ktorom, Rl a R2 kazdé znamend nerozvetve-

ni alebo rozvetveniu C(1_3)-a1kylovﬁ skupinu.

9. Zlucenina vSeobecného vzorca (Ila) podla naroku 8

v ktorom, Rl a R2 je kazdé C, alebo C3 alkylova skupina.

10. Zluicenina vSeobecného vzorca (Ia) podla niektorého

z narokov 1 az 9 v ktorom, Z znamend vodik.

11. ZldcCenina vSeobecného vzorca (Ia) podla niektorého
z narokov 1 az 10 v ktorom, x4 je vodik alebo metyl, ktory
je s vyhodou na uhliku, ktory je prilahly k dusiku.

12. Zldcenina vSeobecného vzorca (Ia) podla niektorého
z narokov 1 az 11 v ktorom, je uvedeny pyridylovy kruh via-
zany cez uhlik kruhu, ktory je v B-polohe k dusiku (3-pyri-
dyl).

13. Zldcenina vSeobecného vzorca (Ia) podla naroku 1,
vybrana z:
dietyl-a-(4-hydroxyfenyl)-N-(3-pyridyl)-aminometyl-fosfonat,
dietyl-a-(3,4-metyléndioxyfenyl)-N-(3-pyridyl)aminometylfos-
fonat, :
dietyl-a-(3,5-dimetoxy-4-hydroxyfenyl)-N- (3-pyridyl)amino-
metylfosfonat,
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dimetyl-a-(3,5-dimetoxy-4-hydroxyfenyl)-N- (3-pyridyl)amino-
metylfosfonat,
diizopropyl-a-(3,5-dimetoxy-4-hydroxyfenyl)-N-(3-pyridyl) -
aminometylfosfonat,
dietyl-a-(3,5-dimetoxy-4-hydroxyfenyl)-N-(2-pyridyl)amino-
metylfosfonat,
dietyl-a-(3,5-dimetoxy-4-hydroxyfenyl)-N-(4-pyridyl)amino-
metylfosfonat,

dietyl-a-(3,5-dimetoxy-4-hydroxyfenyl)-N- (2-pikolyl)amino-
metylfosfonat,

dietyl-a-(3,5-dimetoxy-4-hydroxyfenyl)-N- (3-pikolyl)amino-
metylfosfonat,

dietyl-a-(3,5-dimetoxy-4-hydroxyfenyl)-N- (4-pikolyl)amino-
metylfosfonat,

dietyl-a- (4-hydroxy-3-metoxyfenyl)-N-(3-pyridyl)aminometyl-
fosfonat,
dietyl-a-(3-etoxy-4-hydroxyfenyl)-N-(3-pyridyl)aminometyl-
fosfonat,

dietyl-a-(3,4,5-trimetoxyfenyl)-N- (3-pyridyl)aminometylfos-
fonat,
dietyl-a-(3,5-dimetyl-4-hydroxyfenyl)-N-(3-pyridyl)amino-
metylfosfonat,
(+)-dietyl-a-(3,5-dimetoxy-4-hydroxyfenyl)-N- (3-pyridyl) -
aminometylfosfonat,
(-)-dietyl-a-(3,5-dimetoxy-4-hydroxyfenyl) -N- (3-pyridyl) -
aminometylfosfonat,
diizopropyl-a-(3,5-dimetoxy-4-hydroxyfenyl)-N-[5-(2-metyl-
pyridyl) ] -aminometylfosfonat,
dietyl-a-(4-hydroxy-3-metoxy-5-metylfenyl)-N-(3-pyridyl)-
aminometylfosfonat,
diizopropyl-a-(4-hydroxy-3-metoxy-5-metylfenyl)-N-(3-pyri-
dyl) -aminometylfosfonéat,

dietyl-a- (4-hydroxy-3-metoxy-S-n-propylfenyl)-N-(3-pyridyl) -
aminometylfosfonat, a
diizopropyl-a-(4-hydroxy-3-metoxy-5-n-propylfenyl)-N-(3-
pyridyl)-aminometylfosfonat.
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14. Farmaceuticky prostriedok, vyznadugjuci
sa ty m 2Ze obsahuje zliceninu vseobecného vzorca (Ia)
podla ndroku 1 a farmaceuticky prijatelny nosi& a/alebo pri-

davni latku.

15. Zlucenina vSeobecného vzorca (Ia) podla naroku 1,

na pouzitie v terapii.

16. Pouzitie zli€eniny vSeobecného vzorca (Ia) podla
naroku 1, na vyrobu lieciva na liedbu ochorenia periférnych

tepien znizZenim hladin lipoproteinu(a) plazmy.

17. Pouzitie zldCeniny vSeobecného vzorca (Ia) podla
naroku 1, na vyrobu lieCiva na liec¢bu trombézy zniZenim hla-

din lipoproteinu(a) plazmy.

18. Pouzitie zluc¢eniny vSeobecného vzorca (Ia) podIla
naroku 1, na vyrobu lie€iva na liecbu restenézy po angio-
plastii zniZenim hladin lipoproteinu(a) plazmy.

19. Pouzitie zlu€eniny vSeobecného vzorca (Ia) podla
naroku 1, na vyrobu lie¢iva na liecbu aterosklerézy znizZenim

hladin lipoproteinu(a) plazmy.

20. Spbésob vyroby zliceniny v$eobecného vzorca (Ia)

podla ndroku 1, vy znacdujidci sa tym Ze zahfiia

a) ak Z je vodik, reakciu iminu so vzorcom (II):
X1

N
x%0 (B), —CH=N —(CHz)m—@ Xt (I1)

N

v ktorom B, X1, X2, X3 a n definované podla naroku 1
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s fosfitovou zliCeninou, ktord ma vzorec (III):
HPO (OR1) (OR?) (I11)

v ktorom

Rl a R2 si definované v naroku 1,

alebo s jej trialkylsilylovym derivdtom alebo jeho solou,

za pritomnosti alebo nepritomnosti katalyzatora, volitelne

v prostredi rozpiustadla;

b) pre zliceniny vSeobecného vzorca (Ia), v ktorych Z nie je
vodik, reakciou ekvimolovych mnoZstiev aldehydu, ktory ma

vzorec (V):
xl

o— S—(@)cHo )

x?
v ktorom

B, Xl, XZ, x3 an si rovnaké, ako je definované v naroku 1;

so sekunddrnym aminom, ktory ma vzorec (VII):
HNZA (VII)

v ktorom
Z je C(1_8)—a1ky10vé skupina a A je rovnaké, ako bolo defi-
nované vyssie;

a s fosfitom so vzorcom (III);

(c) v zlacenindch so vzorcom (I), v ktorych m nie je nula,

pésobenim zluceniny so vzorcom (VIII):
0

! ” OR'

X p_. (VIII)
, | ~oRr?
X0 (8).C

X2 NH,
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v ktorom
B, R1, Rz, Xl, Xz, X3 a n st definované v naroku 1;

na aldehyd so vzorcom (IX):

N
x4
@—mm)‘m,wo (1)

N

v ktorom
m je celé éislo od 1 po S a x4 je rovnaké ako bolo definova-
né vyssie,

v podmienkach vhodnych na redukéni aminaciu.

21. Spbésob vyroby jednotlivého enantioméru aminofosfo-
natu vSeobecného vzorca (Ia) podla naroku 1, vy zna ¢ u -
juiaci s a t ym, 2Ze zahffia reakciu bud (+) alebo (-)
enantioméru a-substituovaného aminometylfosfonatu, ktory ma

vzorec (X)

1
X O or
82 0
X0 (B)ni<
2
2
X

v ktorom
B, Rl, RZ, Xl, X2, X3 a n si definované v naroku 1,
s aldehydom, ktory ma vzorec (XI):

R3 - CcHO (XI)

v ktorom
R3 je alkylova skupina s jednym aZ Styrmi uhlikovymi atéma-
mi, perfludéralkylova skupina s 1 az 4 uhlikovymi atémami

v podmienkach vhodnych na redukéni aminéciu.
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22. Spbsob podIla naroku 21, vy znacujiaacli s a

t ¥ m, 2e reakcia sa vykond za pritomnosti kyanobérhydridu

sodného v alkoholovom rozpustadle, vyhodne v metanole, pri

pH medzi 3 a 6 a pri teplote medzi O °C a 25 °C.
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