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(577)Anotace:

Slougeniny obecného vzorce [, v némz Y, Y3 Y a Y4jsou
skupiny OR', NR?R?, OCOR', OCNR’R?, O(CO)OR',
O(SO,)R', O(SO,)OR! nebo OP(O)R? (OR?), v nichZ jsou R',
R? a R® nezavisle na sobé vodik, libovolny nenasyceny C, aZ
Cy, alkyl, C; aZ Cyq cykloalkyl, heterocyklus, aryl, heteroaryl,
aralkyl nebo silyl SiR3, kde R piedstavuje alkyl, pfipadné
substituovany fenyl nebo kombinaci C, aZ C4 alkyld nebo
fenyld, nebo skupiny R a R? spole&né s pfilehlym atomem
dusiku tvofi 3 aZ 10-¢lenny kruh, kde vedle dusikového atomu
miiZe byt jeden nebo dva heteroatomy nebo skupiny R?aR®
spole&né s prilehlou skupinou O-PO-O tvofi 5 nebo 6-ti
&lenny kruh, za pfedpokladu, Ze v obecném vzorci 1 je alespoit
jedna ze skupin Y', Y% Y* a Y* jin4 neZ OR', nebo NR'R’; Q'
a Q? jsou nezévisle na sob& vodik, atom fluoru, chloru, bromu
nebo jodu. Je popsan zplisob pifpravy t&chto derivath a
farmaceuticky pFipravek obsahujici jako aktivni €inidlo
anhydridovy derivat kyseliny methylenbisfosfonové.
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ANHYDRIDOVE DERIVATY KYSELINY METHYLENBISFOSFONOVE, ZPUSOB
JEJICH PRIPRAVY A FARMACEUTICKY PRIPRAVEK

Oblast techniky

Piedmétem vynalezu jsou nové derivaty anhydridu kyseliny methylenbisfosfonové, zejména
nové derivaty anhydridu kyseliny methylenbisfosfonové substituované chlorem,
esteranhydridy, amidanhydridy a esteramidandhydridy, procesy pro pifipravu téchto novych

slouenin a farmaceutické prostfedky obsahujici tyto nové slou€eniny.

Podle pfedmétného vyndlezu bylo zi§téno, Ze nové anhydridy kyseliny
methylenbisfosfonové, esteranhydridy, amidanhydridy a esteramidandhydridy a Caste¢né
anhydridy a jejich soli v nékolika pfipadech vykazuji jasné lepsi vlastnosti neZ odpovidajici
bisfosfonové kyseliny, jejich Casteéné estery, Caste€né amidy a casteéné esteramidové
derivaty, v disledku lepsi kinetiky a pouZitelnosti anhydridovych derivatd, a proto maji vice

kontrolovany u¢inek na metabolismus a télni funkce.

Dosavadni stav techniky

Zékladnim problémem vSech zndmych methylenbisfosfonatli, které jsou béZné€ pouzivany
jako soli tetrakyseliny, je jejich slaba absorpce b&hem peroralniho podévani. Proto potfebna

davka musi byt vétsi.

Resorpce a uéinnost mize byt ovlivnéna bud’ substituenty na centralnim uhliku nebo zménou
skupin pfipojenych k fosforu. Nékolik prikladti zlepSeni vlastnosti bisfosfonati zménou
substituentl na centralnim atomu uhliku je popsano v literatufe (Bisfosfonate on Bones, ed.
Bijvoet, Fleisch and Russel, Elsevier, Amsterdam 1995). ZlepSeni absorpce bisfosfonati ve
formé tetrakyseliny nebo soli nebo vhodnost pro pacienta byly testovany pomoci
formula¢nich prostiedktt (CA 2120538, EP 407345, EP 550385, EP 566535, US 5462932,
WO 9321307, WO 9412200, WO 9426310, WO 9508331, WO 9528145, WO 9529679, WO
9531203), ale zlepSeni u¢innosti bylo pouze okrajové v poméru k ddvce. Fosforova ¢ast
molekuly byla pouZita pro regulaci pouze v nékolika pfipadech. Typickymi regulatory ve

fosforné Casti molekuly byly &aste¢né estery, esteramidy a amidy. Anhydridové derivaty,




které jsou predmétem tohoto vyndlezu, jsou charakteristické poZadovanou selektivitou a

kontrolnim Géinkem, coZ vede k lepSimu terapeutickému indexu.

Methylenbisfosfonové kyseliny, jejich soli, tetraestery, amidestery, Casteéné estery a CasteGné
esteramidy byly popsany v nékolika publikacich, ale anhydridové derivaty, které jsou
pfedmétem tohoto vyndlezu, nebyly dosud ani zminény v literatufe ani nejsou znamy jejich

vlastnosti.

Ptiprava tetraesteri methylenbisfosfonové kyseliny byla popsana v publikacich US
4,447,256, DE 28 31 578; EP 337 706; EP 282 320; EP 356 866; J. Am. Chem. Soc. 78
(1956) 4450; J. Chem. Soc. 1959, 2272; ; J. Am. Chem. Soc. 84 (1962) 1876; J. Org. Chem.
35 (1970) 3149; J. Org. Chem. 36 (1971) 3843, Phosphorus, Sulfur and Silicon 42 (1989) 73;
J. Chem. Soc. Perkin Trans. 2, (1992) 835 and Phosphorus, Sulfur and Silicon 70 (1992) 182
(smésné tetraestery). Pfiprava tetraamidester byla pospana v publikaci J. Organomet. Chem.

304 (1986) 283; Tetrahedron Lett. 26 (1985) 4435 a Acta Chem. Scand. 51 (1997) 932.

Piiprava &aste€nych esterti byla popsana v publikacich WO 9015806, WO 9211267, WO
9221169, Tetrahedron Lett., 34 (1993) 4551, Tetrahedron 51 (1995) 6805 a Tetrahedron Lett.
37 (1996) 3533. Piiprava Casteénych amidi a Castecnych esterti byla popsana v patentové

publikaci WO 9211268.

Mono nebo bisfosfonatové podily mohou byt ke zndmé 1é¢ivé sloudeniné pfidany jako trvale
ptipojené nebo jako neaktivni Cast, ktera se metabolizmem pfeméni na aktivni, ¢imzZ se ve
druhém piipade zvysi cileni na kost, je-li tato slou€enina pouzita pro léceni nemoci kosti
nebo pro zvySeni rozpustnosti ve vodné fazi Spatné rozpustného 1é€iva. Pro toto pouZiti jsou

rovnéZ znamy nékteré smésné anhydridy hlavné fosfore¢né kyseliny a karboxylové kyseliny.

Nové molekuly podle ptedmétného vynalezu, které obsahuji anhydridovou skupinu jako
neaktivni ¢ast, ktera se metabolizmem pfeméni na aktivni, nebo jsou aktivni samy o sobg,
jsou velmi vhodné pro 1éCeni onemocnéni spojenych s metabolismem véapniku a dalSich,
hlavné dvojmocnych kovi. Mohou byt pouZity k 1é¢b€ jak onemocnéni kosti, zvlasté tvorby
kosti, tak pro lé¢bu resorpénich onemocnéni, jako je osteoporéza a Pagetova nemoc, a také

onemocnéni mékkych tkani, jako jsou depozi¢ni a mineraliza¢ni stavy a poruchy osifikace.




Na druhé strané jako analoga pyrofosforetnanu jsou nové anhydridové derivaty
methylenbisfosfonové kyseliny vhodné pro 1ébu onemocnéni pyrofosforetnanové funkce
organismu, v&etn& téch funkci, kde aktivni, ale nichylné k porucham nebo nespravné
fungujici organické &asti jsou spojovany s pyrofosfore¢nanem nebo funguje jako kovovy

komplex nebo jako jejich kombinace.

Nové bisfosfonaty reguluji pfimo nebo nepfimym mechanismem kvalitu a Groveii jak kationtd
tak/nebo pyrofosfore¢nanovych sloudenin, které jsou voln& piitomné v télnich tekutinach
nebo se vaZou na tkang, jsou aktivni v tkanich a jsou z nich uvolfiovény, tj. tvorby,
rozpousténi, spojovani a eliminace. Jsou tak schopny regulovat bun€&ny metabolismus, rist a
destrukci. Na vy$e uvedeném zikladé mohou byt pouZity napiiklad pfi 1éb€ rakoviny kosti a
jejich metastaz, ektopické kalcifikace, urolitidzy, revmatoidni artritidy, osteitidy a degenerace

kosti.

Podstata vynalezu

Vynélez se tyka novych derivati kyseliny methylenbisfosfonové obecného vzorce I:
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kde Y', Y2 Y®a Y*jsou skupiny OR!, NR?R?, OCOR', OCNR? R?, O(CO)OR/,
O(SO)R', O(SO,)OR! nebo OP(O)R? (OR?), kde R', R* a R’ jsou nezavisle na sobg
vodik, linedrni nebo rozvétveny, libovolng substituovany, libovolné nenasyceny C;-Cz, alkyl,
libovoln& nenasyceny Cs aZ Cyo cykloalkyl, heterocyclicky substituent, aryl, heteroaryl,
aralkyl nebo silyl SiRs, kde R pfedstavuje alkyl, fenyl, substituovany fenyl nebo kombinaci
C; az C4 alkyld a/nebo fenyld, nebo skupin R?a R spole¢né s pfilehlym atomem dusiku tvofi
3 a2 10 &lenny nasyceny, &asteén& nasyceny nebo aromaticky kruh, kde vedle dusikového
atomu muiZe byt jeden nebo dva heteroatomy vybrané ze skupiny N, O a S, nebo skupiny R*a
R? spole&ng s prilehlou skupinou O-PO-O tvoii 5 nebo 6-ti ¢lenny kruh, za pfedpokladu, Ze v

obecném vzorci 1 je alespoil jedna za skupin YL Y2 Y3 a Y*jind nez OR! nebo NR’R?;




Q! a Q? jsou nezavisle na sob& vodik, atom fluoru, chloru, bromu nebo jodu, se zahrnutim
stereoisomert, jako jsou geometrické isomery a opticky aktivni isomery téchto sloucenin a

farmaceuticky piijatelné soli téchto sloucenin.

Libovolné nenasyceny C; aZ Cy, alkyl jako skupina R!, R*a R® predstavuje alkyl, alkenyl
nebo alkynyl, které obsahuji nezavisle na sobé 1 az 22, respektive 2 az 22 atoml uhliku,
vyhodnéji 1 az 8, respektive 2 az 8 atomd uhliku, nejvyhodné&ji 1 aZ 5, respektive 2 az 5 atomt

uhliku.

Libovolné nenasyceny C; az Cjp cykloalkyl, jako skupina R!, R? a R’ predstavuje
cykloalkyl nebo cykloalkenyl, ktery obsahuje 3 az 10 atoml uhliku, vyhodnéji 5 az 6,
nesubstituované nebo substituované napiiklad niZ§im alkylem (1 az 4 C). Vyhodné&ji je to
cyklo-propyl, -butyl, -pentyl nebo -heptyl nebo odpovidajici cykloalkenylova skupina.
Heterocyklicka skupina obsahuje v kruhu jeden nebo vice heteroatomtt vybranych ze skupiny

N,OaS.

Aryl nebo aralkyl jako skupina R, R?a R? piedstavuje aryl nebo aryalkyl substituovany
libovolnym C; aZ Cg-alkylem, -alkoxylem nebo halogenem, jako je fenyl, benzyl,

nejvyhodné&ji v8ak nesubstituovany fenyl a benzyl.

Pokud je v sililové skupiné SiRj skupina R niz§i alkyl obsahujici 1 aZ 4 uhlikové atomy, je to
zv14§té methyl, ethyl, propyl, isopropyl, butyl nebo terc.-butyl. Pokud skupina R v sililové
skupiné pfedstavuje kombinace C; aZ Cy-alkyl nebo fenyld, je to napiiklad dimethyl-ferc.-
butyl, methyldiisopropyl, dimethylfenyl, diethylfenyl, methyl-ferc.-butylfenyl nebo
diisopropyl-(2,6-dimethylfenyl).

Pokud R?a R? spole&né s dusikovym atomem tvoii heterocyklicky nasyceny kruh, tento kruh
je typicky naptiklad morfolinyl, thiomorfolinyl, piperidinyl, piperazinyl, azetidinyl, aziridinyl
nebo pyrrolidinyl, nebo je-li tento kruh tvofen ¢aste¢né nasycenym aromatickym kruhem,
tento kruh je napiiklad pyrrolyl, imidazolyl, triazolyl, tetrazolyl, oxazolyl, thiazolyl, pyridyl,
pyrimidyl, pyrazinyl, pyridazinyl nebo azepinyl. Tato skupina miize byt substituovana, jak je
popsano vyse, cykloalkylem, vyhodné je vSak nesubstituovana jako napiiklad pyrrolidinyl,

morfolinyl nebo piperazinyl.




Tvoti-li R?a R® spoleéné s piilehlou O-PO-O skupinou 5 nebo 6 &lenny kruh, tento kruh je

piednostné dioxyfosfolandioxid nebo dioxafosfanoxid.
Q'a Q? jsou nejvyhodnéji atomy chloru.

Soli sloudenin obecného vzorce I jsou zvlasté jejich soli s farmaceuticky akceptovatelnymi
z4sadami, jako jsou soli kovi, naptiklad soli alkalickych kovii, zvlasté lithné, sodné a draselné
soli, kovy alkalickych zemin, jako jsou vapenaté nebo hofe¢naté soli, méd’né, hlinité nebo
zine¢naté soli, amonné soli tvofené z amoniaku nebo primarnich, sekundédrnich nebo
terciarnich, jak alifatickych tak alicyklickych, tak i aromatickych amint, alifatické nebo
aromatické kvarterni amoniové soli, soli s aminoalkoholy, jako jsou ethanol-, diethanol- a
triethanolaminy, tris(hydroxymethyl)aminometan, 1- a 2- methyl- a 1,1-, 1,2- a 2,2-

dimethylaminoethanoly, N-mono a N,N-dialkylaminoethanoly, N-(hydroxymethyl a ethyl)-

N,N-ethandiaminy, a aminocrownethery a kryptandy, heterocyklické amoniové soli, jako je
azetidinium, pyrrolidinium, piperidinium, piperazinium, morfolinium, pyrrolium,
imidazolium, pyridinium a chinolinové soli, rGzné tetraalkylamoniové soli, jako je
tetramethylamonium, methyltributylamonium a benzyldimethylamoniové soli s vySSimi

alkyly.

Vyhodné sloudeniny podle pfedmétného vyndlezu jsou derivaty methylenbisfosfonové
kyseliny obecného vzorce I, kde dvé ze skupin Y, Y2 Y a Y*jsou skupiny OCOR!, kde R
je definovano vyse. Zv1asté vyhodné jsou z t&chto sloucenin ty slouceniny, kde R! je linedrni

nebo rozvétveny C; az Cy, alkyl nebo fenyl.

Vyhodné slouceniny podle pifedmétného vyndlezu jsou derivaty methylenbisfosfonové
kyseliny obecného vzorce I, kde dveé ze skupin Y!, Y%, Y? a Y*jsou skupiny OR’, kde R' je
definovano vyse. Zvlasté vyhodné jsou z téchto sloudenin ty slouceniny, kde R’ je linearni

nebo rozvétveny C;-Cy, alkyl nebo fenyl.

Dale jsou vyhodné mezi slou¢eninami obecného vzorce I, kde dvé ze skupin YL v4 Yia Y
jsou skupiny OCOR! nebo OR', slougeniny, kde tfeti skupina ze skupin YL YE Ya Yje
vybrana ze skupiny zahrnujici alkylsulfonyl, niZsi alkylkarboxy, benzoyl, arylsulfonyl, mono-

a di-nizsi alkylfosforyl.




Ptiklady vyhodnych sloucenin podle pfedmétného vynalezu jsou napiiklad:
disodna sl p,p'-diacetyl(dichlormethylen)bisfosfonatu a volna kyselina,

disodna sil p,p'-dibutyroyl(dichlormethylen)bisfosfonatu a volna kyselina,
disodna sil p,p'-di(pivaloyl)(dichlormethylen)bisfosfonétu a volna kyselina,
disodna stl p,p'-di(benzoyl)(dichlormethylen)bisfosfonétu a volna kyselina,
disodna st p,p'-di(isobutyroyl)(dichlormethylen)bisfosfonatu a volna kyselina,
disodna sil p,p'-di(tetradekanoyl)(dichlormethylen)bisfosfonatu a volna kyselina,

disodna sl p,p'-di(oktadekanoyl)(dichlormethylen)bisfosfonatu a volna kyselina.

Derivaty podle pfedmétného vynalezu mohou byt pfipraveny mnoha riznymi zplsoby v
zavislosti na tom, ktery anhydrid methylenbisfofonové kyseliny méa byt piipraven.
Methylenfosfonové kyseliny pouZité jako vychozi materidly, jejich soli, tetraestery,
tetraesteramidy, CasteCné estery a Castené amidestery mohou byt pfipraveny znamymi
metodami (napt. WO 92/11267 a WO 92/11268). Tak mohou byt astedné estery pfipraveny
napiiklad selektivni hydrolyzou tetraesteru methylenfosfonové kyseliny, selektivni
esterifikaci bisfosfonové kyseliny nebo z dalSich ¢asteénych ester intramolekularnimi nebo
intermolekularnimi reakcemi. Céaste¢né amidestery mohou byt na druhé strang piipraveny
napiiklad selektivni hydrolyzou tetra(amidester)bisfosfonové kyseliny nebo &aste¢nych

esteramidl intramolekularnimi nebo intermolekuldrnimi reakcemi.

Slougeniny podle ptedmétného vynalezu, kde skupiny Y, Y Y?a Y* jsou bud’ ¢astecné (1
az 3 skupiny) nebo vSechny dalsi substituenty definované vyse pro tyto skupiny neZ skupiny
OR! nebo NR’R?, mohou byt pfipraveny alternativou a) schématu 1 postupnymi
substituénimi reakcemi z odpovidajicich methylebisfosfonovych kyselin a jejich soli. Vychozi
material (IT), kde alespoii jedna skupina ze skupin X' a2 X* nebo viechny jsou nezavisle na
sobé OH nebo OM, kde M miiZe byt kov nebo amoniova skupina, reaguje selektivné s

odpovidajicim derivatem kyseliny (Z — A), naptiklad s chloridem kyseliny.

Stejnd metoda muZe byt aplikovana podle alternativy b) schématu 1, kdyZ alesponi jedna
skupina X' a2 X* nebo viechny jsou halogeny nebo analoga halogend, jako je sulfonyloxy,
reakei této sloudeniny s vybranymi kyselinami (A-OH) nebo kovovymi solemi (A-OM) a
kone¢né odstranénim extra skupin C a eventualné extra skupin Y, naptiklad hydrolyzou

vodou. V téchto slou€eninach jsou hlavné halogen obsahujici skupiny modifikovany pfidanim




alkoholu, thiolu nebo aminu ke smési a

amidesteranhydridy.

Schéma 1;
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1 aZ 4) = OH nebo OM, kde M je kov nebo amoniova skupina; X" (n =

jsou ziskdny smésné esteramidy nebo

+ Z-A ——=> I

1 a2 4)

= m4 stejny vyznam jako vyse; Q' a Q* ma stejny vyznam jako vys$e; Z je halogen nebo
analog; A ptedstavuje skupinu OCOR', OCNR? R?, O(CO)OR!, O(SO)R!, O(SO,)OR!
nebo OP(O)R%(OR?), R!, R%, R*ma4 stejny vyznam jako vySe; nebo

b)

X"(m = 1az4) = halogen nebo analog; Z je OOH nebo OM, kde M je kov nebo

amoniova skupina; A, Q' a Q? maji stejny vyznam jako vyse

Z tetraderivath obecného vzorce I pfipravenych postupem popsanym vySe mohou byt

pfipraveny c) selektivni hydrolyzou tri-, di- a mono &aste¢né anhydridové derivaty obecného

vzorce I podle schématu 2:

Schéma 2:
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) X'"(n =4)=A ~mn >Y"(n= 1az3)=A, kde A ma stejny vyznam jako vyse ve

schématu 1.

Proces hydrolyzy maZe byt sledovan bud chromatograficky nebo pomoci *'P-NMR
spektroskopie. Reakce miiZe byt pieruSena pii nejvyssi koncentraci ¢asteéného anhydridu
(alespori jedna ze skupin Y = OH nebo OM) a produkt miZe byt izolovan z reakéni smési bud’

jako kyselina nebo stll vysraZenim, extrakci nebo chromatograficky.

Smésné ester, esteramid nebo amidesteranhydridy mohou byt zejména pfipraveny z molekuly
obecného vzorce I, kde skupiny Y', Y% Y® nebo Y* reprezentuji vybrané mnozstvi vyse
uvedenych skupin X nebo skupin definovanych pro Y jinych nez OR' nebo NR’R®. Tato
latka mize reagovat podle metody a) s vhodnym halogenidem kyseliny nebo podle metody b)

s kyselinou nebo jeho kovovou soli.

Nové sloudeniny podle pfedmétného vynalezu mohou byt podavany enteralné nebo
parenteralné. Do uvahy piichazi vSechny bézné formy podavani jako jsou tablety, kapsle,
granule, sirupy, roztoky, implantaty a suspenze. Mohou byt pouZity viechny farmaceuticky
piijatelné formulace, rozpoustéci a podavaci adjuvans, tak i stabilizatory, regulatory viskozity,

dispergatory a pufry.

Vhodné adjuvans zahrnuji napiiklad vinné a citratové pufry, alkoholy, EDTA a dalsi
netoxickd komplexaéni ¢inidla, tuhé a kapalné polymery a dalsi sterilni substraty, $krob,
laktézu, manitol, methylcelulézu, mastek, kyselinu k¥emicitou, mastné kyseliny, Zelatinu,
agar - agar, fosfore€nan vapenaty, stearat hotfecnaty, Zivocis§né a rostlinné tuky a, je-li to

pozadovano, sladidla a pfichuté.
Déavkovani zavisi na riznych faktorech, naptiklad na zpisobu podavéni, druhu, véku a

individualni kondici. Denni davky jsou pfiblizn€ od 1 od 1000 mg, obvykle od 10 od 200 mg

na osobu a mohou byt podavény v jediné davce nebo mohou byt rozdéleny na n€kolik dévek.

SloZeni typické kapsle a tablety je uvedeno nize:

Kapsle mg/kapsli
Aktivni latka 100.0 mg




Skrob 20.0 mg
Stearat hotec¢naty 1.0 mg
Tableta mg/tabletu
Aktivni latka 400.0 mg
Mikrokrystalicka celuléza ~ 20.0 mg
Lakt6za 67.0 mg
Skrob 10.0 mg
Mastek 4.0 mg
Stearat hofecnaty 1.0 mg

Slougeniny podle pfedmétného vynalezu mohou byt piipraveny také do intramuskuldrnich
nebo parenteralnich prostfedkd, naptiklad infizni koncentraty, kde mohou byt jako adjuvans
pouzity napfiklad sterilni voda, fosfatovy pufr, chlorid sodny, hydroxid sodny, kyselina

chlorovodikova nebo jina farmaceuticky pfijatelna adjuvans.

Uéelem nasledujicich piikladi je ilustrovat pfedmétny vynalez, avSak bez jeho jakéhokoli

omezeni.

Piiklady provedeni vynalezu

Ptiklad 1. Methyltributylamoniova siil P,P-dimethyl-P'-methansulfonyl(dichlormethylen)-

bisfosfonatu a volna kyselina

12,2 g (1,025 mol) methyltributylamoniova siil trimethyl(dichlormethylen)bisfosfonatu a 2,9
g (0,025 mol) mesylchloridu jsou rozpustény ve 150 ml bezvodého acetonitrilu a roztok je
michan piiblizn€ 20 minut za refluxu. Priib&h reakce je sledovan 3'P_NMR. Rozpoustédlo je
odpateno za vakua a je ziskano pfiblizng 13,2 g (96% teorie) Zluté methyltributylamoniové
sole P,P-dimethyl-P'-methansulfonyl(dichlormethylen)-bisfosfondtu olejové konzistence C'p-
NMR, CDCls): 13,12 ppm (P), -2,42 ppm (P"), 2Jpp = 20,3 Hz, *Jpyy = 10,7 Hz) v koncentraci

99,5%; kyselina miZe byt uvolnéna okyselenim.

—
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Nasledujici methylenbisfosfonat-P,P-diester-P'-monoanhydridy a jejich kvarterni amoniové

soli mohou napfiklad byt analogicky pfipraveny:

Methyltributylamoniova siil P,P-dimethyl-P'-pivaloyl(dichlormethylen)bisfosfonatu , *'P-
«“NMR (CDCL): 15,13 ppm (P), -0,63 ppm (P"), “Jpp- = 18,9 Hz, *Jpyy = 10,7 Hz.
Methy ltributylamoniova siil P,P-dimethyl-P'-pentyl(dichlormethylen)bisfosfonatu , *'P- NMR
(CDCLs): 15,12 ppm (P), -1,04 ppm (P"), “Jpp- = 18,6 Hz, *Jpu = 10,6 Hz.
Methyltributylamoniova sil P,P-dimethyl-P'-benzoyl(dichlormethylen)bisfosfonatu , 3p.
~NMR (CDCls):14,87 ppm (P), -0,79 ppm (P"), “Jpp- = 23,0 Hz, *Jpyy = 10,7 Hz.
Methyltributylamoniova stl P,P-dimethyl-P'-trichloroacetyl(dichlormethylen)bisfosfonétu ,
3'p_ NMR (CDCls): 15,13 ppm (P), -0,63 ppm (P"), 2Jpp = 18,9 Hz, *Jpy = 10,7 Hz.
N-Isopropylpyridiniova stil P,P-diisopropyl-P'-pivaloyl(dichlormethylen)bisfosfonatu , 21p.
~NMR (CDCls): 8,99 ppm (P), 0,24 ppm (P’), 2Jpp = 24,5 Hz, *Jpy = 6,6 Hz.
Ethyltributylamoniova sil P,P-diethyl-P'-methansulfonyl(dichlormethylen)bisfosfonatu , 31p.
-NMR (CDCls): 9,90 ppm (P), -1,29 ppm (P"), “Jpp- = 22,8 Hz, *Jpus = 7,9 Hz.
N-Isopropylpyridiniova sil P,P-diisopropyl -P'-methansulfonyl(dichlormethylen)bisfosfo-natu
,*'P. NMR (CDCls): 7,79 ppm (P), -1,45 ppm (P"), *Jpp- = 23,3 Hz, *Jpu = 6,4 Hz.
Methyltributylamoniova stl P-methyl-P-isopropyl-P'-methansulfonyl(dichlormethylen)-
~bisfosfonatu , >'P- NMR (CDCls): 10,80 ppm (P), -2,21 ppm (P"), “Jpp- = 21,2 Hz, *Jpy = 10,5
Hz.
Methyltributylamoniova stl P,P-dimethyl-P'-benzensulfonyl(dichlormethylen)bisfosfonatu ,
3'p_ NMR (CDCls): 13,07 ppm (P), -2,28 ppm (P"), “Jpp- = 21,0 Hz, *Jpi = 10,7 Hz.
Methyltributylamoniova stl P,P-dimethyl-P'-toluensulfonyl(dichlormethylen)bisfosfonatu ,
3p_ NMR (CDCly): 13,27 ppm (P), -2,54 ppm (P"), 2Jpp- = 20,2 Hz, *Ipy = 10,3 Hz.
Methyltributylamoniova stl P,P-dimethyl-P'-2,4,6-trimethylbenzensulfonyl(dichlor-
~methylen)bisfosfonatu , *'P- NMR (CDCL): 13,53 ppm (P), -2,81 ppm (P"), *Jpp = 22,0 Hz,
*Jpu = 10,8 Hz.
Methyltributy lamoniova siil P,P-dimethyl-P'-2,4,6-triisopropylbenzensulfonyl(dichlor-
~methylen)bisfosfonatu , 31p- NMR (CDCls): 13,54 ppm (P), -2,83 ppm (P"), 2Jpp- = 21,9 Hz,
*Jpu = 10,8 Hz.
Methyltributylamoniova sil P,P-dimethyl-P'-d-10-camphorsulfonyl(dichlormethylen)-
—~ bisfosfonatu , >'P- NMR (CDCl3): 13,06 ppm (P), -2,82 ppm (P"), 2Jpp = 20,7 Hz, *Jpyy = 10,7
Hz.
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Methyltributylamoniova sil P,P-dimethyl-P'-pivaloyl(dibrommethylen)bisfosfonatu , 3lp.
~NMR (CDCl): 15,16 ppm (P), -0,90 ppm (P"), *Jpp = 14,5 Hz, 3Jpu=10,9 Hz.
Methyltributylamoniova stl P,P-dimethyl-P'-methansulfonyl(dibrommethylen)bisfosfonatu ,
3'P.NMR (CDCls): 12,99 ppm (P), 2,83 ppm (P"), 2Jpp- = 15,7 Hz, *Jpi = 10,6 Hz.
Methyltributylamoniova stl P,P-dimethyl-P'-methansulfonyl(dibrommethylen)bisfosfonatu ,
3'P_NMR (CDCl3): 12,99 ppm (P), -2,83 ppm (P"), “Jpp- = 15,7 Hz, *Jpi = 10,6 Hz.
Methyltributylamoniova sil P,P-dimethyl-P'-trichlormethansulfonyl(dibrommethylen)-
—bisfosfonatu , >'P-NMR (CDCls): 13,12 ppm (P), -2,98 ppm (P"), *Jpp- = 15,4 Hz, *Jpu = 10,6
Hz.
Methyltributylamoniova stil P,P-dimethyl-P'-p-toluensulfonyl(dichlormethylen)bisfosfonatu ,
3Ip.NMR (CDCh): 13,13 ppm (P), 2,95 ppm (P"), 2Jpp- = 15,1 Hz, *Jpy = 10,8 Hz.
Methyltributylamoniova stl P,P-dimethyl-P'-pivaloyl(monobromethylen)bisfosfonatu , Ap.
~NMR (CDCls): 20,51 ppm (P), 0,95 ppm (P"), Jpp = 6,0 Hz, *Jpus = 16,5 Hz, *Jpyy = 10,9 Hz.
Methyltributylamoniova stl P,P-dimethyl-P'-methansulfonyl(monobromethylen)bisfosfonatu ,
3P _NMR (CDCls): 17,46 ppm (P), 1,19 ppm (P"), *Tep = 7,3 Hz, “Jpus = 17,3 Hz, *Jp = 11,0
Hz.
Methyltributylamoniova stil P,P-dimethyl-P'-acetyl(dichlormethylen)bisfosfonatu , *'P-NMR
(CDCl3): 13,71 ppm (P), -4,10 ppm (P’), Y pp- = 18,9 Hz.
Methyltributylamoniova sil P,P-dimethyl-P'-propyonyl(dichlormethylen)bisfosfonatu , 3p.
~NMR (CDCl): 14,57 ppm (P), -1,61 ppm (P"), *Jpp- = 19,1 Hz., 3Jpy = 10,7 Hz.
Methyltributylamoniova siil P,P-dimethyl-P'-isovaleroyl(dichlormethylen)bisfosfonatu , *'P-
--NMR (CDCl): 14,17 ppm (P), -1,18 ppm (P"), *Jpp- = 19,1 Hz., 3Jpn = 10,7 Hz.
Methyltributylamoniova stl P,P-dimethyl-P'-dimethylkarbamoyl(dichlormethylen)-
- bisfosfonatu , >*P-NMR (CDCls): 14,80 ppm (P), -1,62 ppm (P*), *Jpp = 18,2 Hz., *Jpu =
10,6 Hz.
Methyltributylamoniova stil P,P-dimethyl-P'-acetyl(dibromethylen)bisfosfonatu , 3p.NMR
(CDCls): 14,73 ppm (P), -2,00 ppm (P"), 2Jpp- = 13,7 Hz., *Jpry = 10,8 Hz.
Methyltributylamoniova stl P,P-dimethyl-P'-propionyl(dibromethylen)bisfosfonétu , 3lp.
=NMR (CDCls): 14,17 ppm (P), -1,40 ppm (P’), 2Jpp- = 14,0 Hz., *Jpy = 10,7 Hz.
Methyltributylamoniova siil P,P-dimethyl-P'-dimethylkarbamoyl(dibromethylen)-
- bisfosfonatu, >'P-NMR (CDCls): 14,92 ppm (P), -1,92 ppm (P"), “Jpp- = 14,0 Hz.
N-isopropylpyridiniova stil P,P-di-isopropyl-P'-acetyl(monochlormethylen)bistosfonatu, 3p.
—~NMR (CDCls): 14,49 ppm (P), 3,07 ppm (P), 2Jop = 8,4 Hz., 2Ipy = 17,1 Hz, *Jp = 7,7 Hz.
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N-isopropylpyridiniova sil P,P-di-isopropyl-P'-pivaloyl(monochlormethylen)bisfosfonatu ,
3Ip_NMR (CDCl): 15,02 ppm (P), 3,02 ppm (P"), Jpp = 9,8 Hz, *Jpu = 17,4 Hz, *Jp = 7,1
Hz.

N-isopropylpyridiniova sil P,P-di-isopropyl-P'-pivaloyl(bromchlormethylen)bisfosfonatu a
N-isopropylpyridiniové stl P,P-di-isopropyl-P'-methansulfonyl(bromchlormethylen)-

--bisfosfonétu.
Pfiprava vychozich sloucenin:

Kvarterni monoamoniové soli monochlor-, dichlor-, monobrom- nebo
(dibrommethylen)bisfosfonatové triestery pouZivané jako vychozi sloucenina mohou byt
pripraveny napiiklad reakci odpovidajiciho tetraesteru s jednim ekvivalentem tercialniho
aminu suchém, inertnim rozpoustédle pii teploté piiblizné 25 az 100° C, pfi sledovéni

pribéhu reakce pomoci 3IP.NMR.

Nasledujici piiklad ilustruje ptipravu vychozich slou€enin:

30,1 g (0,1 mol) tetramethyl(dichlormethylen)bisfosfonatu bylo rozpusténo v 60 ml
bezvodného chloroformu a pfidéano 18,6 g (0,1 mol) bezvodého tributylaminu. Roztok byl
michén za refluxu 4 hodiny a rozpoustédlo je vypaieno za vakua. Bylo ziskano pfiblizn€ 50 g
(100% teorie) témer bezbarvé olejovité methyltributylamoniové soli
trimethyl(dichlormethylen)bisfosfonatu s koncentraci pfiblizné 98 %. C'P-NMR (CDCl3):
15,50 ppm (P), 4,25 ppm (P"), 2JPpp = 16,6 Hz).

Ptiklad 2: Methyltributylamoniova stl a volna kyselina P,P-dimethyl-P’-dimethylfosforyl-
(dichlormethylen)bisfosfonéatu

4,86 g (0.01 mol) Methyltributylamoniova siile trimethyl(dichlormethylen)bisfosfonatu bylo
rozpuiténo v 50 ml bezvodého acetonitrilu a piidano 1,45 g (0,01 mol) dimethylchlorfosfitu a
roztok michén za refluxu pfiblizn& 1 hodinu (priibéh reakce byl sledovan pomoci 3p.NMR).
Rozpoustédlo bylo odpafeno za vakua a bylo ziskdno 5,6 g (96 % teorie) nahnédlé olejovité
methyltributylamoniové soli P,P-dimethyl-P’-dimethylfosforyl-
« (dichlormethylen)bisfosfonatu (3 IP-NMR (CDCls): 13,90 ppm (P), -4,84 ppm (P"), -10,23
ppm (P7"), 2Tpp = 20,3 Hz, Jpp- =27,7 Hz, *Jpu = 10,7 Hz, *Jp-n = 11,7Hz, *Jpp = 20,3 Hz,
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y P

kyselinou.

Nasledujici fosforyl-(dichlormethylen)bisfosfonaty a jejich kvarterni amoniové soli mohou

byt naptiklad pfipraveny analogicky:

Methyltributylamoniova  stl P,P-dimethyl-P’-di-isopropylfosforyl-(dichlormethylen)-
—bisfosfonatu, *'P-NMR (CDCl3): 14,95 ppm (P), -4,84 ppm (P’), -13,98 ppm (P""), 2Jpp =
20,6 Hz, *Jpp- =26,1 Hz , *Jpy = 10,6 Hz, *Jp-y4 = 7,8, Hz.

N-isopropylpyridiniovd  stl P,P-di-isopropyl-P’-methylfosforyl-(dichlormethylen)-
~bisfosfonatu, >'P-NMR (CDCls): 9,22 ppm (P), -3,74 ppm (P*), -9,25 ppm (P""), *Jpp = 22,3
Hz, 2Jpp- =274 Hz.

Methyltributylamoniova sl P.P-di(trimethylsilyl)-P’-di(trimethylsilyl)fosforyl(dichlor-
—methylen)bisfosfonatu (31P-NMR (CDCl3): 14,95 ppm (P), -4,84 ppm (P"), -13,98 ppm (P""),
2Jpp = 20,6 Hz, 2Jpp = 26,1 Hz , *Jpy = 10,6 Hz, *Jp-y = 7,8, Hz.

Priklad 3: P,P,P"-Trimethyl-P’-pivaloyl(dichlormethylen)bisfosfonét

2,9 g (0,01 mol) P,PP’'-trimethyl(dichlormethylen)bisfosfondtu a 1,7 g (0,014 mol)
pivaloylchloridu je rozpu$téno v 50 mol bezvodného acetonitrilu  a roztok je michan za
refluxu po 1,5 h (pribsh reakce je sledovan pomoci *'P-NMR). Rozpoustédlo a piebytek
reagencii je odpafen za vakua a je ziskano pfiblizn€ 3,3 g (90 % teorie) nahnédlého P,P,P’-

— trimethyl-P"-pivaloyl(dichlormethylen)bisfosfonatu (*'P-NMR (CDCls): 10,41 ppm (P), 9,17
ppm (P°), 2Jpp = 23,7 Hz, *Jpy = 10,9 Hz, *Ip-y = 10,9 Hz).

Nasledujici P,P,P’-triester-P-monoanhydridy (dichlormethylen)bisfosfonové kyseliny mohou

byt napiiklad pfipraveny analogicky:

P,P,P’-Tris-isopropyl-P’-pivaloyl(dichlormethylen)bisfosfonat ('P-NMR (CDCls): 6,40 ppm
(P), 4,71 ppm (P"), Hpp =26,2 Hz, Jpy = 6,5 Hz, *Jpy = 6,7 Hz).




(X)) e se L2 ]

.
.
X} .o LX) (X3

evse
o0
(LR X 2]
soee
2009

14

*D98 08
EX X2
L XX 2]
(XX 2]
oo

P.P,P’-Tris-isopropyl-P’-methansulfonyl(dichlormethylen)bisfosfonat (*'P-NMR  (CDCls):
5,32 ppm (P), 0,39 ppm (P"), *Jpp = 24,8 Hz, *Ipy = 6,4 Hz, *Jpy; = 6,8 Hz).

P,P-Dimethyl-P’-Trimethylsilyl-P"-pivaloyl(dichlormethylen)bisfosfonat (*'P-NMR (CDCl3):
12,59 ppm (P), -2,10 ppm (P"), 2Jpp = 22,7 Hz, >lpy = 11,0 Hz).

Piiklad 4: Dipiperidiniummethyltributylamoniovd siil a volnd kyselina P-methyl-P’-

-~ monomethylfosforyl(dichlormethylen)bisfosfonatu.

2,9 g (0,005 mol) methyltributyl amoniové sole P,P-dimethyl-P’-
~ monomethylfosforyl(dichlormethylen)bisfosfonatu a 12 ml bezvodého piperidinu jsou
michany p¥iblizn& 1 hodinu pti pfiblizng 80°C (pribéh reakce je sledovan pomoci *'P-NMR)
a prebytek piperidinu je odpafen za vakua a ziskdno 3,5 g (97 % teorie) nahnédlé
dipiperidiniummethyltributylamoniové soli P-methyl-P’-
~monomethylfosforyl(dichlormethylen)bisfosfonatu (*'P-NMR (CDCls): 7,00 ppm (P), -0,89
ppm (P*), -7,51 ppm (P""), *Jpp = 16,7 Hz, *Jpp- =28,9 Hz, *Jpy = 10,0 Hz, *Jpg = 11,5
Hz,) s koncentraci 90 %, ze které miZe byt odpovidajici kyselina uvoln&na zpracovanim s

kyselinou.
Piiklad 5: P,P-Dimethyl-P’,P"-bis(trichloracetyl)(dichlormethylen)bisfosfonat

4,86 g (0,01 mol) methyltributylamoniova sul P,P,P-trimethyl(dichlormethylen)bisfosfonatu a
3,64 g (0,02 mol) trichloroacetylchloridu v 50 ml bezvodého acetonitrilu je michano za

refluxu 2 hodiny a rozpoustédlo je odpaieno za vakua a je ziskano 8 g olejovitého zbytku,

ktery obsahuje pfiblizné 1:1 P.P-dimethyl-P",P’-
- bis(trichloracetyl)(dichlormethylen)bisfosfonat (*'P-NMR (CDCl5): 14,25 ppm (P), 0,11 ppm
(P), Jop = 203 Hz M = 10,6 Hz) a PP-dimethyl-P’-

-~ trichloracetyl(dichlormethylen)bisfosfonat (P¥iklad 1).
Piiklad 6: Disodna stl a volna kyselina P-methly-P’-acetyl(dichlormethylen)bisfosonatu
3,9 g (0,01 mol) Piperidinium-disodné soli P-methyl(dichlormethylen)bisfosfonatu a 40 ml

acetanhydridu bylo michéno pfi laboratorni teploté asi 2 dny. Smés byla ochlazena ledovou

vodou a sraZenina byla odfiltrovana, promyta acetonem a suSena a bylo ziskano pfiblizné 3,3




g (96 % teorie) bezbarvé  krystalické disodné soli P-methyl-P’-
— acetyl(dichlormethylen)bisfosonatu 3IP.NMR (D,0): 9,03 ppm (P), 4,01 ppm (P"), “Jpp =
16,5 Hz, *Jpn = 10,4 Hz) v koncentraci pfiblizng 100 % a odpovidajici kyselina miize byt

uvolnéna okyselenim.

Nasledujici symetrické esteranhydridy (dichlordimethylen)bisfosfonatu a jejich soli mohou

byt napiiklad pfipraveny analogicky:

Bis(diethylamonium)-P-methyl-P -pivaloyl(dichlormethylen)bisfosfonat, 3IP.NMR (CDCls):
5,68 ppm (P), 1,78 ppm (P"), Xpp =25,1 Hz, *Jp = 9,9 Hz.

Piiklad 7: Disodna sul a volna kyselina P,P’-diacetyl(dichlormethylen)bisfosfonatu

6,7 g (0,02 mol) tetrasodné soli (dichlormethylen)bisfosfonové kyseliny a 220 ml
acetanhydridu je michani 60 hodin pfi pfiblizné 60° C (priibéh reakce je monitorovan pomoci
SIP.NMR) a reakéni smés ochlazena. SraZenina je filtrovdna, promyta acetonem a
rekrystalizovana ze smési ethanol — voda. Po vysuSeni bylo ziskdno pfiblizné 7,1 g (95 %
teorie) bezbarvé krystalické disodné soli P,P’-diacetyl(dichlormethylen)bisfosfonatu C'p-
NMR (D,0): 2,84 ppm (P a P")) s koncentraci ptiblizné 100 %. Odpovidajici kyselina miize

byt ziskéna okyselenim.

Nasledujici symetrické dianhydridy(dichlordimethylen)bisfosfonatu a jejich soli mohou byt
naptiklad pfipraveny analogicky:

Disodna stl P,P’-dibutyroyl(dichlormethylen)bisfosfonétu, 3P.NMR (D,0) 2,90 ppm (P a
P").

Disodna stl P,P’-divaleroyl(dichlormethylen)bisfosfonatu, 3P.NMR (D,0) 3,13 ppm (P a
P").

Disodna still P,P’-di(pivaloyl)(dichlormethylen)bisfosfonatu, *'P-NMR (D;0) 3,74 ppm (P a
P).

Disodna sil P,P’-di(benzoyl)(dichlormethylen)bisfosfonatu, 3PNMR (D,0) 3,85 ppm (P a
P).

Disodna sil P,P’-di(isobutyroyl)(dichlormethylen)bisfosfonatu, *>'P-NMR (D,0) 2,75 ppm (P
aP’).
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Disodn4 stil P,P’-dihexanoyl(dichlormethylen)bisfosfonatu, *'P-NMR (D,0) 3,03 ppm (P a
P).

Piiklad 8: Methyltributylamoniova sl a volnd kyselina P,P-bis(diethylamido)-P’-
.- ethoxykarbonyl)(dichlorethylen)bisfosfonatu

1,895 g (0,003 mol) methyltributylamoniové soli P,P-bis(diethylamido)-P’-
- bis(diethylamido)-P’-methyl(dichlormethylen)bisfosfonatu bylo rozpusténo v 11 ml suchého
acetonitrilu. Smés byla zahfivana pod chladi¢em a michana, dokud teplota nedosahla 80° C.
Ke smési bylo pii 80° C po kapkach béhem 15 minut pfidan roztok 355 mg (0,003 mol)
ethylchlorformiatu v 11 ml suchého acetonitrilu. Smés byla michana pii 80 az 82° C po 3 h 45
min a odpafena do sucha. Smés byla ponechana krystalizovat pfes noc. Bylo ziskano 2,1 g
methyltributylamoniové soli P,P-bis(diethylamido)-P’-
- ethoxykarbonyl)(dichlorethylen)bisfosfonatu C'P-NMR (D,0): 27,11 ppm (P), 0,73 ppm
(P"), *Jpp = 22,3 Hz) o koncentraci piiblizné 90 %. Odpovidajici kyselina mize byt ziskana

okyselenim.

Piiklad 9: Di(methyltributylamonium)-P,P-di(ethoxykarbonyl)dichlormethylen)bisfosfonat a

jeho volna kyselina

3,36 g (0.005 mol) di(methyltributylamonium)-P,P-dimethyl(dichlormethylen)bisfosfonatu
bylo rozpusténo ve 20 ml bezvodného acetonitrilu a k roztoku pfidano 2,17 (0,02 mol)
ethylchlorformiatu a smés byla michéna pti 75° C 30 minut. Rozpoustédlo bylo odpafeno za
vakua a bylo ziskano 5,03 g (95 % teorie) olejovit¢ho di(methyltributylamonium)-P,P-
~— di(ethoxykarbonyl)dichlormethylen)bisfosfonatu, 3Ip.NMR (CDCls): 0,40 ppm (P a P’), o

koncentraci pfibliZzné 85 %. Volna kyselina miZe byt pfipravena okyselenim.

Nasledujici symetrické dianhydridy(dichlordimethylen)bisfosfonatu a jejich soli mohou byt
napiiklad pfipraveny analogicky:

Disodna stl P,P’-Bis(dimethylkarbamoyl)(dichlormethylen)bisfosfonatu C'P-NMR D,0):
2,53 ppm (P a P")).

Ptiklad 10: P,P-Dimethyl-P’-pivaloyl-P-trimethylsilyl(dichlormethylen)bisfosfonat




17

2,2 g (0,004 mol) methyltributylamoniové soli P,P-dimethyl-P’-

- pivaloyl(dichlormethylen)bisfosfonatu je rozpouSténo ve 20 ml bezvodého acetonitrilu a
roztok je ochlazen na 0° C a 0,45 g (0,0042 mol) chlortrimethylsilanu v 5 ml bezvodého
acetonitrilu je pfidano za michani pfi teploté 0 az 5° C. Po pfidani je smé&s michana 10 min pfi
0 az 5° C a 1 h bez chlazeni a rozpoustédlo je odpaieno za vakua a ziskdn hnédy olej s
&istotou pFiblizng 80 %. (*'P-NMR (CDCls): 12,59 ppm (P), -2,10 ppm (P’), Jpp = 22,7 Hz,
3Jpn = 11,0 Hz.

Piiklad 11: Dipyridiniova siil P,P’-di(tetradekanoyl)(dichlormethylen)bisfosfonatu

1,0 g (4,04 mmol) (dichlormethylen)bisfosfonové kyseliny a 10 ml suchého tetrahydrofuranu
je michano a 2,0 g (8,16 mmol) tetradekanoylchloridu a 1,3 g (16,32 mmol) suchého pyridinu
je pridéno pii pfiblizné 23° C. Sedivé suspenze je michéna pti 23° C 3 h a odpafena do sucha
za vakua. Odparek, 4,3 g (100 % teorie), obsahuje 3,4 g dipyridiniové soli P,P’-

- di(tetradekanoyl)(dichlormethylen)bisfosfonatu C'P-NMR (D,0) 3,85 ppm (P a P’)), s
koncentraci 100 % (*'P-NMR) a 0,9 g pyridiniumhydrochloridu.

Analogicky byla pfipravena také:
Dipyridiniova sl P,P’-di(oktadekanoyl)(dichlormethylen)bisfosfonatu, 'P-NMR (CDCls):
1,60 ppm (P a P’).

Piiklad 12: Trisodna stil monohexanoyloxy(dichlormethylen)difosfonatu

5,0 g (15,0 mmol) tetrasodné soli (dichlormethylen)bisfosfonatu a 23,1 g (108,2 mmol)
anhydridu hexanové kyseliny je michano pii pfiblizné 85° C po 7 h a pfi laboratorni teploté
po dobu piblizng 18 h (pribsh reakce je sledovan pomoci *'P-NMR). Smés je filtrovana a
promyta 2 ml acetonu a su$ena za vakua a je ziskano piiblizné 5,4 g (88 % teorie) krystalické
trisodné soli monohexanoyloxy(dichlormethylen)difosfonétu C'P-NMR (D,0): 7,57 ppm (P),
4,59 ppm (P), 2Jpp = 17,6 Hz) o koncentraci 81 %. Koncentrace vychozi slougeniny je 16 % a
koncentrace disodné soli P,P’-dihexanoyloxy(dichlormethylen)bisfosfonatu je 3 % C'p-

- NMR).

Ptiklad 13: In vitro testy molekul 1é¢iv, kde neaktivni latka se metabolizmem méni na u¢innou
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HPLC metoda pouZita pfi in vitro testech 1é¢iv, kde neaktivni latka se metabolizmem méni na
uéinnou

Klodronat (dichlormethylendifosfonat) a klodronatové molekuly 1é¢iva, kde neaktivni latka se
metabolizmem méni na u¢innou, byly analyzovany pomoci reverzni metody HPLC iontového
paru (isokraticky program pro klodrondt; gradientovy program pro simultdnni analyzu
klodronatu a molekuly lé¢iva, kde neaktivni latka se metabolizmem méni na uéinnou) s
detekci sloudenin zaloZenou na méfeni rozptylu svétla zplsobeného nevypaienou

sloudeninou.

Zatizeni: Merck LaChrom HPLC (Merck Hitachi Ltd., Japan) Kromasil 100 RP-C8 (250 x 4,6
i.d., 5 pm)
(Higgins Analytical Inc., USA)

Eluent:

Isokraticky program: methanol/amoniumacetatovy pufr (3:97, pH 4,6), ktery obsahoval 2,25
% butylaminu jako iontové parového ¢inidla, pritok 1,2 ml/min.

Gradientovy program: methanol (3% ----> 40 az 60 % b¢hem 1 min — 6 min)/amoniumacetat
(pH 4,6), ktery obsahoval 2,25 % butylaminu jako iontové parového ¢inidla, pratok 1,2

ml/min.

Detektor: Sedex 55 detektor rozptylu svétla (Sedere, Francie)
Usporadani: teplota detektoru 70° C, tlak odpatujiciho plynu (filtrovany plyn) 2,2 bar.

Rozpustnost ve vodé molekul 1é¢iva, kde neaktivni latka se metabolizmem méni na i¢innou

Rozpustnost molekul 1é¢iva, kde neaktivni latka se metabolizmem méni na u€innou, ve vodé

byla stanovena ve fosfatovém pufru (50 mM, pH 7.4) pfi teploté laboratoie.

Piebytek testované sloudeniny byl rozpoustén v piibliZzn€ 5 ml fosfatového pufru. Suspenze
byla michéna 2 hod, filtrovdna a koncentrace 1é¢iva, kde neaktivni latka se metabolizmem
meéni na Gé¢innou, ve filtratu byla stanovena pomoci HPLC. Rozpustnost klodronatu ve vodé
byla stanovena stejnou metodou. Rozpustnosti testovanych sloucenin ve vod¢ jsou uvedeny v

tabulce 1.
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Tabulka 1. Rozpustnosti klodronatu a jeho 1é¢iv, ve kterych se neaktivni latka metabolizmem

méni na uéinnou, ve vodé pii pH 7,4

Lé&ivo, kde neaktivni latka se

metabolizmem méni na G¢innou Rozpustnost ve vodé (mg/ml)
Klodronat 397

Dianhydrid kyseliny octové 190

Dianhydrid kyseliny butanové 172

Dianhydrid kyseliny pivalové 23,5

Dianhydrid kyseliny benzoové 6,0

Distribuéni koeficient 1é¢iv, kde neaktivni latka se metabolizmem méni na Géinnou

Rozpustnost testovanych sloudenin v tucich byla studovéna uréenim distribu¢nich koeficienti

(P) pfi pH 7,4 a 2,0. Analyza byla provedena ve smési oktanol a pufr.

Pfi pouziti metody oktanolového pufru byly 1-oktanol a fosfatovy pufr (50 mM, pH 7,40, p =
0,15) nasyceny navzajem michanim smési pfes noc. Faze byly separovany a standardni roztok
1é&iva, kde neaktivni latka se metabolizmem méni na u¢innou, s poZadovanou koncentraci byl
pfipraven ve fazi pufru. Odpovidajici objemy 1-oktanolu a standardni roztok fosfatového
pufru byly smichany a smés byla intenzivné tfepana 60 min. Po tfepani byly faze separovany
a koncentrace studované slouceniny byly analyzovéany ve fazi pufru pfed a po distribuci vySe

popsanou HPLC metodou. Distribuéni koeficient P byl vypocten podle nésledujiciho vzorce:

P = Ci - Cd Ka‘
Cd VD
kde

C; = koncentrace studované slouéeniny pied distribuci

C.= koncentrace studované slou€eniny po distribuci
V= objem pufrové faze

V= objem oktanolové faze
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Hodnoty distribuénich koeficient (log P) studovanych 1é¢iv, kde neaktivni litka se

metabolizmem méni na u¢innou, jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2. Distribu¢ni koeficienty studovanych 1é¢iv, kde neaktivni latka se metabolizmem

méni na uéinnou

Lécivo, kde neaktivni latka se

metabolizmem méni na d¢innou Log P (pH 7,4) Log P (pH 2,0)
Dianhydrid kyseliny octové (Pt. 7) -2,2 -1,4
Dianhydrid kyseliny butanové (Pt. 7) -24 -1,9
Dianhydrid kyseliny pivalové (Pt. 7) -23 -2,0
Dianhydrid kyseliny benzoové (Pt. 7) -24 -1,5

Poznamka: Distribuéni koeficient klodronatu nemtiZe byt uren touto metodou, protoze je
extrémné rozpustny ve vod¢ (log P monoethylestru klodronatu je — 5,4 (J. Med. Chem. 34,
2338 — 2343, 1991)).

Chemicka hydrolyza 1é¢iv, kde neaktivni latka se metabolizmem méni na i¢innou

Chemicka hydrolyza 1é¢iv, kde neaktivni latka se metabolizmem méni na w¢innou, byla
analyzovana ve fosfatovém pufru (50 mM, p = 0,15) pfi pH 2,0 a 7,4 pii teploté 37° C.
Studovana slouéenina byla rozpusténa v 10,0 ml fosfatového pufru.

Studovand sloucenina byla rozpusténa v 10 ml fosfatového pufru. Roztok byl michan 24 az
1000 hodin ve vodni lazni magnetickou michackou, v pravidelnych intervalech byly
odebirany vzorky a analyzovany pomoci HPLC. Z vysledki byl ziskana graficka zavislost
pseudoprvniho fadu, kde mnoZstvi zbyvajici slouceniny je uvedeno jako funkce Casu. Ze
stoupani (kk) takto ziskaného grafu byla vypoctena disocia¢ni konstanta k (k = 2,303 x — kk),
ze které byl vypolten polodas Tin (Tip = 0,693/k) 1éC¢iva, kde neaktivni latka se
metabolizmem méni na G¢innou, za danych podminek. Pologasy testovanych sloucenin jsou

uvedeny v tabulce 3.

Enzymaticka hydrolyza 1é¢iva, kde neaktivni latka se metabolizmem méni na G¢innou (v

plazmé)
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Rychlost enzymatické hydrolyzy 1é¢iva, kde neaktivni latka se metabolizmem méni na

udinnou, byla uréena ve smési plazmy a pufru (80 % az 20 %) pii 37° C.

Testovana slouéenina byla rozpusténa v pufru a po rozpusténi byla pfidana plazma o teploté
37° C. Roztok byl michan magnetickym michadlem a byly odebirdny vzorky 0,25 ml smési v
intervalech 1 az 360 minut (v zavislosti na testované molekule) a ke vzorku piidano 0,25 ml
methanolu (denaturuje proteiny). Vzorek byl centrifugovéan, &iry supernatant odpafen do
sucha, zbytek byl rozpustén v eluentu pro HPLC analyzu a zbytkova koncentrace 1é€iva, kde
neaktivni latka se metabolizmem méni na uéinnou, a mnozstvi vzniklého klodronatu bylo
analyzovano pomoci HPLC. Ze ziskanych koncentraci byl nakreslen graf prvniho fadu
(zbyvajici 1égivo, kde neaktivni latka se metabolizmem méni na Gcinnou, jako funkce Casu),
ze kterého byla urlena disociadni konstanta a polocas (T1,). PoloCasy testovanych sloucenin

jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3: Polodasy léCiv, kde neaktivni latka se metabolizmem méni na tulinnou, v

pufrovacim roztoku (pH 2,0 a 7,4) a v 80 %-ni plazmé pfi 37°C

Lé¢ivo, kde neaktivni latka se

metabolizmem méni na u¢innou Tin Tip Tin

pH 2,0 pH 7,4 Plazma
Dianhydrid kyseliny octové (Pf. 7) 0,7h 15,2 h 1)
Dianhydrid kyseliny butanové (P¥. 7) 0,8h 31,3h 2)
Dianhydrid kyseliny pivalové (Pt. 7) 8,6h 790 h 3,3+0,6 h
Dianhydrid kyseliny benzoové (Pt. 7) 286 h 235h 3)

1) V prvnim ptikladé (1 min), 101,6+1,2 % (primér +SE, n = 3) klodronatu bylo uvolnéno.
2) V prvnim ptikladé (1 min), 98,0+6,9 % (pramér +SE, n = 3) klodronatu bylo uvolnéno.
3) V prvnim ptiklad& (1 min), 91,448,6 % (primér +SE, n = 3) klodronatu bylo uvolnéno.

P¥iklad 14: Uginek na PTH-indukovanou resorpci kosti in vitro a resorpci a hydrolyzu

slouéenin in vivo

Utinek na PTH-indukovanou resorpci kosti v mysich lebkach
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Cerstvé narozené mysi byly oznadeny subkutanni injekci BCa &tyti dny pied usmrcenim.
Fragmenty lebe¢nich kosti byly oddéleny od parietalnich kosti, inkubovany v kultiva¢nim
médiu s indomethacinem, promyty a poté kultivovany po tfi dny s bisfosfonatovym 1é€ivem,
kde neaktivni latka se metabolizmem méni na uéinnou, a bez n¢ho. Resorpce kosti byla
stimulovana parathyroidnim hormonem (PTD, 10 nM) a byl méfen ucinek na tuto
stimulovanou resorpci. Jak je ukazano v tabulce 4, byla prokézana inhibice resorpce pomoci
uvedenych slouéenin. Inhibice bisfosfonatovymi 1é¢ivy, kde neaktivni latka se metabolizmem

méni na G¢innou, byla dokonce vy3$si nez s mate¢nym lé¢ivem.

Tabulka 4. Inhibice PTH-indukované resorpce kosti

Slouc¢enina Koncentrace Inhibice resorpce
pumol/l 100 (PHT-x)/PTH, %
1 100 48,7
2 100 64,8
3 100 50,5
4 100 53,9
Klodronat 100 432

(matecné 1é¢ivo)

Slougenina 1 = Dianhydrid kyseliny octové (disodna sul P,P'-diacetyl(dichlormethylen)-
bisfosfonatu)

Sloudenina 2 = Disodna stl P,P'-di(isobutyroyl)-(dichlormethylen)bisfosfonatu)

Sloudenina 3 = Disodna sil P,P'-di(tetradekanoyl)(dichlormethylen)bisfosfonatu

Sloudenina 4 = Disodna sil P,P'-di(oktadekanoyl)(dichlormethylen)bisfosfonatu

Klodronat = Disodn4 st dichlormethylenbisfosfonové kyseliny
Resorpce a hydrolyza in vivo
Resorpce a hydrolyza sloudenin in vivo byla testovana na krysach nala¢no. Resorpce byla

uréena z celkového mnoZstvi vylougeného do moce béhem 72 hodin po podani. Pro urceni

peroralni bio-dostupnosti bylo vyloudené mnoZstvi po perordlnim podani srovnano s
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L X

intravenéznim podavanim. Vzorky moéi byly analyzovany na mateénou slouceninu

hmotnostné selektivni plynovou chromatografii nebo plynovou chromatografii s detekci

dusiku a fosforu. Vysledky prezentované v tabulce 5 ukazuji zvySenou bio-dostupnost

bisfosfonatovych 1é¢iv, kde neaktivni latka se metabolizmem méni na G¢innou, ve srovnani s

bio-dostupnosti mate¢né slouceniny.

Tabulka 5: Resorpce bisfosfonatovych 1é¢iv, kde neaktivni latka se metabolizmem méni na

uéinnou

Sloucenina, davka 100 pmol/kg

Bio-dostupnost

1
2
3
4
Klodronat

(mate¢na sloucenina)

4,5
8,78
4,18
23,37
2,17

Slouceniny jsou shodné se slou¢eninami uvedenymi v tabulce 4.
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PATENTOVE NAROKY

1. Anhydridové derivaty kyseliny methylenbisfosfonové, vyznacujici s e tim, Ze maji

obecny vzorec I:

Q\ — (1)
L T~

o)

kde Y', Y% Y®a Y*jsou skupiny OR', NR’R?, OCOR!, OCNR? R3, O(CO)OR/,
O(SO2)R!, O(SO,)OR! nebo OP(O)R? (OR), kde R, R? a R® jsou nezavisle na sob&
vodik, linedrni nebo rozvétveny, libovoln¢ substituovany, libovoln€ nenasyceny C, aZ Cp
alkyl, libovolné nenasyceny C; az Co cykloalkyl, heterocyclicky substituent, aryl, heteroaryl,
aralkyl nebo silyl SiRj, kde R predstavuje alkyl, fenyl, substituovany fenyl nebo kombinaci
C, az C4 alkyli a/nebo fenyld, nebo skupin R?a R spoletns s ptilehlym atomem dusiku tvoi
3 aZ 10-¢lenny nasyceny, ¢aste¢n€ nasyceny nebo aromaticky kruh, kde vedle dusikového
atomu miiZe byt jeden nebo dva heteroatomy vybrané ze skupiny N, O a S, nebo skupin R?a
R? spole¢né s pilehlou skupinou O-PO-O tvoii 5 nebo 6-ti &lenny kruh, za predpokladu, Ze v
obecném vzorci I je alespoii jedna za skupin Y', Y7, Y?a Y*jin4 nez OR! nebo NR?R?;
Q' a Q* are nezavisle na sob& vodik, atom fluoru, chloru, bromu nebo jodu, pti zahruti
stereoisomerd, jako jsou geometrické isomery a opticky aktivni isomery téchto sloucenin a

farmaceuticky pfijatelné soli téchto sloucenin.

2. Anhydridové derivaty kyseliny methylenbisfosfonové podle naroku 1, vyznacujici

setim, Ze Q' a Q? v obecném vzorci I oznaduje atomy chloru.

3. Anhydridové derivaty kyseliny methylenbisfosfonové podle narokéi1 a2, vyznaduji-
ci setim, Ze Yl, Y2, Y3 a Y* v obecném vzorci I jsou OCOR’, kde R je definovano v

naroku 1.
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4. Anhydridové derivaty kyseliny methylenbisfosfonové podle ndroku 3, vyznadujici

s e tim, Ze R' linearni nebo rozvétveny C-Ca, alkyl nebo fenyl.

5. Anhydridové derivaty kyseliny methylenbisfosfonové podle ndrokii 1 a2, vyznaduji-
ci setim e Y', Y5, Y’ a Y*v obecném vzorci I je skupina OR', kde R! je definovéno v

naroku 1.

6. Anhydridové derivaty kyseliny methylenbisfosfonové podle naroku 5, vyznadujici

s e tim, Ze R' je linearni nebo rozvé&tveny C;-Cy; alkyl nebo fenyl.

7. Anhydridové derivaty kyseliny methylenbisfosfonové podle naroku 3 nebo 5, vyznadu-
jici setim, Ze tfeti ze skupiny Y', Y>, Y° a Y* v obecném vzorci I je vybran ze skupiny
obsahujici alkylsulfonyl, niz$i alkylkarboxy, benzoyl, arylsulfonyl, mono- a di-niZsi

alkylfosfonyl.

8. Anhydridové derivaty kyseliny methylenbisfosfonové podle néroku 1, vyznacdujici
s e tim, Ze jsou

Disodna sl p,p'-diacetyl(dichlormethylen)bisfosfonatu a volné kyselina,

Disodna siil p,p'-dibutyroyl(dichlormethylen)bisfosfonatu a volna kyselina,

Disodna st p,p'-di(pivaloyl)(dichlormethylen)bisfosfonatu a volna kyselina,

Disodna stl p,p'-di(benzoyl)(dichlormethylen)bisfosfonétu a volna kyselina,

Disodna siil p,p'-di(isobutyroyl)(dichlormethylen)bisfosfonatu a volna kyselina,

Disodna sil p,p'-di(tetradekanoyl)(dichlormethylen)bisfosfonétu a volné kyselina,

Disodna sul p,p'-di(oktadekanoyl)(dichlormethylen)bisfosfonatu a volna kyselina.

9. Zpusob piipravy anhydridovych derivat kyseliny methylenbisfosfonové podle naroku 1,
vyznadujici setim, Ze

a) vychozi sloudenina podle obecného vzorce 11, kde alespoii jedna ze skupin X' az X* nebo
vechny jsou nezavisle na sobé OH nebo OM, kde M miiZe byt kov nebo amoniova skupina a
Q' a Q? jsou vodik nebo halogen, reaguje selektivné s odpovidajicim derivatem kyseliny A —
Z, kde A predstavuje skupinu OCOR!, NR?R®, O(CO)OR', O(SO2)R', O(SO,)OR' nebo
OP(O)R2(0R3) a Z je halogen nebo analog; nebo
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b) vychozi materiil podle obecného vzorce II, kde alespoii jedna ze skupin X! az X* nebo
viechny jsou nezavisle na sobé halogen nebo analog halogenu, reaguje s vybranou kyselinou
nebo vybranymi kyselinami A-OH, Z=OH nebo jeho kovovou soli A-OM, Z=OM, kde AaM
maji stejny vyznam jako v odstavci a), a konedné extra skupiny X a podle volby skupiny Y

jsou odstran&ny napfiklad hydrolyzou vodou; nebo

¢) pro ptipravu tri-, di- a mono-¢aste¢nych anhydridovych derivati I, podle odstavcl a) nebo

b), jsou vy3e uvedené tetraanhydridy selektivn€ hydrolyzovany.

10. Farmaceuticky piipravek, vy znac&ujici s e tim, Ze obsahuje jako aktivni €inidlo

anhydridovy derivat methylenbisfosfonové kyseliny obecného vzorce I podle naroku 1.
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