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Tdmd keksint8 kohdistuu menetelmiin uusien difosfonaattijoh-
dannaisien valmistamiseksi ja erityisesti sellaisten hydroksi-
difosfonaattien ja fosfonofosfaattien valmistamiseksi, jotka
- ovat kdyttdkelpoisia valtimon haurastumista vastustavissa

valmisteissa ihmisen syddnverisuonitautien hoidossa.

Muutamina viime vuosina on suoritettu sepelvaltimotutkimuksia
tavallisilla hypolipideemisilld aineilla kuten klofibraatilla.
Aivan &dskettdin ovat n&istd tutkimuksista saadut tulokset aset-
taneet ndiden yhdisteiden terapeuttisen tehon kyseenalaiseksi
(katso esim. New Engl. J. Med. 296, 1185-1190, 1970; Atherosclerosis
Rev. 2, 113-153, 1977; The Lancet 8100, 1131-1132, 1978; ja
Brit.Med. J. 6152, 1585, 1978).

Nyt haluttaisiin k&dyttd4 sellaisia yhdisteiti, jotka nopeasti
ja tehokkaasti alentavat kolesterolipitoisuutta suoraan kudok-
sissa eikd ainoastaan veressi, kuten useimpien hypolipideemisten
aineiden kohdalla.
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Timin vuoksi on tutkittu difosfonoyhdisteitd, jolloin on ha-
vaittu, ettd sellaisilla difosfonaateilla, joilla on yleinen
kaava (I), on huomattava valtimon haurastumista vastustava
vaikutus seki kyky muuttaa lipoproteiinikuvaa erittiin tiheiden
lipoproteiinien suuntaan ja suoranaisesti puhdistaa erilaiset
kudokset kolesterolista.

?O3R2
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A—(':—x (1)

L
PO3R 2

Y114 olevassa kaavassa (I) X on OH kun m on nolla ja X on H

kun m on 1; R ja R' ovat samanlaisia tai erilaisia ja ovat H, CH

3 tai C2H5
ja A on valittu ryhmdst&d, jonka muodostavat
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v 3 = =
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g/ §>—-(CH2)n—ja j<::j>— O'(CHZ)n- '
Y Y

joissa n on kokonaisluku 1-6 ja Y on H, CH3, OCH3 tai halogeeni,
erityisesti kloori tai fluori.

Niiden yhdisteiden (I) kyky poistaa kolesterolia kudoksista mah-
dollistaa niiden kdytdn sellaisissa sairauksissa, joita laukai-
sevat tai jotka johtuvat epdnormaalista kolesterolinsynteesistd,
-metabolismista ja -saostumisesta. Esimerkkejd ovat syddnveri-
suonitaudit yleens&, joihin liittyy kolesterolin saostuminen val-
timoseinimille (Atheromas), suvussa esiintyvéd veren runsas koles-
terolipitoisuus ja kolesterolin saostuminen ihonalaisissa kudok-
sissa (Xanthomatosis), sappikivet (kolesterolia saostuu),

syopdkudokset joissa kolesterolimetabolismi on
rappeutunut ja verisuonitukokset, jotka johtuvat kolesteroli-
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rikkaista - erittdin herkistd verihiutaleista (Shattil, S.J.
et al., The Journal of Clinical Investigation 55, 636-634,
1975), jne.

Koska kolesteroli on aine, josta sterocidihormonit muodostuvat
(mies- ja naissukupuolihormiinit ja lis#munuaiskuorihormonit),
voidaan ndiden hormonien ep&dnormaalia synteesi¥ sdddelli kdyttid-
mdlld tdllaisia yhdisteitd. Fosfonaattien mahdollinen kdytto
nailld edell&d selostetuilla aloilla on tutkimuksen alla. Muu-
tamilla kaavan (I) mukaisilla yhdisteilld on lisdksi vaikutus

verensokeriniukkuuteen.

Kaavan (I) mukaisia difosfonaattijohdannaisia voidaan luokitel-
la alla oleviin kahteen yhdistetyyppiin, nimitt#in hydroksidi-
fosfonaatteihin (Ia), ja fosfonofosfaatteihin (Ibj.

1'303R2
PO3R, 0
A - C - OH (Ia) A -C~H (Ib)
1 ] t
]
PO3R'2 PO3R 2

joissa A, R ja R' tarkoittavat samaa kuin ylli&.

Esilld olevan keksinndn ensisijaisena tarkoituksena on, etti
yhdisteitd (Ia) ja (Ib) voidaan helposti valmistaa samoista
ldhtbaineista saattamalla kaavan (II) dialkyyliasyylifosfo-
naatti reagoimaan kaavan (IIX) dialkyylifosfiitin kanssa emidk-~
sen, edullisesti amiinin l&sndollessa. Reaktion kulkua voidaan
sdddelld vaihtelemalla kdytetyn emidksen mi3rii, so. emiksen
katalyyttistd mddrdd (noin 5 mooli-%), esimerkiksi di-n-butyy-
liamiini antoi hydroksidifosfonaattiyhdisteits (Ia), kun taas
saman emdksen kdyttd noin 80-100 mooli-%:n mi¥rissi antoi
fosfonofosfaatteja (Ib) alla olevan reaktiokaavan mukaisesti:
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PO_R
, 372
5 % emds A - C - OH (Ia)
1
P03R2
0]

A-C - PO3R2 + HP{(O) (O

LAY K
72
(II) (I11I)
?O3R2
0]
80 - 100 & emd8s A - C - H (Ib)
1
PO3R2

Lihtdaine;, so. dialkyyliasyylifosfonaatit (II) ovat tunnettu-
ja yhdisteity ja ne voidaan syntetisoida hyvin tunnetun yleisen
menetelmidn mukaisesti, nimittdin saattamalla happohalpidi reagoi-

maan trialkyylifcsfiitin kanssa.

0 0
" "
A-C-2Cl + P (OR) 5 —> A - C - PO3R,
(11)

Menetelmin etu perustuu siihen, ettd vaikka l&htdaineet (asyy-
lifosfonaatit, dialkyylifosfiitit, emds) ovat liukoisia kyl-
miin eetteriin, eivdt saadut yhdisteet (Ia) tai (Ib) tdtd ole
ja ne voidaan sen vuoksi k#tevisti poistaa reaktioseoksesta
suodattamalla. Tdm& tekee yksivaiheisen puhdistamisen mahdol-
liseksi kiteyttidmdlld saadut yhdisteet analyysipuhtausastee-
seen. Timin vuoksi esill#d olevan keksinndn mukainen menetelmd
suoritetaan edullisesti k#yttien eetterid liuottimena l&mpoti-
lassa, joka on noin 0°C. Joissakin tapauksissa eetteri voidaan

lisdtd pieneen mddrddn metyleenikloridia.

Yhdisteiden (Ia) ja (Ib) rakenne on todistettu IR- tai NMR-
spektroskopialla. Kaikilla hydroksidifosfonaattiyhdisteilld
1 (om), joka
huippu puuttui kaikista fosfonofosfaattien (Ib) kirjoista.

(Ia) esiintyi absorptiota arvossa 3260-300 cm

Kummallakin yhdistesarjalla (Ia) ja (Ib) oli intensiivinen fos~
fonaattiabsorptio arvossa 1260 crn-l (P = O-ryhmd) ja 1060 cm-l

(P-0-C) .
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Esilld olevan keksinndn mukaista menetelmdid selostetaan
alla ldhemmin esimerkkien 1-5 avulla, jotka kohdistuvat
joidenkin yleisen kaavan (I) mukaisten difosfonaattijohdan-

naisien valmistukseen.

Esimerkki 1

Tetrametyyli-1- (p-kloorifenyyli)metaani-l-hydroksi-1,l1-difos-
fonaatti (yhdiste 1)

(Menetelmd perdisin D.A. Nicholsonilta ja H. Vaughnilta,
Journal of Organic Chemistry 36, 3843, 1971)

PO, (CH.)
- 7307372
c_1-</ N\_¢ - on
::/ |
PO3(CH3)2

Dimetyylifosfiittia (4,40 g, 40 mmol) ja di(n-butyyli)amiinia
(0,24 g, 2 mmol) liuotettiin 90 ml:aan eetterid ja saatu liuvos
jddhdytettiin 0°C:een. Dimetyyli-p~klooribentsoyylifosfo-
naattia (9,96 g, 40 mmol) (valmistettu julkaisun Journal of
American Chemical Society 86, 3862, 1964 mukaan) lisdttiin
tipottain voimakkaasti sekoittaen. Valkea kiintoaine erottui
melkein vdlitt&mdsti. Seosta sekoitettiin tunnin ajan 0°C:ssa

ja suodattamalla saatiin 13,0 g (36 mmol) otsikon yhdistettd.

Puhdistaminen suoritettiin liuottamalla raakayhdiste asetoniin
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huoneen ldmpdtilassa ja lisddmdll&d eetterid sen kiteyttami-
seksi (asetoni:eetterisuhde = 3:1). 7,9 g (22 mmol) valkeita

kiteitd saatiin, jolloin saanto (puhdas yhdiste) oli 55 %.

saanto (raaka) = 90 %
sp = 119-123°C
IR (KBr) . 3260 cm T : OH
2880 : alifaattinen C-H
1500 : aromaattinen C-C
1280 + 1240 : P =0
1060 : P~O-C
MS : m/e = 360 (M + 2)°F : 17 %
358 (M) : 52 %
251 (M+2-POjMe,)” : 33 %
249 (M-PO3Me,)” : 100 3

NMR (CDC13) :

§ = 7,90 - 7,20 (monink.kirjoviiva, 4H) : fenyyliryhmd&.
4,50 - 4,20 (tripletti, 1H, J = 7 Hz) :
H hydroksyyliryhm&dstd, poistettiin vaih-
tamalla se deuteriumoksidiin.
3,90 - 3,50 (monink.kirjoviiva, 12H) : H metyyli-
ryhmista.

Analyysi: C11H17C107P2

Laskettu : C 36,84, H 4,78, P 17,27 %
Saatu : C 36,81, H 4,78, P 17,26 %.

Yhdisteen 4 rakenteen verifioimiseksi muutettiin se vastaavaksi
hydroksidifosfonihapon mononatriumsuolaksi (yhdiste 10) seu-

raavasti: _
PO ,HNa
'

c14<::>>— C - OH

L)
P03H2

Seos, jossa oli 3,59 g (10 mmoolia) yhdistettd 4 ja 15 g

37 $:sta suolahappoa refluksoitiin 3 tuntia. Haihduttamalla
HC1l ja Hzo saatiin 3,2 g (10 mmoolia) valkoista kiintoainetta.
sp: 192-194°C (raaka)

saanto: 100 % (raaka).
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Puhdistustarkoituksia varten muutettiin hydroksi (p-kloorife-
nyyli)metyleenidifosfonihappo sen mononatriumsuolaksi alla
olevan puhdistusmenetelm&n mukaisesti, joka on perdisin P.F.
Pflaumerilta ja J.P. Filcikiltd julkaisusta Chemical Abstracts
72, 55656k, 1970 :

Y1lld selostetulla tavalla saatu kiintoaine liuotettiin seok-
seen, jossa oli 4,8 g (80 mmoolia) jiddetikkaa ja 0,7 g (39
mmoolia) vettd 95°C:ssa. Sen jdlkeen lisdttiin natriumasetaat-
titrihydraattia (1,36 g, 10 mmoolia) asteittaisesti. Tilaa
vievd sakka saatiin melkein v&littdmdsti. Se suodatettiin ja
pestiin tarkkaan eetterill&d, kunnes etikkahapon haju oli kadon-
nut. Puhdistettu sakka uudelleenkiteytettiin etanoli:vedests
(20:80), jolloin saatiin 1,94 g (6 mmol) valkoista 1-hydroksi-
l(p—kloorifenyyli)metaani—l,l-difosfonihapon mononatriumsuo-~
lan jauhetta (yhdiste 10),

saanto : 60 %.

Esimerkki 2

Tetrametyyli-2,2-dimetyyli-2-(p-kloorifenoksi)etaani-1-
hydroksi-1,1-difosfonaatti (yhdiste 2)
(Menetelmd perdisin K.D. Berlinin et al., artikkelista jul-

kaisussa Journal of Organic Chemistry 30, 1265, 1965, ja D.A.
Nicholsonin ja H. Vaughnin artikkelista julkaisussa Journal
of Organic Chemistry 36, 3843, 1971)

CH3 PO, (CHy),
cl- 0-C - C - OH

' [
CH3 PO3(CH3)2

p-kloorifenoksi-isobutyryylikloridia valmistettiin ensin
hydrolysoimalla emiksisesti etyyli-p-kloorifenoksi-isobuty-
raattia ja keittdm&llsi palautusjidshdyttden saatu happo tionyy-

likloridissa seuraavassa standardimenetelmissi.

10,6 g (86 mmoolia) trimetyylifosfiittia lisZttiin tipottain
20,0 g:an (86 mmoolia) p-kloorifenoksi-isobutyryylikloridia
jddhdytettyni 0°C:en. Reaktion verifioimiseksi todettiin etti
metyylikloridia kehittyi. Tislaamalla alennetussa paineessa
saatiin 19,0 g (62 mmoolia) dimetyyli-p-kloorifenoksi-isobuty-

ryylifosfonaattia melkein viritt&mani 6ljyn4.
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kp = 115-118°/5:10" “ Torr
saanto = 72 %
IR(filmi) : 3000 cm ! : alifaattinen C-H
1740 : C=0
1500 : aromaattinen C-C
1250 : P=0
1050 : P-0-C
830 : 1,4-disubstituoitu fenyyli

Sen jdlkeen jaihdytettiin liuos, jossa oli 2,86 g (26 mmoolia)
dimetyylifosfiittia ja 0,18 g (1,4 mmoolia) di(n-butyyli)amii-
nia 65 ml:ssa eetterid 0°C:seen ja dimetyyli-p-kloorifenoksi-
isobutyryylifosfonaattia (7,97 g, 26 mmoolia) lisdttiin hitaas-
ti sekoittaen voimakkaasti. Valkoinen kiintoaine alkoi muodos-
tua melkein vdlittdmdsti. Seosta sekoitettiin 0°C:ssa tunnin
ajan, sen jidlkeen kiintoaine erotettiin suodattamalla. Uudel-
leenkiteyttdm#dlls bentseeni:heksaanista (60:40) antoi 7,18 g
(17,2 mmoolia) otsikkovhdisteen valkoisia sulkamaisia kiteitd,
so. tetrametyyli-2,2-dimetyyli-2-(p-kloorifenoksi)etaani-1-
hydroksi-1l,1-difosfonaattia.

sp = 137-139°
saanto = 66 %
IR (KBr) : 3360 cm ' : OH
3000 : alifaattinen C-H
1500 : aromaattinen C-C
1250 + 1220 : P=0
1070 : P-0-C
860 : 1,4-disubstituocitu fenyyli

§ = 7,4 = 7,0 (monink.kirjoviiva, 4H) : fenyyliryhmd
4,0 - 3,70 (monink.kirjoviiva, 12H) : H metyyliryhmistd

sitoutuneena fosfonaattiryhmiin

3,5 - 3,4 (terdvd huippu, 1H) : H hydroksyyliryhmé&std,
poistettu vaihtamalla Dzo:iin

1,58 (singletti, 6H) : H haarautuneista metyyli-
ryhmistd.

Analyysi : C14H23C108P2

Laskettu « C 40,45, H 5,58, P 14,90 %
Saatu : C 40,29, H 5,94, P 14,93 %
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Esimerkki 3

Tetrametyyli—l-é?(4'-klooribentsoyyli)—fenyyli7metaani—l-
hydroksi-1l,l1-difosfonaatti (yhdiste 3)

(Menetelmd D.A. Nicholsonin ja H. Vaughnin artikkelista julkai-
sussa Journal of Organic Chemistry 36, 3843, 1971).

c1 [:::r—c-OH
FO; (CH3) 5
0

Lahtdaineyhdiste 4-(4'-klooribentsoyyli)bentsoyvlikloridi
valmistettiin G.E. Robinsonin ja J.M. Vernonin artikkelin mu-
kaan julkaisussa Journal of Chemical Society (C), 2586, 1970,
ja E. Wertheimin artikkelin mukaan julkaisussa Journal of
American Chemical Society 55, 2540, 1933.

Trimetyylifosfiittia (10,9 g, 88 mmoolia, 10 %:nen ylimd&rd)
lisdttiin tipottain happokloridiin (22,4 g, 80 mmoolia), joka
o0li kuumennettu aivan sulamispisteen (noin 100°c¢) alapuolelle.
Reaktio o0li eksoterminen ja happokloridin valkoiset kiteet
muuttuivat ruskeaksi &ljyksi vaahdoten huomattavasti. Reaktio-
seosta sekoitettiin 100°C:ssa 30 min. Seistess#in ja jddhtyes-
sddn muuttui 6ljymdinen aine oranssinvidriseksi kiintoaineeksi.
Uudelleenkiteyttdmdlld 60:40 kloroformi:petrolieetteriseokses-
ta antoi 20 g (56,7 mmoolia) puhdasta dimetyyli-4-(4'-kloori-
bentsoyyli)bentsoyylifosfonaattia.

sp. = 95-97°C (keltainen jauhe)
saanto = 71 %
IR (KBr) : 2960 cm * : alifaattinen C-H
1665+1650 : C=0 (bentsoyylifosfonaatti-
ja bentsofenoniryhmisty)
1590 : aromaattinen C-C

1250 + 1260 : P = O
1050 + 1030 : P-0O-C

Seosta jossa oli 2,20 g (20 mmolia) dimetyylifosfiittia ja
0,144 g (1,10 mmoolia) di(n-butyyli)amiinia 40 ml:ssa eette-
rii jiihdytettiin 0°C:en ja suodatettu liuos, jossa oli 7,04 g
(20 mmoolia) dimetyyli-4-(4'-klooribentsoyyli)bentsoyylifosfo-
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naattia 40 ml:ssa dikloorimetaania lisdttiin tipottain. Kel-
taisesta emdliuoksesta erottui pian valkoinen sakka. Reaktio-
seosta sekoitettiin tunnin ajan 0°C:ssa ja sakka suodatettiin
seka pestiin eetterilld. Uudelleenkiteytt&@mdlld asetonista saa-
tiin tetrametyyli-l—ZZ(4'—klooribentsoyyli)fenyyli?metaani-l—

hydroksi-1l,1l-difosfonaatin valkoisia kiteitd (2,4 g, 5,2 mmoo-

lia).
Sp = 150 - 153°
saanto = 26 %
IR (KBr) : 3280 cm * : OH
1670 : C=0
1600 : aromaattinen C-C

1260 + 1240 : P=0
1050 + 1030 : P-0-C
MS (m/e) : 464 (M+2)7T : 14 %
462 M) . 42 %
355 (M+2 - POjMe,)’ : 32 %
353 (M ~ POjMe,) ™ : 100 %

NMR (CDC1l3) :
= 8,10 - 7,30 (monink.kirjoviiva, 8H) : H kahdesta fe-
nyyliryhmésté
4,5 - 4,3 (tripletti, 1H, J = 7 Hz) : H hydroksyyli-
ryhmdstd, poistettiin vaihtamalla DZO:lin
3,95 - 3,60 (monink.kirjoviiva, 12H) : H metyyliryh-

mista

Esimerkki 4

Dimetyyli-1-(dimetoksifosfinyyli)-p-klooribentsyylifosfaatti
(yhdiste 5)

C')PO3 (CH3) 2

PO4(CH3) ,
Dimetyyli-p-klooribentsoyylifosfonaattia (9,96 g, 40 mmoolia)
lisdttiin tipottain liuokseen, jossa o0li ekvimolaarisia md&drid
dimetyylifosfiittia (4,40 h, 40 mmoclia) sekd di(n-butyyli)-
amiinia (5,16 g, 40 mmoolia), jota jaihdytettiin 0°C:seen en-

nen lisdystd. Valkoinen kiintoaine alkoi muodostua melkein v&-



11

68243

litt®mésti. Tunnin sekoituksen j&lkeen 0°C:ssa erotettiin
kiintoaine suodattamalla. Uudelleenkiteytys suoritettiin huo-
neen lamp&tilassa 1l:3-dikloorimetaani:eetteriseoksesta, jol~-
loin saatiin 12,0 g (33 mmoolia) valkoisia kiteit4.

sp. = 81 - 82°
saanto = 82 %
IR (KBr; = 2980 cm 1 : alifaattinen C~H
1500 : aromaattinen C-C
1290 + 1260 : P=0
1050 : P-0--C
NMR (CDCl3):
¢ =7,5 -~ 7,3 (monink.kirjoviiva, 4H) : fenyyliryhmd.

5,85 - 5,40 (kaksoisdubletti, J~11 ja 13 Hz, 1H)
H metiiniryhmdstd (ei poistettavissa vaihta-
malla deuteriumoksidiin)

3,95 - 3,50 (monink.kirjoviiva, 12H) : H metyyliryhmist§.

Alkuaineanalyysi : CllHl7C107P2
laskettu : C 36,84 H 4,78 P 17,27 %
saatu : C 36,71 H 4,86 P 17,33 %

Esimerkki 5

Dimetyyli-éf—(dimetoksifosfinyyli)—z,2-dimetyyli-2-(p—kloogi:

fenyyli)/etyylifosfaatti (yhdiste 7 )

CH, OP
CHy OPO3 (CH3)

' [}

CHg PO3(CH3)2

Dimetyloimalla p-kloorifenyyliasetonitriilii natriumamidilla ja
metyylijodidilla eetteriss& antoi dimetyyli-p-kloorifenyyliase-
tonitriilid. Hydrolysloimalla t&m& nitriili ja refluksoimalla
saatu happo tionyylikloridissa antoi p-kloorifenyyli-isobuty-
ryylikloridia.

Dimetyyli-p-kloorifenyyli-isobutyryylifosfonaattia valmistettiin
90 %:sena saantona lis#amdlli ekvimolaarinen mi#ri trimetyyli-
fosfiittia yl1ld selostettuun happokloridiin, joka oli j&ihdy-
tetty 0°C:een.
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Kp. = 108-110°/5+10"° Torr (valkoinen 81jy)
IR (filmi): 1690 cm L : c=0

1270 : P=0

1070 + 1040 : P-0-C

Sen jdlkeen j&ddhdytettiin liuos, jossa oli 3,30 g (30 mmooliia)
dimetyylifosfiittii ja 3,1 g (24 mmoolia) di- (n-butyyli)amiinia
0°C:een ja dimetyyli-p-kloorifenyyli-isobutyryylifosfonaattia
(8,72 g, 30 mmoolia) lisdttiin sekoittaen nopeasti. Valkoinen
kiintoaine erottui pian. Tunnin sekoituksen jidlkeen 0°C:ssa
erotettiin kiintoaine suodattamalla. Uudelleenkityettdmilli
eetteristd saatiin 9,0 g (75 %) otsikon yhdistettd, dimetyyli-
LIXdimetoksifosfinyyli)—2,2—dimetyyli-2—(p—kloorifenyylil7-
etyylifosfaattia valkoisina kiteini.

Sp. = 62-63°C

IR (KBr) = 2980 cm * : alifaattinen C-H
1500 : aromaattinen C-C
1280 + 1260 : P=0
1080 + 1030 : P-0-C
MS (m/e) = 402 (M+2)~ : 0,5 %
400 (M)~ : 1,5 %
248 (M-Clﬂ<::j>—gﬂ3 + ot 100 %
¢H3
NMR (CDC1,)

§ =7,5- 7,25 (multipletti, 4H) : fenyvliryhma
5,05 - 4.80 (kaksoisdubletti, J = 9 ja 12 Hz, 1lH)
H metiiniryhmdstd, (ei poistettavissa vaihtamalla DZO:iin)
3,85 - 3,50 (multipletti, 12H) : nelj&sti metyyliryhmdstad
oleva H sitoutunut fosfaatti- ja fosfonaattiryhmiin 1,58
ja 1,54 (kaksi osoittain piillekkiisti singlettid, 6H)
H kahdesta haarautuneesta metyyliryhm&sti.
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Muita kaavan (I) yhdisteitd valmistettiin samanlaisilla mene-
telmilld kuin ylld ja valmistettujen yhdisteiden (I} ominaisuu-
det on esitetty alla olevissa taulukoissa I, II ja TII.

Kaikissa hydroksidifosfonaattiesteriyhdisteiden (Ia), (yvhdis~-
teet 1-3) NMR-spektreissd oli hydroksiryhmin luonteenomainen
absorptio: terdvd huippu (yhdisteelle 2), tai tripletti
(yhdisteille 1 ja 3), jotka kaikki olivat vaihdettavissa

deuteriumoksidiin.

Metiinivetyatomien absorptio oli kaksoisdubletti (J ~ 10 ja
12 Hz), joka on luonteenomainer kahteen erilaiseen fosforiato-
miin P1 ja P2 sitoutuneella protonille:

Hydroksidifosfonaattiesteriyhdisteiden (Ia) rakenne vahvistet-
tiin vield yhdisteen 1 happohydrolyysill&: saatiin vastaava hyd-
roksidifosfonihappo, joka sen jdlkeen eristettiin mononatriumsuola-

muodossaan puhdistuksen helpottamiseksi (yhdiste 4).

Fosfonofosfaattiyhdisteiden (Ib) NMR-kirjossa oli my®&s luon-

teenomainen kuvio:

s =#7,5 7,3 multipletti, fenyyliryhmi
§ =5,8 5,4 (yhdiste 5)
5,1 4,8 (yhdisteet 6, 7 ja 8), kakscisdubletti,

J~10 ja 12 Hz, mikd vastaa ylimddr&disen vety-

atomin absorptiota, ei poistettavissa vaihtamalla
deuteriumoksidiin.
§ & 3,9 - 3,5 multipletti, metyyliesteriryhmii,
= 1,60- 1,55 (ainoastaan yhdisteille 6, 7 ja 8) kaksi singlettiy,

haarautunut metyyliryhmi
T3

( -C-)
]

CH3
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Kaikkien didosfonaattiesteriyhdisteiden (Ia - Ib) MS-spektrissa
oli luonteenomainen kirjo: molekyyli-ioni (M+) merkittdvalla
intensiteetilld (10-30 %) ja perushuippu (100 %), mikd vastaa
fosfonaattiesteriryhmdn (M - PO3R2)+ kadottamista.

Ainoa poikkeus oli yhdisteen 2 massaspektri, jossa ei ollut
molekyyli-ionia vaan huiput vastasivat molekyylin hajoamista.
Yhdisteen rakenne vahvistettiin ilman minkdinlaista epdillystd

mikro-analyysilld.
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Kaavan (I) yhdisteiden farmakologista vaikutusta selostetaan

alla l3hemmin esimerkeissd 6-8..

Esimerkki 6

Kaavan (I) difosfonaattien wvaikutukset tavallisten rottien

lipidimetabolismiin

Kdytetty menetelméa:

4 tai 5 tavallista urospuolista Wistar-rottaa, Jjotka painoivat
200 g, kdsittdvid rvhmii kdsiteltiin difosfonaateilla (200 mg/
kg/pdivd) suun kautta 4-21 pdivdd. Vesiliukoisia yhdisteitd
annettiin vedessd tai liuotettuna 24 mmooliin bikarbonaatti-
puskuria. Lipidiliukoisia yhdisteitd annettiin maissidl-
jyssd. Rotat punnittiin ja tapettiin katkaisemalla pdd (ke-
vyessd eetterinukutuksessa yOn kest&neen paaston jdlkeen.

Veri otettiin talteen ja seerumi analysoitiin. Seuraavat veri-~-
parametrid kuvaavat muutokset lipidimetabolismissa raportoi-
tiin:

- vapaat rasvahapot mitattiin W.G. Duncomben mukaan

(Clin. Acta 9, 122, 1964)

- triglyseridit entsymaattisella menetelm&lléd

(Boehringer Mannheim Kit 126 012)

- fosfolipidit: molybdaatti/vanadaattireaktiolla

(Boehringer Mannheim Kit 124 3974)

- B-lopoproteiinien kolesteroli mitattiin hepariini-, kalsium-
kloridi-saostuksella M. Bursteinin et al. mukaan (La Presse
Médicale 43, 974, 1958) ja D. Watsonin mukaan (Clin. Chim.
Acta 5, 637, 1960).

Saadut tulokset:

Lukuunottamatta yhdisteitd 1 ja 3 alensivat kaikki testatut
difosfonaatit (I) seerumin vapaita rasvahappoja tavaliisissa
rotissa tai kolesterclilla syOtetyissd rotissa mitattuna.
Tdmd vaikutus ndyttdd olevan suhteellisen yleinen ominaisuus
ndilld difosfonaateilla, joissa on p-kloorifenyyliryhmd ja
osoittaa niiden ottavan osaa lipidimetabolismiin. Samanlaisia
ominaisuuksia on selostettu useilla: rasvaniukkuutta aikaan-
saavilla aineilla ("Hypolipidemic Agents", ed. David Krit-
chewsky, vol. 41, Handbook of Experimental Pharmalogy, Springer-
Verlag, 349-408, 1975). Seerumitriglyseridit vdhenivét: merkit-
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tdvdsti yhdisteilld 1, 2, 3 ja 4 mitattuna ja mitat-

taessa yhdisteen 1 happomuodolla. Useissa tapauksissa todet-
tiin seerumifosfolipidin lisd&ntymistd yhdisteilld 1, 2, 3

ja 4, 5, 6 ja.7. Erityisesti havajttiin, ettd

yhdiste 1 oli ainakin kaksi kertaa muita aktiivisempi. B-lipc-
proteiinijakeessa oleva kolesteroli (tiheydeltd&n hyvin alhai-
set lipoproteiinit VLDL ja tiheydeltddn alhaiset lipoproteii-
nit LDL) vdheni kun taas a-lipoproteiini- (erittdin tiheé&t
lipoproteiinit HDL) kolesteroli lisd&ntyi, mikd johti erittdin
edulliseen o-kolesteroli/B-kolesterolisuhteen kohoamiseen.
Pitkdaikaisessa terapiassa tdhdn vaikutukseen liittyi alentu-
nut maksa- ja aortakolesterolipitoisuus. Klofibraattia testat-
tiin vertailumielessd ja tdll&in todettiin, ettd se alensi
fosfolipidejd 33,6 % ja a/B-suhde aleni 52,2 %. Tulokset ovat
yhtdpitdvid C.E. Dayn et al. (Artery 5, 90-109, 1979) ja

K.R. Miillerin ja G.G. Cortesin (Artery 4, 564-577, 1978) jul-
kaisemien tulosten kanssa, jotka osoittavat, ettd klofibraatti
alentaa HDL-kolesterolia rotissa.

Y114 olevat tulokset osoittavat, ettd n&illd daifosfonaateilla
on se ominaisuus, ettd ne muuttavat lipidimetabolismia erityi-
sesti siten, ettd ne lis#d8vidt a-lipoproteiinien kuljettaman
lipidin (pddasiallisesti kolesterolin) m&d&drdd ja alentavat
B-lipoproteiinien (p&dasiallisesti triglyseridien) kuljettamien
lipidien md&drdd. Koska on osoitettu, ettd HDL-kolesterolin
mddrd korreloituu kddnteisesti syddnverisuonitautiriskiin

(katso N.E. Miller, Lipids 13, 914-919, 1978), voivat HDL-
pitoisuuksia lisddvdt difosfonaatit olla kdyttdkelpoisia mah-
dollisessa valtimon haurauskovetustaudin hoidossa. On t&drke&d
huomata, ettd yhdisteen 1 happo- tai suolamuocdolla ja suhteelli-
sen yksinkertaisella difosfonaattiyhdisteelld 1 ei ole nditd
ominaisuuksia. On my8s tdrkedtd huomata, ettd sellaisilla di-
fosfonaateilla, joilla on eri rakenne kuin yhdisteilla 1,

2, 3 ja jota muut ovat kokeilleet, ei ole sitd ominaisuutta,
ettd ne vaikuttaisivat lipidimetabolismiin (katso. W. Hollan-
der et al., Atherosclerosis 31, 307-325, 1978 ja Mellies et al.,
Artery 6, 38, 1979).

Esimerkki 7

Kaavan (I) difosfonaattien wvaikutus kolesterolilla ravituissa

rotissa
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Kdytetty menetelmé:

Kolesterolin lisdidmiseksi kudoksissa, erityisesti maksassa,
sybtettiin rotille erittdin rasvaista kolesteroliruokavalio-
ta 10 pdivid - 3 kuukautta ruokavalion koostuessa seuraavista
ainesosista: kaseiinia 20 %, voita 37 %, selluloosaa 9,1 %,
dekstroosia 18,9 %, kolesterolia 4,5 %, natriumkolaattia

1,8 %, mineraaleja 7,3 %, vitamiineja 1 %, koliinia 0,4 %.

Rotille syBtettiin sen jidlkeen tavallista ravintoa ja kidsitel-
tiin 10 pdivd3d - 3 kuukautta erilaisilla yhdisteilld (200 mg/
kg/pdivd). Y113 selostettuja seerumiparametreja mitattiin.
Maksa- ja aortalipideji uutettifin J. Folchin et al. mukaan

(J. Biochem. 226, 497, 1957). Lipidien kokonaismd&rd madri-
tettiin sulfofosfovaniljareaktiolla (katso N, Zdlner ja K.
Kirsch, Z. Ges. exp. Med. 135, 545, 1962) ja kolesteroli mddri-
tettiin Liebermann-Burchard-reaktiolla.

Saadut tulokset:

Y113 selostettu ruokavalio kohotti lipidien, erityisesti
triglyseridien ja kolesterolin kokonaism#ddrdd maksassa 8-10-
kertaiseksi. Yhdisteilld 1, 2, 3, 4 ja 7 suori-

tettu kdsittely alensi merkittdvasti lipidien kokonaismddrda
maksassa ja/tai kolesterilin md&rdd maksassa. Testattaessa
mitattiin sama vaikutus aortakudoksessa. T&md osoittaa, ettd
ndilld testatuilla erityisilly difosfonaateilla on se ominai-
suus, ettd ne poistavat kolesterolia kudoksesta. Koska on jo
pit8védsti ndytetty toteen, ettd kolesterolin saostuminen on
tdrked askel valtimon haurauskovetustaudin synnyssd ja/tai
kehittymisessd, voivat ndmd yhdisteet olla kdyttdkelpoisia
valtimon haurauskovetustaudin aiheuttamien vammojen ehk&disys-
sd tai hoidossa est&mdlld kolesterolin saostumista kudoksissa,
kuten aortassa.

Esimerkki 8

Kaavan (I) 4 fosfonaattien happo- ja suolamuodon vaikutukset

rotissa, joiden veressd on liikaa kalkkia

Kdytetty menetelma:
Viime vuosina on osoitettu, ettd difosfonihapoilla on vaiku-
tusta eldimiin, joiden veressd on liikaa kalkkia ehkdisem&dlla

aortan ja munuaisen kalkkeutumista (katso M. Potokar ja M.
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Schmidt-Dunker, Atherosclerosis 30, 313-320, 1978). Niiden
on myds osoitettu ehkdisevdn D-vitamiinin aiheuttamaa plasman
kalsiumin kohoamista. T&md vaikutus voi olla kdyttOkelpoinen
palautettaessa ennakolta jdrjestettyd valtimon haurauskovetus-
tautia (katso I.Y. Rosenblum et al., Atherosclerosis 22, 411-
424, 1975). Koska difosfonaateilla on nd&md vaikutukset happoi-
na tai natriumsuoloina annettuna, testattiin myds yhdisteen
1 mononatriummuotoja kdyttden Potokarin (katso ylld) muistiin-
panoja. Neljid urospuolista Wistar-rottaa kdsittédville ryhmille
annettiin lyhyesti sanottuna yhdisteen 1 happo- tai suolamuotoa
0,05 %$:sena liuoksena juomavedessi, miki vastaa noin 50 mg/kg
pdivdssd. Rottia k&dsiteltiin yhdisteilld 15 pdivdd. Viidennestd
pdivdstd kymmenenteen pdivddn kehitettiin veren liikakalkki-
suutta antamalla vertailurotille ja k&dsitellyille rotille
75 000 yvksikkdd vitamiinia D3/kg/péivéssé. Difosfonaattikdsit~
tely jatkettiin kymmenennestd viidenteentoista pdivéddn. Eldimet
tapettiin sen jdlkeen kevyen eetterinukutuksen vaikutuksen
alla ja seerumikalsiumi miiritettiin B.C. Ray Sarkarin 3ja
U.P.S. Chanhanin mukaan (Anal. Biochem. 20, 155, 1967).

Saadut tulokset:

Kalsiumin kerrostumiselle on katsottu olevan merkitystd valti-
mon haurauskovetustautitdplien kehittymisen mySh&isvaiheissa
(katso W. Hollander, Exp. Mol. Path. 25, 106, 1976), ja on
osoitettu, ettd joillakin difosfonaattihapoilla tai -suoloilla
on vakutusta kalsiummetabolismiin ja ettd tamd ominaisuus si-
ndnsd voi olla kdyttdkelpoinen valtimon haurauskovetustaudin
myShdisvaiheiden hoidossa. Se seikka, ettd mik&&n esterdidyis-
t4d muodoista ei alenna seerumikalsiumia, mutta yhdisteen 1
happo- ja suolamﬁodot alentavat seerumikalsiumia 20 ja vast.
14 % osoittaa, ettd esterdimdttdm&t difosfonaatit vaikuttavat
kalsiummetabolisimiin ja voivat alentaa valtimohaurastumien
kalkkeutumista.

Joitakin tuloksia keksinndén mukaisten kaavan (I) difosfonaat-
tien ylld selostetuista farmakologisista aktiviteettitesteistd
on esitetty alla olevassa taulukossa III.
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Huom: - Y1ll&d olevassa taulukossa IV on tulokset annettu
prosentuaalisina vertailuarvoina. Paitsi seerumikalkille
ovat ne arvot, Jjotka eroavat vertailuarvoista vdhemmd&n
kuin 15 % katsottu merkityksettSmiksi (NS).

- Seerumin vapaat rasvahapot, triglyseridit ja
fosfolipidit mitattiin normaaleissa rotissa (N) ja rotis-
sa, joille oli sydtetty kolesterolia 10 p&aivdd (C.F).

- Seerumin o/f-kolesteroli, maksan ja aortan lipi-
dien kokonaism&drd ja kolesteroli mitattiin normaaleissa
ja sellaisissa rotissa, joille etukdteen oli syttetty
erittdin kolesterolipitoista ravintoa.

- Seerumiaakalkki mitattiin rotissa, joiden veressd
oli likaa kalkkia.

Keksinndn mukaisten kaavan (I) difosfonaattijohdannaisten far-
makologinen seulonta on osoittanut, ettd ndilld yhdisteilla

on mddrdttyjd ominaisuuksia ja vaikutuksia lipideihin ja& lipi-
dimetabolisimiin ja ettd niitd voidaan k&dyttdd sydénverisuoni-
taudin hoitoon seuraavista syistad:

- Ne vaikuttavat normaalirottien lipidimetabolismiin vdhentden
seerumin vapaita rasvahappoja, vdhentdvdt triglyserideijd Jja
lisddvdt fosfolipidejd. Jdlkimmdinen ominaisuus voi kytkeytyd
HDL-lipideihin, erityisesti HDL-kolesteroliin, mik&d todetaan
kaikkein dramaattisemmin yhdisteill& 1 ja 5.

- Niilld on se tdrked ominaisuus, ettd ne vdhentdvdt ja poista-
vat merkittdvdsti lipidejd, erityisesti kolesterolia sellaisten
rottien maksasta ja aortasta, joille on sydtetty erittdin pal-
jon rasvaa ja kolesterolia. Kokeissa joita tdssd yhteydessd ei
ole selostettu, on myds osoitettu, ettd sellaiset yhdis-

teet kuin 1 lisddvadt kolesterolin erittymistd sapessa ja ulos-
teissa, mikd johtaa kudoskolesterolin nettotappioon.

Ndin ollen on huomattava, ettd mainittujen difosfonaattien (I)
ensisijaiset vaikutukset ovat erilaisia ja uusia verrattuna
klassisiin hypolipideemisiin yhdisteisiin. Ndiden vaikutusten
spesifisyys (kohonnut HDL-kolesteroli ja kolesterolin poistu-
minen kudoksesta) viittaa vahvasti mahdolliseen farmaseuttiseen
kdyttddn valtimon haurauskovetustaudissa. Kanikokeet, joissa
kokeellinen valtimon haurauskovetustauti oli aikaansaatu sydttd-

milld kolesterolia, vahvistiva edelld olevat havainnot, ettad
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yhdisteelld 1, Jjossa on p-Cl-ryhmd, on kaikkein aktiivisin.

Se, ettd yhdisteen 1 happo- ja suolamuodot vaikuttavat kaisium-
metabolisimiin, viittaa lisdksi siihen, ettd kaikkia esterdi-
mittdmiid muotoja ndistd selostetuista difosfonaateista voidaan
myds kidyttdd valtimon haurauskovetustaudin myShdisvaiheiden

hoidossa.

Esimerkki 9

Kaavan (I) difosfonaattien vaikutus verensokeriniukkuuteen

150-200 g urospuolisia Wistar-rottia (5/ryhmd) ké&siteltiin

4 piividi esiseulotuilla fosfonaateilla. Niiden annettiin paas-
tota yon yli ja ne tapettiin viidentend pdivénd katkaisemalla
pdd kevyessd eetterinukutuksessa. Otettiin verindyte kdyttden
EDTA:ta hyytymistid ehkdisevénd aineena. Tulokset on annettu

keskimisiriisind arvoina + sem. Taulukossa IV annetut tulokset
viittaavat siihen, ettd p-kloorifenyylidifosfonaatti oli kaik-

kein vaikuttavin ja erityisesti vatsaontelon sisdisesti annet-

tuna.
Taulukko IV
Vaikutus verisokeriniukkuuteen
Antotapa, annostus Plasmaglukoosi
ja apuaine Vertailut (mg/100 ml)
Kdsitelty

- Cpd 4 Cpd 2 Cpd 21 Cpd 27
i.p. 50 mg/kg vesipuskuri 87+ 3 36+ 1
p.-0. 50 mg/kg vesipuskuri 132+ 8 100+ 12
p.o. 50 mg/kg maissiljy 125+ 10 90+ °©
p.0.100 mg/kg vesipuskuri 111+ 7 93+ 12

p.0. 50 mg/kg maissidljy 125+ 10 110+10
p.0.200 mg/kg vesipuskuri 131+ 4 88+ 5
p.0.200 mg/kg vesipuskuri 131+ 4 102+ 9

Glukoosipitoisuus m#idritettiin W. Wernerin ja H.G. Wielingerin
entsymaattisella menetelm&lld (Z. Analyt. Chem. 252, 224, 1970),

(saatu Boehringer Mannheimilta, pakkaus n:o 124036).

Esillid olevan keksinn®n suojapiiri kdsittdd myds verensokeri-
niukkuutta vihentdvii ja valtimon haurauskovetustautia vastaan
vaikuttavia valmisteita, jotka aktiivisena ainesosana sisdltdavidt

farmaseuttisesti tehokkaan mi#r#n yhtd tai useampaa kaavan (I)

difosfonaattijohdannaista.
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Turvallisia ja tehokkaita md&dri& fosfonaattiyhdistettd valmis-
tetaan riittdvidsti halutun vaikutuksen aikaansaamiseksi mihin
tahansa lddkehoitoon liittyv&dlld kohtuullisella hydty/riskisu-
teella. Hyvdksyttdvdn ja jarkevdn lddketieteellisen arvion aset-
tamissa rajoissa fosfonaattiyhdisteen annostus vaihtelee hoi-
dettavan erityisen tilan, tilan vakavuuden, hoidon keston ja

kdytetyn erityisen fosfonaattiyhdisteen mukaan.

Fosfonaatit valmistetaan farmaseuttisesti hyvédksyttdvind tuot-
teina, jotka sisdltdvit kaikki k&dytetyn seoksen ainesosat ja

jotka soveltuvat kdytettdviksi kosketuksessa ihmisen ja eldin-
ten kudoksien kanssa ilman kchtuulliseen hy&ty/riskisuhteeseen

ndhden liian suurta myrkyllisyyttd, drsytystd tai allergisuutta.

Esilld olevan keksinndn mukaisten farmaseuttisten seosten valmis-
te suun kautta otettavaksi annosyksik&ksi voi olla seos lak-
toosia, sakkaroosia, sorbitolia, mannitolia, amidonia, amylo-
pektiinid, selluloosajohdannaista ja/tai gelatiinia sisdltévén
kiintedn apuaineen kanssa, joka voidaan valmistaa yhdessd voite-
luaineiden, kuten magnesiumstearaatin, kalsiumstearaatin, karbo-
vahan eri muotojen ja/tai polyetyleeniglykolin kanssa. Joissakin
tapauksissa voi olla edullista kdyttdd kapselia ja ainesosat
voivat td116in muodostua seoksesta, joka sisdltad vidkevdityd

sokeria, arabikumia, talkkia ja/tai titaanidioksidia.

Joissakin tapauksissa voidaan m&ddrdttyjd fosfonaatteja sekoit-
taa puskuriliuockseen, maissidljyyn, oliividljyyn, kaupallisiin
glyserolitdyteaineisiin ja antaa suljetussa kovassa gelatiini-

kapselissa tippoina tai siirapin muodossa.

Fosfonaatit voidaan lis#dksi valmistaa "Imhausen H" kanssa sopi-

viksi perdpudkoiksi.

Esimerkiksi yhdisteitd 1-3 puristettiin tablettimuotoon magne-
siumstearaatin 10 % ja amidonin 25 % kanssa lopulliseen vdke-
vyyteen, joka oli noin 100-300 mg aktiivista ainetta. Lisdksi
kaaYan (I) yhdisteitd kdytettiin juomaveden tai maissidljyn

liuoksessa pitoisuuksina, jotka olivat noin 2 - 100 mg/ml.
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Patenttivaatimukset
Menetelmd farmakologisesti aktiivisten difosfonaattijohdannais-

ten valmistamiseksi, joilla on yleinen kaava (I}

1'303R2
()

A= - )
bo.zt,

jossa X on OH kun m on nolla ja X on H kun m on 1, R ja R’
ovat samanlaisia tai erilaisia ja ovat H, CH3 tai C,Hg, ja

A on valittu ryhmdstd, jonka muodostavat:

_ CH CH

- — . 3 N
/?_T>P- , /7 \).o.c /N c_?
ol = y = éH3 y = éH3

/;\\ 4\/

Yﬁ;tyu /l\\)j , /(—\L-(CHz)n-ja ﬁi;}>‘o"(CH2)n—’
Y

Y
o)

joissa n on %okonaisluku 1-6 ja Y on H, OCH, tai halogeeni-
atomi, etenkin kloori tai fluori, tunnettu siitid,
ettd kaavan (II) mukainen dialkyyliasyylifosfonaatti

O

I
A - C - POJR

3Ry (I1)

saatetaan reagoimaan ekvimolaarisen mddr&n kanssa dialkyyli-

fosfiittia, jolla on kaava (III)
HP (0) (OR) , (I11)

dietyylieetterissd liuottimena noin 0°C:n limpdtilassa ja orgaa-
nisen emiksen, kuten dialkyyliamiinin vaihtelevien mdarien l&snd-
ollessa, jolloin kaavan (I) mukaisten hydroksidifosfonaattijoh-
dannaisten valmistamiseksi, joissa X on OH, m on nolla ja A,

R ja R' tarkoittavat samaa kuin edelld, orgaanisen emdksen mo-
laarinen midrid vastaa 5 % kummankin reaktiokomponentin (IT)

tai (III) molaarisesta mddrista,
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ja kaavan (I) mukaisten fosfonofosfaattijohdannaisten valmis-
tamiseksi, joissa X on H, mon 1 ja A, R ja R' tarkoittavat
samaa kuin edelld, orgaanisen emdksen molaarinen mddrid vastaa
80-100 % kummankin reaktiokomponentin (II) tai (III) molaari-

sesta mddrdstd.

Patentkrav
1. Forfarande for framstdllning av farmakologiskt aktiva

difosfonatderivat med den allmdnna formeln (I)

PO,R

| 372
:O)m
A-C-X (T)
|
PO3R'2
vari X 8r OH d& m &r noll och X 4r Hd& m ar 1, R och R' &r

lika eller olika och &r H, CH3 eller C2H5, och A dr wvald ur

den grupp som bestar av

CH CH
- 1 - O-C— ’ C—
et Y = cH Y><:: c

‘3 Hy

vari n dr ett heltal 1-6 och Y ir H, CH3, OCH3
atom, sdrskilt klor eller fluor, k 8 nnetecknat av
att ett dialkylfosfonat med formeln (II)

eller en halogen-

i
A-C-~- PO3R2 (I1)

omsdttes med en ekvimoldr mdngd av en dialkylfosfit med formeln
(ITI1)

HP(O)(OR')2 (ITII)

i dietyleter som ldsningsmedel vid en temperatur pa ca 0°c och
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i ndrvaro av varierande mingder av en organisk bas, séasom

en dialkylamin, varvid f6ér framstdllning av hydroxidifosfonat-
derivat med formeln (I), i vilka X &r OH, m &r noll och A, R
och R' har samma betydelser som ovan, den moldra midngden av
den organiska basen motsvarar 5 % av den moldra mdngden av
vardera reaktionskomponenten (II) eller (III),

och for framstdllning av fosfonofosfatderivat med formeln (I),
vari X 8&r H, m 8r 1 och A, R och R' har samma betydelser som
ovan, den moldra mdngden av den organiska basen motsvarar
80-100 % av den moldra mdngden av vardera reaktionskomponenten

(IT) eller (III).
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