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ABP(s) a-aminobisfosfonian(y) (z ang. a-aminobisphosphonate(s))
Ac grupa acetylowa

ALN alendronian

AP(s) a-aminofosfonian(y) (z ang. a-aminophosphonate(s))
ATP adenozyno-5'-trifosforan

BP(s) bisfosfonian(y) (z ang. bisphosphonate(s))

Boc grupa tert-butoksykarbonylowa

Bn grupa benzylowa

BN betulina

BTZ bortezomib

Cbz grupa benzyloksykarbonylowa

CDI 1,1"-karbonylodiimidazol

CFU jednostka tworzaca kolonie (z ang. colony-forming unit)
Cis-Pt cisplatyna

CLO klodronian (z ang. clodronate)

CPT-11 irynotekan

CT tomografia komputerowa

DCC N,N’-dicykloheksylokarbodiimid

DCM dichlorometan

DCU N,N’-dicykloheksylomocznik

DFO deferoksamina

DIPEA N,N-diizopropyloetyloamina

DMAP 4-dimetyloaminopirydyna

DMA N,N-dimetyloacetamid

DMF N,N-dimetyloformamid

DMSA grupa 2,2-dimetylobutanodioilowa (2,2-dimetylosykcynylowa)
DMSO dimetylosulfotlenek

DOC docetaksel

DOTA kwas 1,4,7,10-tetraazacyklododekano-1,4,7,10-tetraoctowy
DOX doksorubicyna (z ang. doxorubicin)
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dr stosunek diastereomeryczny (z ang. diastereomeric ratio)

DTBMP 2,6-di-tert-butylo-4-metylopirydyna

EDCI chlorowodorek N-(3-dimetyloaminopropylo)-N'-etylo-
karbodiimidu

ES miesak Ewinga

ETI etidronian

Eto etopozyd

Flv fluwastatyna (z ang. fluvastatin)

FPP pirofosforan farnezylu

FPPS syntaza pirofosforanu farnezylu

Gem gemcytabina

GGPP pirofosforan geranylo-geranylu

GPP pirofosforan geranylu

HA hydroksyapatyt

HDP kwas oksydronowy

Hex heksan

IBN ibandronian

INC inkadronian (z ang. incadronate)

PP pirofosforan izopentenylu

LiHMDS bis(trimetylosililo)amidek litu

MBD gestos¢ mineralna kosci (z ang. bone mineral density)

MDP kwas medronowy

MIC minimalne stezenie hamujace (z ang. minimum inhibitory
concentration)

MIN minodronian

MM szpiczak mnogi (z ang. multiple myeloma)

MRI obrazowanie metoda rezonansu magnetycznego (z ang. magnetic

resonance imaging)

MW promieniowanie mikrofalowe
N-BPs azotowe bisfosfoniany

NBS N-bromosukcynoimid

NHS N-hydroksysukcynoimid

5
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NOTA kwas 1,4,7-triazacyklononano-1,4,7-trioctowy

O.D. gestos¢ optyczna (z ang. optical density)

PAM pamidronian

PC rak prostaty (z ang. prostate cancer)

PET pozytonowa tomografia emisyjna (z ang. positron emission
tomography)

PEG glikol polietylenowy

POC grupa izopropyloksykarbonyloksymetylowa

POM grupa piwaloiloksymetylowa

PPi pirofosforany

PTC kataliza przeniesienia miedzyfazowego (z ang. phase transfer
catalysis)

PTX paklitaksel (z ang. paclitaxel)

Py pirydyna

RIS rizedronian (z ang. risedronate)

RTG rentgenografia

SA grupa butanodioilowa (sukcynylowa)

SIM simwastatyna

s-NHS N-hydroksysulfosukcynoimid

SPECT tomografia emisyjna pojedynczych fotonéw (z ang. single photon
emission computed tomography)

SRE zdarzenia kostne (z ang. skeletal related events)

TBAF fluorek tetrabutyloamoniowy

TBS grupa tert-butylodimetylosililowa

Tt grupa trifluorometanosulfonowa

TFA kwas trifluorooctowy

T£.0 bezwodnik trifluorometanosulfonowy

THF tetrahydrofuran

TMS grupa trimetylosililowa

Tol toluen

Troc grupa 2,2,2-trichloroetoksykarbonylowa

Ts grupa tosylowa
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UFT tegafur-uracyl

USPIO ultramate superparamagnetyczne nanoczastki tlenku zelaza (z ang.
ultrasmall superparamagnetic iron oxide nanoparticles)

Zasada Hiiniga N,N-diizopropyloetyloamina

ZOL zoledronian
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Zwiazki fosforoorganiczne od wielu lat stanowia przedmiot intensywnych
badan ze wzgledu na ich wszechstronne zastosowania w syntezie organicznej oraz
chemii medycznej. Grupa zwiazkéw o ugruntowanej pozycji, cieszacy sie¢ duza
popularnoscia w leczeniu choréb ukladu kostnego sa bisfosfoniany (BPs). Cho¢
zwiazki te znane sa gléwnie ze swojej aktywnosci antyresorpcyjnej, wykazuja réwniez
szereg innych korzystnych wtasciwosci biologicznych, a charakter i sita ich dzialania
zaleza od struktury czasteczki, a zwlaszcza od rodzaju podstawnikéw przy atomie
wegla w ugrupowaniu P-C-P. Inng, istotna cecha bisfosfonianéw jest ich silne
powinowactwo do hydroksyapatytu znajdujacego si¢ w kosciach. Wiasciwos¢ te
mozna wykorzysta¢ do tworzenia farmaceutykéw oraz Srodkéw kontrastowych

o ukierunkowanym dziataniu.

Wazna podklase bisfosfonianéw stanowia 1-amino-1,1-bisfosfoniany (ABPs),
ktére mozna traktowa¢ jako fosforowe odpowiedniki ~a-aminokwaséw,
funkcjonalizowane w pozycji a dodatkowa grupa fosfonowa (Rys. 1). Zwiazki te
charakteryzuja sie szerokim spektrum aktywnosci biologicznej, a dodatkowo, dzieki
obecnosci reaktywnej grupy aminowej w swojej strukturze, moga by¢ w tatwy sposéb

modyfikowane lub wykorzystane w syntezie bardziej zlozonych czasteczek

bioaktywnych.
H,N R! HoN R HoN R
OH X _OH HO- X _OH
H H P~on HO'| [ OH
0 0] (0] (0]
a-aminokwas kwas 1-aminofosfonowy kwas 1-aminobisfosfonowy
H,N R! HoN R!
HO‘PXP/OI; HO‘P P/R22
HO"I u R HO/(% R

kwas 1-amino-1-fosfinylofosfonowy kwas 1-amino-1-fosfinoilofosfonowy

Rys. 1. Poréwnanie struktur a-aminokwasu oraz kwaséw: 1-aminofosfonowego,
1-aminobisfosfonowego, 1-amino-1-fosfinylofosfonowego i 1-amino-1-fosfinoilofosfonowego

Obecnie znanych jest wiele metod syntezy pochodnych 1-amino-1,1-
bisfosforowych. Znaczna czeé¢ z nich polega na réwnoczesnym tworzeniu obydwu
wigzan Ca-P, co w wiekszosci przypadkéw prowadzi do otrzymania symetrycznych
pochodnych bisfosfonowych. Takie podejécie istotnie ogranicza mozliwosé
uzyskiwania niesymetrycznych analogéw ABPs (Rys. 1), ktérych potencjalna
aktywnos$¢ biologiczna jest wcigz stabo poznana. Co wiecej, najczesciej stosowane

metody wykorzystywano gléwnie do otrzymywania zwiazkéw zawierajacych
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jedynie atom wodoru oraz réznie podstawiong grupe aminowgq przy centralnym
atomie wegla. Tymczasem wykazano, ze strukturalne zréznicowanie BPs, w tym
ABPs, a w szczegélnosci rodzaj taficucha bocznego przylaczonego do atomu wegla
w pozycji a ma istotny wplyw na ich aktywno$¢ biologiczng. Ponadto, niektore
z opisanych metod, zwlaszcza te wykorzystujace niereaktywne nitryle, wymagaja
stosowania ostrych warunkéw reakcyjnych 1lub przeprowadzania syntezy

w obecnosci skomplikowanych uktadéw katalitycznych badZ mediatorow.

Alternatywna  strategia =~ otrzymywania  pochodnych  1-amino-1,1-
bisfosforowych sa metody sekwencyjne, polegajace na nastepczym wprowadzaniu
ugrupowan fosforowych do odpowiednio dobranych prekursoréw. Przykladem
takiego podejécia jest metoda syntezy pochodnych ABPs z chlorowodorkéw
imidoilanéw etylu 1, opracowana przez Kuznik, obejmujaca: (1) zabezpieczanie grupy
aminowej wyjsciowych analogéw 1 za pomocg odpowiednich chlorkéw kwasowych,
(2) transformacje N-zabezpieczonych imidoilanéw etylu 2 w estry etylowe
N-zabezpieczonych kwaséw 1-etoksyalkanofosfonowych 3 w reakcji addycji typu
Michaelisa-Beckera prowadzonej w warunkach PTC oraz (3) przeksztalcenie
powstatych zwigzkéw 3 w pochodne bisfosforowe 5,6 w reakcji typu Michaelisa-
Arbuzowa, poprzez odpowiednie sole trifenylofosfoniowe 4 (Schemat 1, metoda A,
kolor czerwony).! Jej zaleta jest to, Ze w zaleznosci od rodzaju uzytego prekursora 1
oraz zastosowanego w ostatnim etapie nukleofila fosforowego (RZR3P(OR%)) daje
mozliwosé otrzymania produktéw zréznicowanych strukturalnie zaréwno w obrebie

grup fosforowych ukladu P-C-P czasteczki, jak i grup przy atomie wegla Ca.

1 j\ 1 9 3 | Metoda A @ BF |
R R - 1 R OEt : R!'PPh; |
R” ~Cl H-P(OEt), | ! Ph,P'HBF
L 0 ® — > PG. ~ s ' PG L 4 PG, X 1
e HzN)\OEt zasada N"TOEt KO, ‘”Xf’(OEt)z | _EtOH N P(OED:
‘ 1 2 (4% wag. H,0), ! 3 O : 40
18-korona-6 ! :
PhsP-HBF, o o
RZR°P(ORY) MePPh; |
2 DIPEA
R' PR2R 203m/ o
‘ R2R%P(OR
2_pR3— . PG. )4 ( )
5 R°=R°=OEt : N~ “P(OEt),
6 R2=R%=Ph 1 i N
7R%=0Et, R3=Ph | U
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Metoda B ]
Schemat 1

Od 2020 roku prowadzone byly badania nad rozszerzeniem =zakresu
stosowalnosci opisanej wyzej metody oraz uproszczeniem ostatniego etapu
procedury. Zaobserwowano bowiem, ze transformacja soli fosfoniowych 4
w pochodne bisfosfonowe 5 jest reakcja autokatalityczna, co pozwolilo na

wyeliminowanie stosowanej dotychczas zasady Hiiniga i jodku trifenylometylo-

9
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fosfoniowego. Mozliwe okazalo sie tez przeksztalcenie 1-etoksyalkanofosfonianéw 3
w odpowiednie 1-amino-1,1-bisfosfoniany 5 w jednym etapie, z wytworzeniem in situ

reaktywnych soli trifenylofosfoniowych 4 (Schemat 1, metoda B, kolor niebieski).

Punktem wyjscia w badaniach prowadzonych w ramach niniejszej pracy byla
synteza strukturalnie zréznicowanych, N-zabezpieczonych bisfosforowych analogéw
a-aminokwaséw bialtkowych i niebiatkowych na drodze uproszczonej procedury
przedstawionej na schemacie 1 (metoda B). Zaplanowano otrzymanie zaréwno
symetrycznych  pochodnych  1-amino-1,1-bisfosfonowych 5, jak i ich
niesymetrycznych, fosfonowo-fosfinoilowych oraz fosfonowo-fosfinowych analogéw
6i7.

W  kolejnym etapie zaplanowano przeprowadzenie deprotekcji grupy
aminowej, hydrolizy oraz dalszych modyfikacji strukturalnych wybranych
pochodnych 1-amino-1,1-bisfosforowych, ktére mogtyby zwiekszyé ich potencjat
aplikacyjny.

Jeden z kierunkéw badan zaktadat synteze koniugatow otrzymywanych przez
sprzeganie zwiazkéw wykazujacych potwierdzona aktywnos¢ biologiczna
(np. antynowotworowaq) z wybranym modelem 1-amino-1,1-bisfosfonianu (Schemat
2, Etap II A). Obecnoé¢ ugrupowania P-C-P w powstalych hybrydach mogtaby
umozliwia¢ nie tylko ich selektywne dostarczanie do tkanki kostnej, ale takze
zwiekszy¢ ich potencjatl terapeutyczny na skutek potencjalnych efektéw addytywnych
lub synergistycznych. W tym celu wytypowano zwiazki: betuline (naturalny triterpen
o szerokim spektrum aktywnosci biologicznej, w tym przeciwnowotworowej),
chlorambucyl (cytostatyk alkilujacy), kwas mykofenolowy (immunosupresant
o wlasciwosciach przeciwnowotworowych), indometacyne (niesteroidowy lek

przeciwzapalny) oraz 5-karboksyuracyl (analog zasady azotowej).

Obiektem zainteresowania mialy by¢ réwniez drobne modyfikacje struktury
wybranego modelu 1-amino-1,1-bisfosfonianu, ktére moglyby doprowadzi¢ do
zwigzkéw o precyzyjnie ukierunkowanej aktywnosci biologicznej. Zaplanowano
przeprowadzenie jego funkcjonalizacji z wykorzystaniem grupy trifenylofosfoniowej
(TPP*), ktérej specyficzne wiasciwosci jako kationu lipofilowego moglyby nadac
otrzymanym czasteczkom zdolno$¢ do dziatlania w roli tzw. ligandow
mitochondrialnych (Schemat 2, Etap II B).

W ramach pracy podjeto rowniez probe wykorzystania wybranej pochodnej
ABP do modyfikacji struktury deferoksaminy DFO, (Schemat 2, Etap II) - znanego

chelatora zdolnego do tworzenia komplekséw z jonami paramagnetycznymi, np. Fe3*
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lub jonami #Zr#+ stosowanymi w diagnostyce PET. Celem tej funkcjonalizacji miato
by¢ otrzymanie liganda o strukturze pozwalajacej na wykorzystanie go jako znacznika

diagnostycznego.

Ostatnim etapem planowanych prac byla weryfikacja mozliwosci
wykorzystania otrzymanych zwigzkéw w roli terapeutykéw lub znacznikéw
w diagnostyce medycznej (Schemat 2, Etap III). Dzialania te mialy obejmowac badania
ich cytotoksycznosci, w tym interakcji ze znanymi cytostatykami (m.in. cisplatyna,
etopozydem czy doksorubicyng), wlasciwosci przeciwbakteryjnych, a w przypadku

liganda, pochodnej deferoksaminy - stabilnosci jego chelatu z 8Zr.

Zaplanowane zadania badawcze zobrazowano na schemacie 2.

Etap | — Synteza zréznicowanych strukturalnie pochodnych 1-amino-1,1-bisfosforowych

! o o |
! Il Il '
! deprotekcja 5 R' P(OEt),  hydroliza R'P(OH),
! T > '
} o H,N~ “P(OEt), H,N™ “P(OH),
' I ! |l Il .
! R R{;PRZR/S, g8 O 9 O ;
NG INC) —_—, pPG. X~ :
! Cl H,N” TOEt H ﬁ(OEt)z ;
3 5-7 © : 19 P 19 ;
2
; 1 . deprotekcja 6 R' PPh hydroliza R' PPh, 1
| o o] “Opp H,N™ “P(OEt), Ho,N” “P(OH), !
. - | [l Il '
. VROE): ey OEt 10 O 1 0 :

Etap Il — Modyfikacje strukturalne wybranej pochodnej 1-amino-1,1-bisfosfonowe;j

2 0 @ 2
H P(OR H P(OEt H P(OR
ZWIAZEK >4( )2 D )4( )2 Q > >4( )2

BIOLOGICZNIE N ﬁ’(OR)z HoN™ "P(OEt);

Ho | I Ho ol
AKTYWNY o 8a 0 5 o
Br R =Et, H

Synteza koniugatow ABP ze zwigzkami biologicznie aktywnymi Modyfikacja struktury ugrupowaniem TPP*

O modyfikacja wtasciwosci biologicznych O otrzymanie struktur o dziataniu ukierunkowanym

Cl \

‘\’ o (0] OH O

OH N)K©\ NAE/MOH
N — N
w e Q Cl HO)\N
HO HO
chlorambucyl indometacyna 5-karboksyuracyl
OH H o o OH
WN\/\/\/NNN/\/\/\N)WN\/\/\/NHZ
o) o) OH H o)

deferoksamina

Etap Il - Weryfikacja wtasciwosci biologicznych otrzymanych struktur

Q ocena cytotoksycznosci i efektu synergistycznego
Q ocena witasciwosci antybakteryjnych 3
Q ocena stabilnosci znacznikéw diagnostycznych '

Schemat 2
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Podsumowujac, zakres prac badawczych podjetych w ramach niniejszej pracy

obejmowal:

1. Synteze symetrycznych oraz niesymetrycznych pochodnych 1-amino-1,1-
bisfosforowych.

2. Synteze koniugatéw ukladéw bisfosfonowych i znanych zwigzkéw
bioaktywnych.

3. Préby zsyntetyzowania liganda o strukturze pozwalajacej na wykorzystanie go
jako znacznika diagnostycznego.

4. Okreslenie wlasciwosci biologicznych otrzymanych struktur.
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1. Biologiczne znaczenie ukladow bisfosforowych

1,1-Bisfosfoniany (BPs) to zwigzki fosforoorganiczne bedace syntetycznymi
analogami nieorganicznych pirofosforanéw (PPi), ktére naturalnie wystepuja
w organizmach zywych i stanowig produkty uboczne metabolizmu ATP. Po raz
pierwszy zostaly zsyntezowane przez Menschutkina w 1865 roku? i poczatkowo, dzieki
ich zdolnosci do kompleksowania jonéw metali, wykorzystywano je w roli érodkéw
antykorozyjnych oraz kompleksujagcych w przemysle nawozéw sztucznych,
naftowym oraz tekstylnym.3 Znaczny wzrost zainteresowania tymi zwigzkami
nastapit dopiero w péznych latach 60. ubiegltego wieku, kiedy odkryto ich wyjatkowe

wlasciwosci biologiczne.

Informacje na temat biologicznej aktywnosci BPs zaczely pojawiac sie
w literaturze naukowej wkrétce po odkryciach Neumana i Fleischa, ktérzy wykazali, ze
pirofosforany majg zdolnoé¢ do wigzania sie z krysztalami hydroksyapatytu (HA)
i regulowania procesu mineralizacji kosci.# Niestety, proby zastosowania PPi jako
inhibitoréw kalcyfikacji in vivo koniczyly sie sukcesem tylko wtedy, gdy byty
podawane dozylnie - po podaniu doustnym zwiazki te ulegaly w organizmie
szybkiemu metabolizmowi, tracac tym samym swoja aktywnos$é.> Poszukiwania
analogéw o podobnych wtasciwosciach fizykochemicznych i biologicznych, ale
wiekszej odpornosci na hydrolize enzymatyczna, doprowadzity do bisfosfonianéw.
Jako organiczne odpowiedniki PPi, wykazywaly podobne dziatanie, a dodatkowo
charakteryzowaly sie wieksza stabilnoscia in vivo, za sprawa niepodatnego na

dzialanie fosfataz uktadu wigzan P-C-P w miejscu szkieletu P-O-P.3>

Do tej pory zsyntezowano setki ré6znych analogéw BPs, z ktérych kilkanascie
zostato poddanych badaniom klinicznym. Z uwagi na ich wyjatkowe wtasciwosci,
a w szczeg6lnoéci silne dzialanie antyresorpcyjne, zwigzki te znalazly szerokie
zastosowanie w profilaktyce i leczeniu choréb ukiadu kostnego. Obecnie BPs
stanowia podstawe farmakoterapii osteoporozy, a roczna sprzedaz niektérych
wiodacych lekéw z tej grupy przekroczyta miliard dolaré6w.3 Pomimo, ze poczatkowo
badania nad bisfosfonianami mialy gtéwnie charakter empiryczny, wieloletnie
analizy zaleznoSci miedzy struktura a aktywnoscig biologiczng tych zwigzkow
pozwolily na lepsze zrozumienie mechanizméw ich dziatania.®” Obecnie wiadomo,
ze oprocz aktywnosci antyresorpcyjnej, BPs wykazuja réwniez szereg innych
wladciwosci  biologicznych,® w  tym  dzialanie  przeciwbakteryjne,-12

przeciwwirusowel!314 oraz przeciwnowotworowe.!> Wspoélczesne badania naukowe
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koncentruja si¢ przede wszystkim na poszukiwaniu nowych analogéw BPs
o potencjalnej aktywnosci biologicznej, poglebianiu wiedzy na temat wilasciwosci
biologicznych wcze$niej poznanych zwigzkoéw, a takze opracowywaniu ich nowych
formulacji farmaceutycznych. Szczegdlne zainteresowanie budza badania
ukierunkowane na rozszerzenie zastosowan bisfosfonianéw w onkologii, a zwlaszcza
nad ich synergistycznym oddzialywaniem ze znanymi cytostatykami (terapie
skojarzone),'¢17 a takze badania nad otrzymywaniem terapeutykéw o dziataniu

celowanym (koniugaty BPs).18
1.1 Struktura i klasyfikacja bisfosfonianéw o znaczeniu klinicznym

Kluczowym elementem w strukturze bisfosfonianéw jest tzw. mostek P-C-P,
tworzony przez dwie grupy fosfonowe polaczone atomem wegla. Jego obecno$¢ ma
wplyw nie tylko na stabilno$¢ hydrolityczng tych zwiazkéw, ale takze na ich silne
powinowactwo do hydroksyapatytu (HA), stanowiacego gtéwny sktadnik mineralny
kosci (Rys. 2). Zmiana struktury szkieletu P-C-P poprzez wprowadzenie
dodatkowego atomu wegla (P-C-C-P) lub zamiane centralnego atomu wegla na azot
(P-N-P) skutkuje utrata aktywnosci biologicznej zwiazku. Wigzanie bisfosfonianéw
z tkanka kostna zachodzi poprzez chelatowanie jonéw wapnia na powierzchni
krysztaléow HA przez grupy fosfonowe, co prowadzi do utworzenia bidentnego
chelatora (Rys. 3 A). Tak zaadsorbowane na powierzchni kosci czasteczki BPs wnikaja
nastepnie do osteoklastéow, gdzie zakl6caja procesy biochemiczne, hamujac ich

aktywnosé.3

Bisfosfonian

A | B
o) |
? 7 1 Grupy R"iR2 wplywajace Mostek P-C-P warunkujacy
HO-P.. P\*OH | na aktywno$é biologiczng wysokie powinowactwo do
HO/ o OH ! HA oraz stabilnos¢
| —) R2R! chemiczng i enzymatyczng
1
Pirofosforan ! O )/\ .0 (—
: Ho-P" P-oH
! =0 0o
o_,0 i !
T RO i
HO-P. P-OH |
HO © on
R? !
|
1
1
1

Rys. 2. Podobienistwo strukturalne bisfosfonianéw do pirofosforanu (A); kluczowe elementy
strukturalne bisfosfonianéw (B)

Waznymi czynnikami determinujacymi wlasciwosci biologiczne BPs sa
réwniez taficuchy boczne R! oraz R? przy geminalnym atomie wegla. Maja one wptyw
na site wigzania sie leku z koscia, jego wtasciwosci fizykochemiczne i terapeutyczne

oraz mechanizm dziatania.’ Obecnos¢ grupy hydroksylowej przy metinowym atomie

14



CZESC LITERATUROWA

wegla ukladu P-C-P zwieksza zdolnos¢ bisfosfonianéw do wigzania jonéw wapnia
przez utworzenie silniejszego, tréjkleszczowego wigzania (Rys. 3 B). Wprowadzenie
dodatkowego podstawnika zawierajagcego atom azotu (w grupie alkilowej lub
pierscieniu heterocyklicznym) do struktury zwigzku powoduje jeszcze wiegkszy
wzrost jego powinowactwa do HA i zwigkszenie potencjalu antyresorpcyjnego. Silne
oddziatywanie azotowych BPs (N-BPs) z HA tlumaczy sie zdolnoscia tych
pochodnych do tworzenia dodatkowych wigzain wodorowych z grupami
funkcyjnymi na powierzchni apatytu, do ktérych wytworzenia konieczna jest nie
tylko sama obecnos$¢ atomu azotu w taficuchu bocznym, ale takze jego odpowiednie
przestrzenne ulozenie (Rys. 3 C).1 Wigzanie N-BPs z koscia moga dodatkowo
ulatwia¢ oddzialywania elektrostatyczne, tworzace sie¢ miedzy dodatnio
naladowanymi faricuchami bocznymi bisfosfonianéw zaadsorbowanych juz na
powierzchni HA, a ujemnie naladowanymi grupami fosfonowymi kolejnych
czasteczek.”” Nalezy podkresli¢é jednak, ze wysoka skutecznos¢ azotowych
bisfosfonianéw w hamowaniu resorpcji kosci wynika nie tylko z ich silnego
powinowactwa do tkanki kostnej, ale takze z odmiennego niz w przypadku

nieazotowych BPs mechanizmu dzialania na poziomie komérkowym.

A 1 c Q oH
Q1L TG
/
HO-PT"P-OH N* 0=P-

Rysunek wykonano przy wykorzystaniu Servier Medical Art.: smart.servier.com
Rys. 3. Schematyczne przedstawienie wigzania si¢ bisfosfonianéw z macierza kostna

Bisfosfoniany, ktére znalazly zastosowanie kliniczne podzielone sg na dwie
grupy: bisfosfoniany niezawierajagce atomu azotu, nazywane prostymi
bisfosfonianami lub bisfosfonianami I generacji oraz bisfosfoniany azotowe, znane
jako bisfosfoniany II i III generacji. Sposob klasyfikacji BPs uwzglednia nie tylko
réznice w ich strukturze chemicznej, ale takze w sile dziatania antyresorpcyjnego.
Struktura BPs I generacji jest stosunkowo prosta - taricuchy boczne przytaczone do
centralnego atomu wegla to najczesciej grupa hydroksylowa, atom halogenu lub
krotki taricuch alkilowy.” Bisfosfoniany te nie zawieraja atomu azotu w swojej
strukturze i charakteryzuja sie najnizszym potencjalem antyresorpcyjnym.?02l

Pomimo ogromnego sukcesu terapeutycznego, jaki BPs I generacji osiagnety w latach
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70. XX wieku, zwiazki te zostaly obecnie niemal catkowicie wyparte przez
skuteczniejsze azotowe bisfosfoniany II i IIl generacji.3® Do bisfosfonianéw
I generacji naleza pochodne posiadajace najczesciej grupe hydroksylowa w pozycji
R! oraz grupe aminoalkilowa w pozycji R?, natomiast BPs III generacji charakteryzuja
sie obecnoscia jednego lub dwoéch atoméw azotu o hybrydyzacji sp? bedacych
elementem  heterocyklicznego  pierScienia  aromatycznego.®?  Narysunku 4
przedstawiono struktury bisfosfonianéw nalezacych do poszczegolnych generacji

z uwzglednieniem ich relatywnego potencjatu antyresorpcyjnego.?

| GENERACJA Il GENERACJA Il GENERACJA
o 0
HO. Il OHJ| OH  Etidronian Ho\(ﬁ OHﬁ/OH Pamidronian HO\O OHE/OH Rizedronian
o' C7 TOH  Potencjat: 1 o~ €7 TOH  Potencjat 100 HG ~¢-"0H Potencjal: 1000
Me 10 000
NH; L\ =
N
O © . o O . o o .
Ho._|l <|:| | oH Klodronian HO\.! OH,'—.‘,/OH Alendronian Ho. T oHT OH Zoledronian
HO \cl:’ “OoH Potencjat: 10 HO~ ¢~ oM Potencjat: 1001000 HO/P\Cl’/P\OH Potencjat: >10 000
cl o
J v )
HN N
Ho\(ﬁ H (H)/OH Tiludronian Ho\ﬁ OHﬁ/OH Ibandronian
HO/P\(';/P\OH Potencjal: 10 HO' \Cl;/ ~oH Potencjat: 1000—10 000
|
S ~ ‘:;:}\\ g

“cl
Rys. 4. Klasyfikacja bisfosfonianéw na generacje oraz wartosci potencjatu antyresorpcyjnego
dla wybranych przedstawicieli kazdej z klas w odniesieniu do etidronianu??
1.2 Aktywnos¢ antyresorpcyjna bisfosfonianow

1.2.1 Mechanizm dzialania

Dzialanie antyresorpcyjne wszystkich BPs, niezaleznie od klasy, wynika ze
zdolnosci tych zwigzkéw do selektywnego wigzania sie z powierzchnia kosci,
szczegOlnie w miejscach jej aktywnej przebudowy, oraz hamowania aktywnosci
osteoklastow, czyli komorek kosciogubnych, odpowiedzialnych za przeprowadzanie
procesu resorpcji kosci. R6znice w budowie strukturalnej poszczegélnych analogow
maja natomiast wplyw na mechanizm ich dzialania wewnatrzkomoérkowego
(Rys. 5).7

Bisfosfoniany niezawierajace azotu, przez swoje podobienstwo strukturalne do
pirofosforanéw, po wniknieciu do komoérki sa wiaczane do nowo powstajacych
czasteczek adenozyno-5'-trifosforanu, tworzac niefunkcjonalne analogi ATP, ktérych

wewnatrzkomoérkowa akumulacja skutkuje uposledzeniem funkcji osteoklastow.23-2>
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Uniemozliwienie = przeprowadzenia  procesow  komoérkowych  prowadzi
w konsekwencji do apoptozy komorek kosciogubnych, a wiec i do zahamowania

zaleznego od nich procesu resorpcji kosci (Rys. 5).242>

Mechanizm dzialania azotowych bisfosfonianéw jest odmienny i polega na
hamowaniu przemian szlaku mewalonowego, ktéry odgrywa istotna role w produkgcji
cholesterolu i innych steroli, a takze lipidéw izoprenoidowych. N-BPs dziataja jako
inhibitory kilku enzymoéw tego szlaku,? ale ich gtéwnym celem molekularnym jest
syntaza pirofosforanu farnezylu (FPPS), ktoéra katalizuje reakcje przeksztalcenia
pirofosforanu izopentenylu (IPP) do pirofosforanu geranylu (GPP) oraz jego
nastepcza transformacje w pirofosforan farnezylu (FPP). Pirofosforan farnezylu
stanowi substrat w syntezie wielu zwigzkéw istotnych dla prawidlowego
funkcjonowania komorki m.in. dolichinonu, ubichinonu czy cholesterolu. Wspélnie
z pirofosforanem geranylo-geranylu (GGPP) zwiazki te biora réwniez udziat
w potranslacyjnej modyfikacji (prenylacji) matych GTP-az (bialek G), takich jak m.in.
Ras, Rho, Rac czy Rab, ktére stanowia wazne przekazniki sygnalizacji
wewnatrzkomoérkowej. Na drodze zatrzymywania tych proceséw dochodzi do
zaburzenia podstawowego funkcjonowania osteoklastéw, a w konsekwencji réwniez

do ich apoptozy (Rys. 5).7.27:28

@ Wiazanie BPs na powierzchni kosci

@ Wechtanianie BPs przez osteoklasty
podczas resorpcji kosci

® @ Indukcja apoptozy osteoklastow

L

Bisfosfoniany azotowe

Prenylowane biatka, kluczowe dla

Nieprawidiowy analog ATP prawidiowej pracy osteoklastow

|
I
NH; | Kwas mewalonowy
N 1
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ﬁ 1 ;‘:' o NN | Difosforan izopentenylu (IPP)
90741074 07H0 | Q 1{ Syntaza FPP
S He o | Difosf lu (GPP)
I ifosforan geranylu
ATP
NH2 i * Syntaza FPP
\N |
4
o .0 O <N I /) | Cholesterol 4=== Difosforan farnezylu === Difosforan geranylo-
R o N ! (FPP) geranylu (GGPP)
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Nieazotowe BPs uniemozliwiajgq przebieg procesow
komoérkowych zaleznych od ATP I
Rysunek wykonano przy wykorzystaniu Servier Medical Art: smart.servier.com

Azotowe BPs hamuja aktywnos¢ FPPS w szlaku mewalonowym

Rys. 5. Mechanizm dziatania azotowych oraz nieazotowych bisfosfonianéw
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1.2.2 Zastosowania kliniczne

Dzieki silnemu powinowactwu do tkanki kostnej oraz wtasciwosciom
antyresorpcyjnym, bisfosfoniany w naturalny sposéb znalazly zastosowanie przede
wszystkim w profilaktyce i leczeniu choréb ukladu kostnego, zwigzanych
z zaburzong réwnowaga miedzy procesami tworzenia i niszczenia kosci, m.in.
osteoporozy, choroby Pageta czy wrodzonej lamliwosci kosci. Leki te sa réwniez
skutecznie wykorzystywane w terapii hiperkalcemii réznego pochodzenia,

objawiajacej sie podwyzszonym poziomem wapnia we krwi.?

Od ponad dwéch dekad bisfosfoniany wykorzystywane sa takze w onkologii,
pelniac funkcje lekéw wspomagajacych. Uklad kostny nalezy do jednego
znajczestszych miejsc lokalizacji przerzutow nowotworéw zlosliwych, ktore
wystepuja u ponad 60% pacjentow z zaawansowanym rakiem piersi, prostaty
itarczycy.?? Terapia chorych z przerzutami do kosci obejmuje zazwyczaj
ogodlnoustrojowe leczenie nowotworu (np. chemioterapie lub hormonoterapie), ktére
jest dodatkowo czesto wspomagane terapig z udzialem bisfosfonianéw, najczeéciej
zoledronianu, pamidronianu lub klodronianu. Jej gléwnym celem jest fagodzenie
objawow choroby oraz ograniczenie ryzyka wystapienia tzw. zdarzenn kostnych
(SRE, ang. skeletal-related events), do ktérych zalicza sie m.in. patologiczne zlamania
czy ucisk rdzenia kregowego.3® Bisfosfoniany skutecznie obnizaja poziom wapnia we
krwi u pacjentow z hiperkalcemia nowotworowa, hamuja postepujaca resorpcje
tkanki kostnej oraz fagodza dolegliwosci bdlowe zwigzane ze zmianami
przerzutowymi.?>3 BPs sa réwniez powszechnie stosowane u pacjentéw cierpiacych
na szpiczaka mnogiego (MM), czyli zlosliwy nowotwoér uktadu krwiotwoérczego,
ktéry prowadzi do patologicznej proliferacji komoérek plazmatycznych w szpiku
kostnym.”31 W wyniku rozwoju choroby dochodzi do nadmiernej aktywnosci
osteoklastow  (stymulowanej przez cytokiny wydzielane przez komorki
nowotworowe), co skutkuje nasilonym procesem resorpcji kosci i hamowaniem ich
odbudowy. Powikliania kostne, takie jak osteoliza i patologiczne ztamania wystepuja
u ponad 80% pacjentéw z MM.3! Terapia szpiczaka mnogiego z zastosowaniem BPs
nie tylko zmniejsza czesto$¢ wystepowania SRE oraz fagodzi bél kostny, ale rowniez
hamuje uwalnianie czynnikéw wzrostu z macierzy kostnej, co moze posrednio

wplynac¢ na spowolnienie rozwoju nowotworu.3132

Po wprowadzeniu BPs do terapii wspomagajacej nowotworéw, w niektérych
badaniach klinicznych zaczeto obserwowaé¢ dodatkowe korzysci z ich stosowania,
m.in. zahamowanie progresji nowotworu, redukcje czestosci przerzutéw do kosci

oraz poprawe przezywalnosci pacjentow.3-3 Poczatkowo efekty te przypisywano
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przede wszystkim ich dzialaniu antyresorpcyjnemu - zakladano bowiem,
ze aktywnoé¢ BPs ogranicza sie jedynie do hamowania funkcji osteoklastow.3®
Wkroétce potem, w literaturze naukowej zaczety pojawiac sie doniesienia wskazujace,
ze zwiazki te oddzialuja takze na komoérki nowotworowe, a ich skutecznosé
w hamowaniu progresji niektérych nowotworéw moze wynikac z ich potencjalnych

wlasciwosci przeciwnowotworowych.®
1.3 Aktywnosé przeciwnowotworowa bisfosfonianow

Przeciwnowotworowa aktywnos¢ bisfosfonianéw jest procesem zlozonym,
a zgromadzone dane przedkliniczne wskazuja, ze zwiazki te wywieraja szereg
bezposrednich i posrednich dzialan przeciwnowotworowych, ktére wplywaja

zaréwno na komoérki nowotworowe, jak i otaczajace je mikrosrodowisko.®

W badaniach in vitro wykazano, ze BPs moga hamowa¢ namnazanie sie
komoérek nowotworowych oraz indukowaé ich apoptoze. Efekty te obserwowano
w licznych liniach komérkowych m.in. raka piersi, 03¢ raka prostaty,'o% raka
pluca, 3 szpiczaka mnogiego,'®®  bialaczkil® oraz nowotworéw  kosci:
kostniakomiesaka,'74? miesaka Ewinga%04!l czy chrzestniakomiesaka.?%4> Ponadto
zwiazki te ograniczaja zdolno$¢ komorek nowotworowych do adhezji, migracji
iinwazji, 103743 co ma istotne znaczenie w kontekscie rozwoju przerzutéw. Poza
wplywem na komoérki nowotworowe, bisfosfoniany wywieraja wyptyw réwniez na
ich otoczenie oraz mikrosrodowisko kosci. Poprzez hamowanie aktywnosci
osteoklastow, BPs ograniczaja proces resorpcji i uwalnianie z macierzy kostnej
czynnikow wzrostu, takich jak TGF-p czy IGF-1, ktére moga stymulowaé rozwdj
komoérek nowotworowych.* Ponadto, hamuja angiogeneze, czyli proces tworzenia
nowych naczyn krwionoénych w obrebie nowotworu, co utrudnia jego rozwoj
i zdolnos¢ do rozprzestrzeniania sie. BPs wykazuja takze zdolnos¢ do stymulowania
odpowiedzi immunologicznej, m.in. poprzez aktywacje limfocytéw T yO, oraz
modulowanie aktywnoscia makrofagéw zwigzanych z guzem (TAMs).161743
Przeciwnowotworowe dzialanie BPs (zwtlaszcza azotowych BPs) zostalo réwniez
potwierdzone w badaniach in vivo na modelach zwierzecych, w ktérych obserwowano
zarowno zahamowanie wzrostu pierwotnych nowotworéw, jak i hamowanie
przerzutéw do kosci czy ptuc.161743 Wybrane efekty dzialania BPs obserwowane

w badaniach przedklinicznych zebrano w tabeli 1.
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Tabela 1. Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa BPs w wybranych badaniach przedklinicznych

BPs z potwierdzona .
Efekt . Rodzaj nowotworu
aktywnoScia
Efekt na komorki nowotworowe
) ALN, CLO, IBN, Rak piersi, Rak prostaty, Rak trzustki,
Hamowanie . . . .
) B INC, MIN, PAM, Czerniak, Kostniakomiesak, Miesak
proliferacji1617,:3640,4345,46
ZOL Ewinga, Chrzestniakomiesak
. ALN, CLO, IBN. Rak piersi, I.Qak pr'osjcaty, Rak pluca,
Indukcja Rak trzustki, Rak jelita grubego,
INC, MIN, PAM, i o .
apoptozy17,36,40,43,45,46 ZOL Szpiczak mnogi, Biataczka, Czerniak,
Kostniakomigsak, Chrzestniakomiesak
i Rak piersi, Rak prostaty, Miesak
Hamowanie CLO, IBN, MIN, RIS, . ) )
] B Ewinga Kostniakomiesak,
inwazji17,3640434547 7ZOL
Chrzestniakomigsak
) . ALN, CLO, IBN, Rak piersi, Rak prostaty,
Hamowanie adhez;jil7.3643 ] ]
OLP, PAM, RIS, ZOL | Kostniakomigsak
. . ALN, CLO, IBN, RIS, L
Hamowanie migracji3¢43 Rak piersi, Rak prostaty
ZOL
Whtyw na mikrosrodowisko
Hamowanie ALN, CLO, IBN, Rak piersi, Rak szyjki macicy, Szpiczak
angiogenezy1617,3643 MIN PAM, RIS, ZOL | mnogi, Kostniakomiesak
Rak piersi, Rak prostaty, Szpiczak
Efekty ALN, IBN, PAM, RIS,

immunomodulujgce6:17:43,45

ZOL

mnogi, Miesak Ewinga,

Kostniakomiesak, Chrzestniakomiesak

Efekt w badaniach in vivo

Hamowanie wzrostu

Rak piersi, Rak szyjki macicy, Rak
pluca, Czerniak, Rak pecherza, Rak

] IBN, MIN, PAM, RIS, . .
pierwotnych nowotworéw 70L watrobokomérkowy, Szpiczak mnogi,
in vivo16174043 Miedzybloniak, Miesak Ewinga,

Kostniakomiesak
Hamowanie przerzutéw do CLO, IBN, MIN, Rak piersi, Drobnokomérkowy rak
kosci in vivol6.35.36 PAM, RIS, ZOL pluca, Rak pecherza
Hamowanie przerzutéw do . . . .
ZOL Miesak Ewinga, Kostniakomiesak

pluc in vivo1617.47

ALN - alendronian; CLO - klodronian; IBN - ibandronian; INC - inkadronian; MIN -
minodronian; PAM - pamidronian; RIS - rizedronian; ZOL - zoledronian
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Omawiane powyzej efekty przeciwnowotworowe bisfosfonianéw powigzane
sa, analogicznie jak ich dzialanie antyresorpcyjne, ze zdolnoscia tych zwiazkéw do
hamowania szlakéw sygnalowych zaleznych od syntazy pirofosforanu farnezylu
(FPPS). Prowadzi to do zaburzenia procesu prenylacji matych biatek G, takich jak Ras,
Rac czy Rho, ktére odgrywaja kluczowa role w regulacji funkcji komorek
nowotworowych, w tym proliferacji, inwazji oraz adhezji*¥® W badaniach
przedklinicznych zaobserwowano m.in. akumulacje pirofosforanu izopentenylu
(IPP), powstawanie cytotoksycznych analogéw ATP,* obecnos¢ nieprenylowanych
form biatek GTP-az,**% a takze hamowanie ich translokacji do btony komoérkowej.1
Ponadto odnotowano zahamowanie aktywnosci szlakéw sygnalizacyjnych oraz
proceséw zaleznych od prenylowanych biatek, takich jak ekspresja biatka CD44,
transkrypcja genu CYR61 czy aktywacja kinazy ERK1/2.50 Niektére badania
wykazaly, ze przeciwnowotworowe dziatanie bisfosfonianéw moze by¢ ostabione lub
nawet zniesione po podaniu metabolitow szlaku mewalonowego, takich jak
geranylgeraniol.51-% W innych pracach sugerowano jednak, ze zdolnos¢ tych
zwiazkéw do przywracania funkcji komérkowych zahamowanych przez BPs byla
jedynie czeSciowa.*® Obserwacje te wskazuja, ze przeciwnowotworowe dzialanie
bisfosfonianéw moze mie¢ charakter wielotorowy i obejmowa¢ mechanizmy

wykraczajace poza klasyczne oddzialywanie na szlak mewalonowy.

Pomimo licznych badan potwierdzajacych przeciwnowotworowe wtasciwosci
bisfosfonianéw, ich skuteczno$é wobec hamowania wzrostu pierwotnych guzéw oraz
przerzutéw do tkanek miekkich pozostaje kwestia sporng. Obiecujace wyniki badan
in vivo odnotowywano w przypadku nowotworéw kosci, gdzie selektywna
akumulacja bisfosfonianéw w tkance kostnej sprzyjala osiagnieciu przez nie stezenia
terapeutycznego.”74 W przypadku innych nowotworéw szybka akumulacja BPs
w kosciach jest raczej zjawiskiem niepozadanym, poniewaz prowadzi do krétkiego
okresu péttrwania w osoczu, co utrudnia uzyskanie odpowiedniego stezenia leku
w poblizu nowotworu. Ponadto, w badaniach przedklinicznych, w ktérych
obserwowano widoczny efekt terapeutyczny, bisfosfoniany byly stosowane
w wysokich stezeniach.'” Niestety, zwiekszenie dawki BPs moze wigzaé¢ sie
z podwyzszonym ryzykiem wystgpienia powaznych dziatan niepozadanych,
w szczegOlnosci martwicy kosci szczeki lub zaburzei czynnosci nerek. Z tych
powodoéw bisfosfoniany nie sa zalecane do samodzielnego stosowania w terapiach
nowotworéw. Badania majace na celu zwiekszenie zakresu ich zastosowania
w onkologii wcigz jednak trwaja, a jedna z najbardziej obiecujacych strategii
terapeutycznych jest wykorzystanie ich w terapiach skojarzonych ze znanymi

cytostatykami.
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1.3.1 Addytywne i/lub synergistyczne interakcje bisfosfonianéw ze znanymi
cytostatykami

Terapie skojarzone, polegajace na jednoczesnym stosowaniu dwoéch lub wiecej
lekéw dziatajacych poprzez rézne mechanizmy molekularne i komérkowe, stanowia
skuteczna strategie terapeutyczng w leczeniu wielu choréb, w tym nowotworéw.
Dzieki wielokierunkowemu mechanizmowi dzialania terapie skojarzone pozwalaja
na osiggniecie wyzszej skutecznoéci leczenia oraz ograniczenie ryzyka rozwoju
opornosci na poszczegdlne skladniki terapii. Dodatkowo, obecnos¢ potencjalnych
efektéw synergistycznych lub addytywnych miedzy stosowanymi lekami umozliwia
obnizenie ich dawek, co przektada si¢ na zmniejszenie toksycznosci i poprawe profilu
bezpieczeistwa terapii. Efekt synergistyczny oznacza, ze dzialanie lekéw
w polaczeniu przewyzsza sume ich indywidualnych efektéw, natomiast efekt

addytywny odpowiada ich zsumowanemu dziataniu.

Istnieje szereg badan in vitro potwierdzajacych synergistyczne i/lub
addytywne interakcje miedzy azotowymi bisfosfonianami (gléwnie zoledronianem)
aréznymi chemioterapeutykami.®3% Przyktadowo, zoledronian w polaczeniu
z takimi $rodkami jak doksorubicyna, gemcytabina czy paklitaksel synergistycznie
indukowal apoptoze w liniach komérkowych raka piersi,%-5 prostaty,>5” ptuca®8
czy zoladka,® natomiast w polaczeniu z cisplatyna hamowat wzrost komoérek
kostniakomiesaka.®® Udokumentowano takze jego wspoétdziatanie z cytostatykami na
komérki innych nowotworéw, takich jak biataczka,®® miedzybloniak®? czy szpiczak
mnogi.®® Korzystny efekt terapii kombinowanych z udzialem BPs odnotowywano
takze w badaniach in vivo. Heymann i wsp. wykazali, ze polaczenie kwasu
zoledronowego z ifosfamidem niemal catkowicie zahamowalo wzrost guza
w szczurzym modelu kostniakomiesaka.® Hiraga i wsp. zaobserwowali, ze
skojarzenie zoledronianu z tegafur-uracylem (UFT) znaczaco ograniczalo liczbe
przerzutéw do kosci w poréwnaniu z monoterapia UFT w mysim modelu raka
piersi.® Z kolei Zhou i wsp., poréwnujac efektywnosé monoterapii zoledronianem
i paklitakselem z leczeniem skojarzonym w modelu miesaka Ewinga, wskazali na
wyrazng przewage terapii faczonej.#! W literaturze opisanych zostato znacznie wiecej
badan nad interakcjg BPs ze znanymi chemioterapeutykami;'®43 wybrane przyklady

zebrano w tabeli 2.
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Tabela 2. Terapie kombinowane BPs z innymi cytostatykami

Rodzaj nowotworu
.. . Uzyskane )
BP | Cytostatyk | (linia komérkowa/ Efekt . ) Lit
: dziatanie
model zwierzecy)
In vitro
DOX, PTX, . , H i t .
ZOL Gem Kostniakomigsak (MOS) koarrr?;vevlj frie wzrost Synergistyczne [65]
H i t
ZOL | Cis-Pt Kostniakomiesak (U-2 OS) am,owarue WATosH Synergistyczne [60]
komorek
. Hamowanie adhezji i
IBN | DOC, PTX | Rak piersi (MDA-MB-231) ] . Addytywne [66]
inwazji
ZOL | 5-FU Rak piersi (4T1/luc) Indukcja apoptozy Addytywne [56]
Rak piersi (MCF7,
ZOL | Gem, Fl SK-BR-3, BT474) Indukdj t S ist [57]
em, Flv Rak prostaty (PC 3, LnCaP) ndukgja apoptozy ynergistyczne
Rak ptuca (H460)
Rak piersi (MCF7, MDA-
ZOL | DOX, MB-436) Indukcja apoptozy Synergistyczne* | [55]
Rak prostaty (PC3)
Indukgj tozy,
SIM, Szpiczak mnogi (NCI- Pn A a.p.op .ozy
rzezwyciezeni
ZOL | SIM+BTZ H929) cawyce (?/ e. ¢ o Synergistyczne [63]
lekoopornosci zaleznej od
adhezji komoérek
In vivo
PTX, Eto, Mysi model Hamowanie wzrostu
ZOL | Cis-Pt, drobnokomoérkowego raka | komérek nowotworowych Synergistyczne [58]
CPT-11 pluca (SBC-3) w modelu mysim
7 e . tosei
Mysi model raka pluca fnte) sz/eme CZ@S,O_SG )
ZOL | PTX (SPC-A1) przerzutéw do kosci, Synergistyczne [67]
Wydluzenie przezycia
ZOL | DOX Mysi model raka piersi Hamowanie wzrostu guza Synergistyczne* | [68]
wz z Z
(MDA-GS8) 8 YRETgIsty
Mysi model raka piersi
ystmode 'ra 2 p{e?m “ Zmniejszenie liczby
ZOL | UFT przerzutami do kosci ) . -- [56]
przerzutéw do kosci
(4T1/luc)
. Mysi model Hamowanie wzrostu guza,
ZOL | Cis-Pt - 69
' kostniakomiesaka (143B) Hamowanie osteolizy [69]
Hamowanie wzrostu guza,
Hamowanie nawrotu
. Szczurzy model
ZOL | Ifosfamid . . nowotworu, - [64]
kostniakomiesaka . . .
Zintensyfikowanie naprawy
tkanek i regeneracji kosci
Mysi model miesaka . .
ZOL | PTX Hamowanie wzrostu guza Synergistyczne [41]

Ewinga (TC71)

BTZ - bortezomib, Cis-Pt - cisplatyna, CPT-11 - irynotekan, DOC - docetaksel, DOX -
Doksorubicyna, Eto - Etopozyd, Flv - fluwastatyna, Gem - Gemcytabina, PTX - Paklitaksel, SIM -
simwastatyna, UFT - tegafur-uracyl, ZOL - Zoledronian, -- dzialanie niezdefiniowane, ale efekt

lepszy niz w przypadku kazdego srodka osobno; * - efekt zalezny od sekwencji podania
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1.3.2 Badania kliniczne

Niektére badania sugeruja, zZe stosowanie bisfosfonianéw w leczeniu
uzupelniajgcym nowotworéw (szczeg6lnie raka piersi, raka prostaty oraz szpiczaka
mnogiego) moze przyczynic sie do zahamowania progresji nowotworu, zmniejszenia
prawdopodobienistwa jego nawrotu, przeciwdziata¢ wystepowaniu przerzutéw do
kosci czy wydtuzy¢ czas przezycia pacjentow. Efekt wywierany przez bisfosfoniany
jest jednak w duzej mierze zalezny od stadium zaawansowania nowotworu, rodzaju
zastosowanego BPs, jego dawki, drogi podania oraz czestotliwosci stosowania.
Analiza danych opublikowana w Cochrane Review w 2017 r. dotyczaca wptywu terapii
z udzialem BPs na pacjentki z rakiem piersi wykazala, ze stosowanie zoledronianu (4
mg co 3-6 miesiecy przez 1-5 lat, dozylnie) lub klodronianu (1600 mg dziennie przez
2-3 lata, doustnie) poprawia przezywalnos¢ catkowita i zmniejsza ryzyko nawrotu
raka wylacznie u pacjentek z wczesnym rakiem piersi po menopauzie. U kobiet
z bardziej zaawansowang postacia choroby oraz z przerzutami do kosci nie
obserwowano takich korzysci, a BPs wplynely jedynie na poprawe jakosci zycia
pacjentek.”0 Zblizone spostrzezenia dotyczace korzystnego wpltywu bisfosfonianéw
na leczenie wczesnego raka piersi przedstawila grupa Early Breast Cancer Trialists’
Collaborative Group, opierajac sie na wynikach metaanalizy przeprowadzonej w 2015
roku.”t W przypadku pacjentéw z rakiem prostaty (PC) i szpiczakiem mnogim (MM)
wyniki badan sa mniej jednoznaczne. Mimo ze niektére randomizowane badania
sugerowaly korzystny wptyw bisfosfonianéw na wydluzenie catkowitego przezycia
lub czasu wolnego od progresji choroby u pacjentéw z rakiem prostaty (PC) lub
szpiczakiem mnogim (MM), metaanalizy opublikowane w Cochrane Reviews w 2017
roku,”? oraz The Lancet w 2016 roku”? nie potwierdzily jednoznacznie takiego dzialania

terapeutycznego.
1.4 Struktura i aktywnos¢ biologiczna a-aminobisfosfonianéw

Wazna grupe bisfosfonianéw stanowia 1-amino-1,1-bisfosfoniany, inaczej
a-aminobisfosfoniany (ABPs), charakteryzujace si¢ obecnoscia grupy aminowej przy
centralnym atomie wegla Cq. Oprocz tego, ze s one syntetycznymi odpowiednikami
pirofosforanéw, zwiazki te mozna uznaé takze za strukturalne analogi kwaséw
a-aminofosfonowych (APs) sfunkcjonalizowane dodatkowa grupa fosfonowa
wpozycji a (Rys. 6). APs, ze wzgledu na podobiefistwo do naturalnych
a-aminokwaséw, wykazuja szerokie spektrum aktywnosci biologicznej, w tym
dziatlanie przeciwwirusowe, przeciwbakteryjne, przeciwzapalne i przeciw-
nowotworowe, a takze dzialaja jako herbicydy i regulatory wzrostu roslin.”*

a-Aminobisfosfoniany wykazuja réwnie zréznicowane dziatanie biologiczne, ktére
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podobnie jak w przypadku APs - wynika najczesciej ze zdolnosci tych zwigzkéw do

hamowania aktywnosci enzymoéw.

H2N R H2N R H2N R
><H/OH HXP/OH HO\PXP/OH
H i OH HO 1 1 OH
0] 0] O O
o-aminokwas kwas a-aminofosfonowy kwas o-aminobisfosfonowy

Rys. 6. Poréwnanie struktur a-aminokwasu, kwasu a-aminofosfonowego i kwasu
a-aminobisfosfonowego

Najbardziej znanym i jedynym skomercjalizowanym przedstawicielem tej
klasy zwiazkéw jest inkadronian, stosowany w leczeniu osteoporozy oraz
hiperkalcemii w nowotworach zto$liwych, zatwierdzony przez Japoniska Agencje ds.
Wyrobéw Farmaceutycznych i Medycznych w 1997 r. i dystrybuowany pod nazwa
Bisphonal. Chociaz struktura inkadronianu (Rys. 7) r6zni sie od struktury typowych
BPs III generacji, takich jak zoledronian czy rizedronian, z uwagi na jego wysoka
skutecznoé¢ w hamowaniu resorpcji kosci oraz podobny mechanizm dziatania,
uznawany jest za bisfosfonian najnowszej generacji. Zwiazek ten, poza hamowaniem
syntazy pirofosforanu farnezylu, wykazuje rowniez dziatanie hamujace wobec innego
enzymu tego szlaku - syntazy skwalenu - znacznie silniejsze niz w przypadku innych
bisfosfonianéw, takich jak pamidronian czy alendronian (ICso =64 nM dla INC,
IC50>10 pM dla PAM i ALN).2

Poza aktywnoscia antyresorpcyjng, w badaniach przedklinicznych
niejednokrotnie wykazywano takze przeciwnowotworowe dzialanie a-amino-
bisfosfonianéw, m.in zdolnoé¢ do indukcji apoptozy i/lub hamowania proliferacji,
migracji czy adhezji komérek nowotworowych w liniach: kostniakomiesaka (MG-63,
Saos-2),40 chrzestniakomiesaka (SW1353, OUMS27),40 miesaka Ewinga (RD-ES,
SK-ES-1),40 raka trzustki (SUIT-2, AsPC-1, BxPC-3)” i raka prostaty (PC-3)7¢ przez
inkadronian, czy zdolno$¢ do hamowania proliferacji makrofagéw RAW 264.7,
komorek raka prostaty (PC-3) i raka piersi (MCF-7) przez bis- oraz tetrafosfonowe
pochodne 1,3- i 1,4-diamin, piperazyny, 1,2-diaminobenzenu, cykloheksano-1,2-
diaminy i cykloheks-4-eno-1,2-diaminy.”” Niektore z tych analogéw, jak np. zwiazki
I-IV (Rys. 7) charakteryzowaly sie wyzsza aktywnoscia przeciwnowotworowa od

inkadronianu, zoledronianu czy cisplatyny.””
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Rys. 7. Struktury analogéw a-aminobisfosfonianéw o dziataniu przeciwnowotworowym

a-Aminobisfosfoniany byly badane réwniez pod katem ich aktywnosci
przeciwbakteryjnej. W badaniach in vitro wykazywano, ze zwiazki te maja zdolnosé
do hamowania enzymoéw istotnych dla metabolizmu bakterii, takich jak syntetaza
glutaminy (GS) z M. tuberculosis,”® czy reduktaza pirolino-5-karboksylanu (P5C)
z S. pyogenes (Rys. 8, analogi V i VI).12 Ponadto, zaobserwowano ich zdolnoé¢ do
bezposredniego ograniczania wzrostu szczepéw S. pyogenes,'? K. pnenamoniae,®1°

B. subtilis,”10 E. coli,’? S. aureus®™0 oraz P. aeruginosa’® (Rys. 8, analogi VII-X).
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Aktywnosé przeciw K. pnenamoniae, Aktywnosc¢ przeciw K. pnenamoniae,
B. subtilis, E. coli oraz S. aureus P. aeruginosa, B. subtilis oraz S. aureus

Rys. 8. Struktury analogéw a-aminobisfosfonianéw o dziataniu przeciwbakteryjnym

W badaniach in vitro wykazywano réwniez dziatanie a-aminobisfosfonianéw
na enzymy wirusowe, np. integraze HIV-14 oraz odwrotna transkryptaze HIV-1
(RT).13 Lacbay i wsp. opracowali serie 25 analogéw ABPs, z ktérych kilka wykazywato
aktywnos¢ w hamowaniu odwrotnej transkryptazy HIV-1 poréwnywalna do
foskarnetu (Rys. 9, analog XI).13 Z kolei Agapkina i wsp. zsyntetyzowali 17 pochodnych
bisfosfonowych, sposréd ktérych wybrane zwigzki efektywnie blokowaly aktywnos¢
integrazy HIV-1 na etapach znanych w literaturze jako

"3’-processing" i "strand transfer". Analiza zaleznosci struktura-aktywnos¢ ujawnita,
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ze za aktywnos¢ tych zwigzkow odpowiadaja m.in. szkielet P-C-P oraz obecnos¢
grupy p-dichlorobenzylowej w lancuchu bocznych. Najwyzsza aktywnosé
biologiczng wykazywala pochodna XII (Rys. 9), zawierajaca grupe aminowq przy
centralnym atomie wegla. Autorzy sugerowali, ze obecnos¢ tej grupy wplywa na
sposOb wiazania zwiazku z integraza HIV-1 poprzez umozliwienie tworzenia
kompleksu koordynacyjnego z jonami Mg?*, ktérego nie obserwowano w przypadku

pozostatych pochodnych (w tym pochodnych a-hydroksybisfosfonowych).14

Q
P(OH),
o A
0 Y HN™ "P(OH), HoN P(OH
HO P(OH), <y, O
hig 7 N P(OH)2
° Ss7ONT N/)
XI X
Foskarnet Inhibitor odwrotnej transkryptazy HIV-1 Inhibitor integrazy HIV-1

Rys. 9. Struktury analogéw a-aminobisfosfonianéw o dziataniu przeciwwirusowym

a-Aminobisfosfoniany wykazuja réwniez aktywnos¢ przeciwpasozytnicza,
czego przykladem moze by¢ ich dzialanie przeciwko pierwotniakom: E. histolytica,
wywolujacego pelzakowice czy P. falciparum, powodujacego malarie. Ghosh i wsp.
ocenili dziatanie 102 bisfosfonianéw (w tym 60 ABPs) i wykazali, Ze najwyzsza
skutecznos¢ wobec E. histolytica posiadaly zwigzki zawierajace atom azotu oraz
rozbudowane grupy aromatyczne w taficuchach bocznych, natomiast w przypadku
P. falciparum najbardziej aktywne okazaly sie 1-hydroksy-1,1-alkilidenobisfosfoniany.
Wybrane zwiazki o najkorzystniejszym wskazniku terapeutycznym (TI) poddano
badaniom in vivo, w ktérych potwierdzono zdolno$¢ dwoéch analogéw, w tym XIII
(Rys. 10), do opdzniania rozwoju amebowego ropnia watroby w modelu chomika
zakazonego E. histolytica.” W innych badaniach wykazywano takze dzialanie BPs,
w tym pochodnej XIV i jej estrowego analogu XV, przeciwko $widrowcom T. brucei

i/lub T. cruzi czy L. donovani.®’

O i ! !
Il
P(OH), ;T POH) Xr7 P(OEY,

| Py | Py
e e
O H)\IFI,(OH)Z N ” P(OH), N ” I|13(0Et)2

) o)
Xl O XIv XV
Inhibitor wzrostu E. histolytica Inhibitor wzrostu T. brucei Inhibitor wzrostu T. brucei
oraz T. cruzi oraz L. donovani

Rys. 10. Struktury analogéw a-aminobisfosfonianéw o dziataniu przeciwpasozytniczym
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1.5 Strategie redukcji powinowactwa bisfosfonianéw do tkanki kostnej

Pomimo réznokierunkowej aktywnosci biologicznej kwaséw bisfosfonowych,
w tym a-aminobisfosfonowych, ich wysokie powinowactwo do HA i szybki wychwyt
w tkance kostnej ograniczaja mozliwos¢ wykorzystania ich biologicznych wtasciwosci
w leczeniu choréb pozaszkieletowych. Zdolnos¢ wigzania sie tych zwigzkow z tkanka
kostna jest jednak zalezna od ich struktury i moze by¢ zredukowana w wyniku
estryfikacji grup fosfonowych tworzacych mostek P-C-P lub zastapienia jednej lub
obydwu tych grup innymi grupami fosforowymi, o stabszych wtasciwosciach

chelatujacych, (np. grupa fosfinowq lub fosfinoilowy).

~Maskowanie” grup fosfonowych w wyniku estryfikacji moze by¢ catkowite
lub czesSciowe, w zaleznosci od stopnia estryfikacji,®® oraz trwate lub przejsciowe,
w zaleznosci od metabolicznej stabilnosci powstatego estru.8! Estry BPs mozna
podzieli¢ na proleki, czyli pochodne ulegajace hydrolizie in vivo do ich aktywnych
form oraz hydrolitycznie stabilne zwiazki, ktére sa aktywne w formie estru (jak np.
opisane w rozdziale 1.4 pochodne IX, X czy XV). Za stabilne in vivo uwazane sg estry
alkilowe bisfosfonianéw, natomiast za tatwo ulegajace hydrolizie - estry arylowe,328
acetalowe,?* acyloksymetylowe®-%” oraz alkoksykarbonylometylowe® (Rys. 11).
Estryfikacja grup fosfonowych BPs, poza wplywem na powinowactwo do HA tych
zwigzkoéw, wplywa réwniez na zwiekszenie ich lipofilowosci, co moze przektadac sie
na poprawe ich biodostepnosci. Wedtug niektérych doniesieri, estry bisfosfonianéow

wykazuja czesto wyzsza aktywnos¢ biologiczna niz ich odpowiedniki kwasowe.8285
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Rys. 11. Struktury estréw BPs stabilnych hydrolitycznie i ulegajacych hydrolizie in vivo

Druga strategia, polegajaca na modyfikacji ukladu P-C-P bisfosfonianow,
réwniez prowadzi do zwigkszenia lipofilowosci oraz ostabienia lub catkowitej
redukcji powinowactwa tych pochodnych do HA, a efekt ten zalezy od wlasciwosci
wprowadzanych grup fosforowych. Na przyktad, Ebetino i wsp. wykazali, ze
fosfonowo-fosfinowe pochodne a-aminobisfosforowe XVI wykazuja ponad
20-krotnie nizsza zdolno$¢ do hamowania wzrostu krysztaléw hydroksyapatytu
in vitro w poréwnaniu do ich a-aminobisfosfonowego odpowiednika XIV, a pochodne
bisfosfinowe XVII sa w tym zakresie catkowicie nieaktywne (Rys. 12, Tabela 3).88
Stabsze powinowactwo do HA tego typu pochodnych potwierdzili réwniez Lecouvery
i wsp., ktérzy zajmowali si¢ synteza oraz badaniem wtasciwosci fosfonowo-H-
fostinowych oraz bis-H-fosfinowych analogéw alendronianu i neridronianu
(Rys. 13, analogi XVIII-XXI).8
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9 R' § OH R' 0
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Rys. 12. Struktury fosfonowo-fosfinowych oraz bisfosfinowych pochodnych a-amino-
bisfosforowych badanych przez Ebetino i wsp®

Tabela 3. Hamowanie wzrostu krysztaléw HA przez pochodne a-aminobisfosforowe XIV,
XVIiXVII®

Zwiazek TPTX (LED)P
Nr ?{1 | R2 HA-CGI: mg(/kg )

X1v - - 1.3 0.001
XVIa Me Me 27.5 1.0
XVIb Me Bu 26.9 -

XVIc H Me 30.5 -
XVIIa Me Me brak aktywnosci -
XVIIb Me Bu brak aktywnosci -
XVIIc H Me brak aktywnosci -
XVIId H Bu brak aktywnosci -

aHA-CGI - inhibicja wzrostu krysztaléw HA. Dane podane jako stezenie x10* M wymagane do
zahamowania tworzenia sie krysztaléw hydroksyapatytu w ciggu 50 minut w przesyconym
medium. Dane zostaly znormalizowane wzgledem etidronianu, dla ktérego wartosé¢ HA-CGI
wynosi 1.0.

PLED - (ang. lowest effective dose), najnizsza dawka skuteczna (mg/kg).

Istnieje uzasadniona watpliwos¢, czy zastgpienie grup fosfonowych
w strukturze BPs innymi grupami fosforowymi nie doprowadzi do obnizenia lub
calkowitej utraty aktywnosci biologicznej zwiazku. Niestety, doniesieri dotyczacych
wlasciwosci biologicznych tak zmodyfikowanych uktadéw bisfosforowych jest
w literaturze niewiele, a przeprowadzone do tej pory badania nie rozstrzygaja tej
kwestii jednoznacznie. Badania in vivo nad procesem hamowania mineralizacji kosci
przeprowadzone na modelu szczurzym TPTX (model resorpcji kosci stymulowane;j
parathormonem) z udzialem pochodnych XIV oraz XVIa wskazaly na nizsza
aktywnosé pochodnej fosfonowo-fosfinowej. W badaniach przeprowadzonych przez
zespOl  Lecouvery’ego  fosfonowo-H-fosfinowe oraz bis-H-fosfinowe analogi
alendronianu XVIII i XIX (Rys. 13) wykazywaty aktywnos¢ antyproliferacyjna wobec
komorek raka ptuca A549, jednak ich skuteczno$¢ byla nizsza niz w przypadku
alendronianu. Pochodna fosfonowo-H-fosfinowa XVIII wykazywata nieco wyzsza
aktywnosé wobec komorek linii A549 w poréwnaniu z pochodna bis-H-fosfinowa XIX
(ICs0=53£17 pM vs 84+4 pM). Odwrotna zaleznos¢ stwierdzono natomiast
w przypadku komorek raka piersi MDA-MB-231 - aktywno$¢ obserwowano jedynie

dla alendronianu oraz jego analogu bis-H-fosfinowego XIX, podczas gdy pochodna
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XVIII pozostawala nieaktywna. Co ciekawe, w serii analogéw neridronianu, to
pochodna fosfonowo-H-fosfinowa XX (Rys. 13) charakteryzowala sie najwyzsza
aktywnoscig antyproliferacyjng, wyzsza od neridronianu, osiagajac wartosci 1Cso
wynoszace odpowiednio 72 uM dla linii MDA-MB-231 oraz 26.6 uM dla linii A549.
Pochodna bis-H-fosfinowa XXI byta nieaktywna we wszystkich testowanych liniach

komoérkowych.8?

o o (OINC 0 _©o
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Neridronian o XX 0 XXI 0]

Rys. 13. Struktury fosfonowo-H-fosfinowych oraz bis-H-fosfinowych analogéw alendronianu
oraz neridronianu

2. Metody otrzymywania ukladéw 1-amino-1,1-bisfosforowych

Na przestrzeni ostatnich 50 lat opracowano wiele strategii syntezy pochodnych
1-amino-1,1-bisfosforowych. Zasadniczo mozna je podzieli¢ na metody jednoetapowe
(réwnoczesne), w ktérych oba wigzania Cq-P powstaja w jednym etapie, oraz metody

sekwencyjne, w ktérych tworzenie tych wiazan przebiega etapowo.

Zdecydowana wiekszoé¢ dostepnych doniesien literaturowych dotyczy metod
jednoetapowych, ktére w wiekszosci przypadkéw prowadza do otrzymania
symetrycznych pochodnych 1-amino-1,1-bisfosforowych. Cho¢ niektére z tych metod
moga réwniez umozliwia¢ synteze zwigzkoéw niesymetrycznych, gdy w reakcji
zostana uzyte r6zne nukleofile fosforowe, sa one rzadko wykorzystywane w praktyce,
glownie z powodu trudnosci w rozdzieleniu powstajacej mieszaniny produktéow
symetrycznych i niesymetrycznych. Alternatywe stanowia metody sekwencyjne,
oparte na stopniowym wprowadzaniu grup fosforowych do odpowiednich
prekursoréw. Cho¢ wymagaja one wiekszej liczby etapéw, umozliwiaja uzyskanie
produktéw w spos6éb bardziej selektywny, co czyni je szczegélnie przydatnymi

w syntezie uktadéw niesymetrycznych.

Ze wzgledu na zakres badawczy niniejszej pracy, w ponizszym rozdziale
omoéwione zostang wybrane metody syntezy zaré6wno symetrycznych pochodnych
1-amino-1,1-bisfosfonowych, jak i niesymetrycznych pochodnych fosfonowo-

fosfinowych oraz fosfonowo-fosfinoilowych.
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2.1 Wybrane metody syntezy symetrycznych pochodnych 1-amino-1,1-
bisfosfonowych

Pochodne a-aminobisfosfonowe mozna otrzymacé na drodze szeregu ré6znych
reakcji, m.in.: tréjskladnikowej kondensacji amin z ortomréwczanem trietylu
i fosforynem dietylu (Schemat 3, A), reakcji bisfosfonylowania amidéw, imin, nitryli
oraz izonitryli z wykorzystaniem kwasu fosforowego(Ill) lub fosforynéw dialkilu
badz trialkilu (Schemat 3, B-E), przegrupowania Beckmanna oksyméw (Schemat 3, F),
a takze innych, mniej typowych procedur.?°! Ze wzgledu na duza liczbe doniesieri
literaturowych dotyczacych metod syntezy tych zwiazkéw, w dalszej czesci pracy
omowione zostang najczesciej stosowane strategie oraz wybrane metody opracowane
w latach 2015-2025. Cze$¢ z nich stanowi udoskonalone wersje wczesniej znanych

procedur syntetycznych.

Q-

HP(O)(OR), HC(OEt),
OH lub HP(O)(OR);
N‘/ P(OR); H3PO4/PCly
POCl;  \ T (PhSO3H)
O)\O F | 0 / B Q—c=N

lub

- ~‘ ffffffffffffffff NN

(O)(OR) 1) Tf0, HC(OO)a Kwas Lewisa
lub 2) HP(O)(OR), C
P(OR);
E Q-—c=n
Schemat 3

2.1.1 Trojskltadnikowa kondensacja amin z ortomréwczanem trietylu i
fosforynem dietylu

Jedna z najstarszych i najwazniejszych metod syntezy a-aminobisfosfonianéw
oraz ich pochodnych jest tréjsktadnikowa kondensacja amin, ortomréwczanu trialkilu
i fosforynu dialkilu. Reakcja ta zostala po raz pierwszy opisana w literaturze
patentowej przez Suzukiego w 1979 roku,”? pézniej byla wielokrotnie rozszerzana
i modyfikowana. W klasycznym wariancie reakcje prowadzi sie¢ w podwyzszonej
temperaturze (powyzej 100°C) od kilku do kilkunastu godzin, a powstata mieszanine
produktéw poddaje sie hydrolizie, w wyniku czego otrzymuje sie¢ N-mono lub

N,N-dipodstawione kwasy 1-aminobisfosfonowe (Schemat 4).%0

o)
Il
R EtO o 1) A R'  P(OH),
'NH +  )—OEt + HP(OEt), ————=
R? EtO 2) H20 R?2  P(OH),
o)
Schemat 4
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Metoda ta byla z powodzeniem stosowana w syntezie szerokiej gamy
(kilkuset) zréznicowanych strukturalnie pochodnych 1-amino-1,1-bisfosfonowych,
o réznorodnej aktywnosci biologicznej.1279%09 W roli substratéw wykorzystywano
zaréwno pierwszo- jak i drugorzedowe aminy, w tym aminy alifatyczne, cykliczne
i aromatyczne oraz aminy pochodne zwigzkéw heteroaromatycznych.”91% Istnieja
takze warianty tej metody, w ktérych zamiast fosforynu dietylu (lub wraz z nim)
stosuje sie inne nukleofile fosforowe, m.in. metylo-H-fosfinian etylu,% fosforyn
trietylu® tlenek difenylofosfiny®* czy dietoksymetylo-H-fosfinian etylu.”> Reakcje
z tymi ostatnimi prowadza do otrzymania bistlenkéw fosfin oraz kwaséw bis-H-

fosfinowych.

Z uwagi na dosy¢ zlozony mechanizm omawianej reakcji, w niektérych
syntezach, oprécz oczekiwanych ABPs, obserwowano powstawanie niepozadanych
produktéw ubocznych (najczeéciej produktow N-alkilowania czy N-formylowania,
jak przedstawiono na schemacie 5).0% Przebieg tych reakcji oraz skltad mieszaniny
poreakcyjnej jest silnie uzalezniony od wlasciwosci zastosowanej aminy oraz

warunkéw prowadzenia syntezy.®

0 Q Q Q
i P(OEt), P(OEt), P(OEt),
HP(OEt), . . L
~""NH, HC(OEt) /\/\”)\P(OEt)z /\/\N)\P(OEt)2 N P(OEY),
I 1} O
07 H
Schemat 5

W literaturze opisano liczne modyfikacje klasycznej procedury, ktore
pozwalajg na prowadzenie reakcji w fagodniejszych warunkach, czy zwiekszenie ich
selektywnosci.® Obejmuja one m.in. reakcje bez uzycia rozpuszczalnika,
w érodowisku micelarnym,’ z udzialem Kkatalizatoréw (np. TiO,!0 czy eteréw

koronowych®’) oraz wspomagane promieniowaniem mikrofalowym.%

Przykladem takiej modyfikacji jest tréjskladnikowa reakcja kondensacji
aminokwaséw z ortomréwczanem trietylu oraz fosforynem dialkilu, katalizowana
przez niejonowy surfaktant Tween 20 (Schemat 6).° Zastosowanie tej modyfikacji
pozwolito na uzyskanie produktéw z wyzszymi wydajnosciami oraz w krétszym
czasie w poréwnaniu do analogicznej reakcji prowadzonej w mieszaninie etanolu
i wody bez uzycia surfaktanta (72-85% vs 54-77%, 2-3.5 godz. vs 6-8 godz.). Dwa
sposréd otrzymanych zwigzkéw, pochodne XXIla oraz XXIIg, wykazywaly

obiecujaca aktywnos¢ przeciwbakteryjng.
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Interesujaca modyfikacje zaproponowali w 2020 roku Shaik i wsp., ktérzy
opisali synteze dziesieciu pochodnych 1-amino-1,1-bisfosfonowych XXIII
w bezkatalitycznej reakcji kondensacji aromatycznych i heteroaromatycznych amin
z ortomréwczanem trietylu oraz fosforynem dietylu lub dimetylu (Schemat 7).
Reakcje prowadzono bez udziatu rozpuszczalnika, przy jednoczesnym zastosowaniu
promieniowania mikrofalowego. Oczekiwane zwigzki uzyskano juz po 10 minutach
reakcji, z bardzo dobrymi wydajnosciami w zakresie 72-93%. Otrzymane pochodne
wykazywaly istotng aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa i przeciwutleniajaca,
a przeprowadzone badania in silico wskazaly na wysokie powinowactwo tych

zwigzkoéw do ludzkiej ligazy DNA.%
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s P(OR?), s P(OR?Y), \ / ) P(OR?) P(OR?),
P(OR?),
HN—( HN—( 5 HN—( e’ HN—
P(OR?), P(OR?), 7/ \N P(OR?), P(OR?),
o) o) — o) o)

XXlllaR?=Et 93% XXllcR?=Et 92% XXlleR?=Et 82% XXllig R?=Et 83% XXIIiR?=Et 88%
XXlilb RZ2=Me 88% XXIIdR2=Me 89% XXIHfRZ=Me 81% XXIllh R = Me 72% XXIlj R? = Me  84%

Schemat 7
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2.1.2 Synteza pochodnych 1-amino-1,1-bisfosfonowych z amidow

Inng znang, powszechnie stosowana strategia otrzymywania 1-amino-1,1-
bisfosfonianéw i ich pochodnych sg reakcje bisfosfonylowania amidéw. Pierwsza
tego typu transformacje opisali w 1972 roku Pléger i wsp., ktérzy przeprowadzili

fosfonylowanie amidéw z uzyciem kwasu fosforowego(IIl) lub trichlorku fosforu
(Schemat 8).9?

0
P(OH)2
_R® PCly/H;PO
R1JJ\N _PCLMPOs o ><
R2
R3 o
XXIV

R'=H, Alk, Ar; R%= H, Alk; R3= Alk, (Het)Ar, cykloalkil
Schemat 8

W poézniejszych latach metode te rozszerzano i modyfikowano, wykazujac
przy tym mozliwos¢ zastosowania takze innych odczynnikéw fosfonylujacych,
takich jak np. tribromek fosforu.l®” Omawiana transformacja pozwala na
otrzymywanie szerokiej gamy strukturalnie zréznicowanych produktow
i znajduje szczegdlne zastosowanie w syntezie analogéw N-podstawionych
(przykladowe struktury przedstawiono na schemacie 9).10 Do innych zalet tej
metody naleza takze wysoka stabilno$¢ oraz latwa dostepnos¢ substratow
amidowych, a takze prostota wykonania. Zastosowanie klasycznych reagentéw
fosfonylujacych, takich jak PCl;/H3;PO,, wiaze sie jednak czesto z koniecznoscig
prowadzenia reakcji w podwyzszonej temperaturze, a uzyskiwane wydajnosci
produktéw sa zazwyczaj niskie lub umiarkowane.101

o R? ‘IO‘D(OH)
3 1) PCl; lub PBr . 2
HJJ\N/R ) PCl3 3 ,N%
R2 2) AcOH R3 ﬁ(OH)z
3) H0 xxiv ©
Q Q Q Q Q Q
N P(OH), Et P(OH), Pr\ P(OH) P(OH), P(OH), /—\ P(OH),
N— N N CN—< N— o N
/ P(OH), et P(OH), o P(OH), P(OH) P(OH), N/ P(OH),
(@] (e (@] (0] (@] (@]
XXIVa 53% XXIVb 40% XXIVc 34% XXIVd 44% XXIVe 29% XXIVf 16%

Schemat 9

Skuteczne fosfonylowanie amidéw mozna réwniez przeprowadzic
zuzyciem fosforynéw dialkilu, trialkilu lub tris(trimetylosililu), w obecnoéci

promotoréw takich jak trichlorek fosforylu,19? trifosgen9 czy kwaséw Lewisa, np.
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chlorku cynkul® czy trifluorometanosulfonianu trimetylosililu (TMSOTY).105
Ciekawym przykladem jest metoda podwodjnego fosfonylowania amidéw
zuzyciem fosforynu dietylu, opracowana przez Wanga i wsp. w 2015 roku
(Schemat  10).101  Reakcje = prowadzono w  obecnosci  bezwodnika
trifluorometanosulfonowego (Tf,O) jako katalizatora oraz 2,6-lutydyny lub 2,6-di-
tert-butylo-4-metylopirydyny (DTBMP) jako zasady. Autorzy wykazali, ze reakcji
ulegaja zaréwno drugo-, jak i trzeciorzedowe amidy alifatyczne i aromatyczne
oraz laktamy, w tym pochodne zawierajace wrazliwe grupy funkcyjne, takie jak
grupy cyjanowe, estrowe, formylowe czy acylowe. Transformacja przebiega
w tagodnych warunkach, w temperaturze pokojowej, w czasie 3-5 godzin,
prowadzac do otrzymania pozadanych produktéw XXV z dobrymi i bardzo
dobrymi wydajnosciami w zakresie 55-95%. Struktury kilku wybranych analogow

otrzymanych tg metoda przestawiono na schemacie 10.

0 o}

o I N I
R1JLN’R3 H-POEY, . R POE
R2 Tf,0, zasada Rz—'}ls ‘F‘)(OEt)Z

. R 0

XXV

O ll-rzedowe amidy: 2,6-lutydyna, 20 przyktadow, 55-93%
O lll-rzedowe amidy: DTBMP, 12 przyktaddw, 72-95%

2 Sy ol O
POEY, ~ Me P(OEN), P(OEY), ?
P(OEt
/LH P(OE), }u R0

N P(OEt), P(OE)
5 f” u u }H P(OE);
(@]

XXVa 3h, 80% XXVb 3h, 63% XXVc 3h, 57% XXVd 3h, 64%
(0]
P(OEY) i I 2
@ : emuo, [\ OB P(OEt), P(OEt),
Y PooEy, Z/ N PoE, N P(OEH), AR oE
1L n
Bn o Bn o Q o) I 2
(0]
XXVe 5h, 81% XXVf 5h, 72% XXVg 5h, 92% XXVh 5h, 92%
Schemat 10

2.1.3 Synteza pochodnych 1-amino-1,1-bisfosfonowych z nitryli

Pochodne 1-amino-1,1-bisfosfonowe moga by¢ réwniez otrzymywane
w wyniku szeregu reakcji z udziatem nitryli. Jedng z najwczeéniej opisanych
metod jest reakcja nitryli z kwasem fosforowym(Ill), czasem wspomagana
trichlorkiem fosforu lub kwasem p-toluenosulfonowym. Metoda ta znajduje
gléwnie zastosowanie w syntezie pochodnych ABPs zawierajacych wolna grupe

aminowa. W 2005 roku Szajnman i wsp. zastosowali te strategie do otrzymania
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pieciu inhibitoréw TcFPPS (syntazy farnezylodifosforanowej Trypanosoma cruzi)
XXVI, uzyskujac produkty z wydajnosciami w zakresie 15-70% (Schemat 11)106

2
H3PO3 R P(OH)Z

R—CN ————>

promotor H,N P(OH),
1

XXVl O
Q Q Q Q Q
><P(OH)2 &P(OH)Z P(OH), P(OH), P(OH),
HoN P(OH), HoN P(OH), HoN P(OH), HoN P(OH), HoN P(OH),
Il Il Il Il Il
XXVia © XXVIb © XXVic © XXVid © XXVie ©
130°C, 12h, 51% 135°C, 12h, 70% 65-70°C, 6h, 53% 65-85°C, 16h, 25% 70-90°C, 16h, 15%
PhSO3H, PCl; PhSO3H, PCl; PhSO3H, PCl,
Schemat 11

Fosfonylowanie nitryli, podobnie jak amidéw, mozna przeprowadzi¢
z uzyciem fosforynéw dialkilu lub trialkilu. Przyktadem takiej transformacji jest
podwdjne hydrofosfonylowanie nitryli z udziatem fosforynu dialkilu w ukladzie
ZnCl2/EtsN, opisane przez Kaboudina i wsp. w 2019 roku (Schemat 12).107 Metoda
ta cechuje si¢ szerokim zakresem stosowalnosci, obejmujacym para- i meta-
podstawione benzonitryle, nitryle alifatyczne oraz pochodne a,p-nienasycone,
2-naftylowe i heterocykliczne. W przypadku substratow o duzej sterycznej
zawadzie, takich jak 24-dichlorobenzonitryl, difenyloacetonitryl czy
cykloheksanokarbonitryl, reakcja nie zachodzi. Autorzy opisali réwniez
mozliwo$¢ przeprowadzenia syntezy a-aminobisfosfonianéw metoda one-pot
z aldehydéw, ktére w warunkach reakcji (ZnCl,/Et;N, fosforyn dietylu) ulegaja

in situ przeksztalceniu w nitryle, a nastepnie podwoéjnemu hydrofosfonylowaniu.

Q
1 P(OR?
n ZnCly, EtsN R! POR%),
1_cN + H-POR?), ———— =
R-CN > 7 refluks, 12h HN" “p(OR?2),
Q 4 _7R/0, 1l
17 przyktadéw, 35-75% xxvii O
R'=Alk, Ar, Het(Ar)
X
X NH
2 2 L R, ) ¢ 2 29
P(OEt), P(OEt), P(OR®), P(OEY), P(OE), P(OE),
HaN P(OEY, HN” P(OE), HaN" “P(OR?), HN" POEt,  HN" "P(OE,  H,N" “P(OEN),
I I
0 o 0 o) o s
XXVlla X=Br, 46% XXVIld X=NO,, 63%  XXVIIf R2=Et, 70% XXVlih, 60% XXVIIi, 47% XXVIIj, 43%

XXVIIb X=CN, 74%  XXVlle X=Cl, 70%  yxVilg R2=i. 9
XXVllc X=SMe, 52% 9 =P, S1%

Schemat 12
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W tym samym roku Islas i Garcia badali reakcje fosfonylowania nitryli
aromatycznych z wykorzystaniem trietyloboranu (Et;B) oraz katalizatora
niklowego (NiCl,-6H,0).108 Autorzy zaobserwowali, ze hydrofosfonylowanie
benzonitrylu z zastosowaniem fosforynu triizopropylu jako substratu stanowi
efektywng strategie otrzymywania a-aminofosfonianu XXVIIIL. Jednakze, gdy
fosforyn triizopropylu poddano hydrolizie do fosforynu diizopropylu,
a otrzymany zwigzek zastosowano w reakcji, obserwowano istotna zmiane
selektywnosci procesu (Schemat 13, Tabela 4). W takich warunkach, w zaleznosci
od zastosowanego nadmiaru Et;B, reakcja preferencyjnie prowadzila do
powstawania a-aminobisfosfonianu XXIX lub pochodnych XXX czy XXXI.
Poniewaz celem pracy byta synteza pochodnych APs, nie kontynuowano badan

nad uzyskiwaniem ABPs.

Droga A

Cr
NiCly- 6H,0 (10% mol)
Et;B HoN__P(OEt),

Tol, 140°C, 84h

Droga B

NiCl,-6H,0 Xxviu

(5% mol) CN

140°C, 108h Y OEt) (EtO) OEt HN™N

NH, +
P\ EtsB
HO - /K Tol, 140°C O

0 24-50h
140°C, 16h XXV XXIX XXX XXXI
Droga C

o
)\o* F"\o o
A

Schemat 13

Tabela 4. Wplyw warunkéw na wyniki reakcji benzonitrylu z fosforynem triizopropylu lub
diizopropylu

Konwersja | Selektywnos¢, %
Nr | Droga Et;B (ekw.)
PhCN, % XXVIII | XXIX | XXX XXXI
1 Droga A 2 98 88 -a -a -2
2 Droga B 1 94 27 65 -b -b
3 Droga C 1 98 12 81 -b -b
4 Droga C 3 97 28 -b 43 9

aNie okreslono; ? Nie wykryto obecnosci

Pochodne  1-amino-1,1-bisfosfonowe  mozna  takze  otrzymac
w zmodyfikowanej, ,przerwanej” wersji reakcji Rittera.19? Metoda ta polega na
generowaniu reaktywnego jonu nitryliowego w reakgji nitrylu z ortomréwczanem
trimetylu oraz bezwodnikiem trifluorometanosulfonowym (Tf,O), ktoéry

nastepnie reaguje in situ z fosforynem dialkilu, prowadzac do powstania
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N-metylowanych pochodnych ABPs XXXII. Zaletami tego podejscia sa tagodne
warunki reakcji, mozliwos¢ jej skalowania oraz stosunkowo szeroki zakres
stosowalnosci, obejmujacy nitryle alifatyczne, aromatyczne, heteroaromatyczne,
cykliczne oraz a,p-nienasycone. Najlepsze wydajnosci uzyskiwano w reakcjach
zudziatem nitryli alifatycznych. W przypadku pochodnych benzonitrylu,
wydajnoé¢ zalezala zaréwno od efektéw elektronowych, jak i od zawady
sterycznej podstawnikéw. Co ciekawe, reakcje z 4-bromobutanonitrylem oraz
5-bromopentanonitrylem prowadzily do produktéw cyklizacji. Natomiast
w przypadku wyzszego homologu, 6-bromoheksanonitrylu, otrzymano produkt
podstawiony grupa 5-bromopentylowa. Struktury wybranych pochodnych ABPs

otrzymanych tg metoda przedstawiono na schemacie 14.

(0]
1l
1) Tf,0, HC(OMe); D Me| 2)HP(O)OEt), R_ P(OEt),
R-CN 2N —————— Me.
t.p., 15 min R t.p., 6h H ‘F"(OEt)z
(0]
O 35 przyktadéw, 30-90% XXX
R = Alk, Ar, Het(Ar)
O
P(OEt)2 EtO)2 OEt)2 (Et0), OEt ), (EtO P(OEt)z (EtO), P(OEt (EtO), P(OEt),
§ ﬁ ﬁ @ L
XXXlla 90%2, 87%P XXXllb 72% XXXllc 46% XXXIId 46% XXXlle 84% XXXIIf 35%
29 Q9 2 @ Q
(Et0),P.__P(OEt), (EtO),R P(OEt), (EtO), OEt (EtO)2P><P(OEt)2 (EtO),P__P(OE),
.Me \/\/\><
Me Me Me Me
XXXIlg 65% XXXIlh 81% XXXl 79% XXXIlj 90% XXXIlk 30%
a Skala 1 mmol,? Skala 15 mmol
Schemat 14

214 Inne metody otrzymywania pochodnych 1-amino-1,1-bisfosfonowych

W 2021 roku  Cheviet i  Peyrottes opisali metode syntezy
a-metylidenobisfosfonowych pochodnych azyrydyn XXXIILM? Azyrydyny, ze
wzgledu na swoja wysoka regio- i stereoselektywnos¢ w reakcjach otwarcia
pierscienia, sa uzytecznymi blokami budulcowymi w syntezie organicznej i stanowia
cenne Zrodto centréw chiralnych. Opracowana metoda polega na reakcji pochodnych
N-karbamoiloazyrydyn z anionem fosforynu dietylu, generowanym in situ
z fosforynu dietylu przy uzyciu LiHMDS, jak przedstawiono na schemacie 15.
Transformacja przebiega w temperaturze pokojowej lub podwyzszonej i moze by¢

stosowana  wobec azyrydyn zabezpieczonych  zaréwno grupa tert-
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butoksykarbonylowa (Boc) jak ibenzyloksykarbonylowa (Cbz). W niektérych
reakcjach zaobserwowano powstawanie produktéw otwarcia pierécienia, jednak nie
byla to tendencja dominujgca. Ograniczone wystepowanie tych produktéw ttumaczy
zaproponowany przez autoréw mechanizm reakcji, w ktérym kluczowa role odgrywa
kation litu stabilizujacy stany przejsciowe poprzez oddzialywanie z pierScieniem

azyrydynowym, zapobiegajac jego otwarciu.

N 1l
o P(OEt),
EtO . 2 1
H_p-OEt — N LiHMDS EtO\P\ 0 @ R RWN P(OEt),
_ N - . - .
TOEt ed O THE 7sc g O M THF .
30 min R?
XXX
Il I 1l Il I \C\) I
(EtO) P OEt)2 (EtO)2 P(OEt EtO)ZPYP(OEt)Z (EtO),P__P(OEt),  (EtO),P-__P(OEt),
%©/ N [ NH \r
xxxmaL\Q XXXillb XXXl XXXIIIN XXXille L\/\
R3 = Cbz R® = Boc R = Cbz R®=Boc - R® = Boc
t.p, 1h, 45% 80°C, 3h, 46% 80°C, 4h, 45% 80°C, 2h,41%  t.p., przez noc, 30%
55°C, 7h, 50%
80°C, 3h, 46%
Q (\)\ I 1] Il 1 L}
(EtO)zP\'/P(OEt)z (EtO),P-__P(OEt), (EtO), PYP(OEt)z 105)2
A "\ k w (75
%\/\ H
XXXINF XXXllig L\)ko XXXIllh XXXIIi
R® = Cbz R® = Boc R® = Cbz R3 = Cbz RS = Cbz
t.p., przez noc, 84% 55°C, 7h, 70% t.p., 2h, 20% t.p., 4h, 40% t.p., 2h, 72%
55°C, 7h, 70% 80°C, 2h, 69% R® = Boc 80°C, 80 min, 14%

o]
80°C, 2h, 69% 40°C, 4d, <10%

Schemat 15

2.2  Metody syntezy fosfonowo-fosfinowych oraz fosfonowo-fosfinoilowych
pochodnych 1-amino-1,1-bisfosforowych

W dostepnej literaturze naukowej odnotowano nieliczne wzmianki dotyczace
metod syntezy niesymetrycznych fosfonowo-fosfinowych oraz fosfonowo-
fosfinoilowych pochodnych 1-amino-1,1-bisfosforowych. Przydatnos¢ wiekszosci
proponowanych podejs¢ wykazano jedynie dla ograniczonej liczby modeli, czesto
pojedynczych zwigzkéw, z ktérych znaczna czeé¢ to pochodne a-aminometylideno-
bisfosforowe posiadajace w pozycji a atom wodoru oraz podstawiona badz wolna

grupe aminowa.

Jedna z pierwszych opisanych procedur otrzymywania fosfonowo-
fosfinowych pochodnych 1-amino-1,1-bisfosforowych byta synteza

N-zabezpieczonego 1-amino-1-[etoksy(metylofosforylo)]metanofosfonianu dietylu
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XXXVI opisana przez Schradera i wsp. w 1986 roku. Zwiazek otrzymano w wyniku a-
bromowania pochodnej metylofosfinianu etylu XXXIV z udzialem N-bromoimidu
kwasu bursztynowego (NBS) oraz nastepczej transformacji tak aktywowanego
analogu XXXV w reakqji typu Michaelisa-Arbuzowa z fosforynem trietylu (Schemat
16).111

hv (IDI
o NBS, CCl, Br P(OEt); P(OEt),
Troc\N/\ll OEt 13°C TI'OC\ )\“ _ogt THF, tp.,3h  Troc. pzMe
e - T s
H “Me H “Me H (')' OEt
XXXIV XXXV 93% XXXVI 79%
Schemat 16

Zespot Ebetino w 1997 roku opracowal dwie strategie syntezy kwasu 1-[N-(3-
metylo-2-pirydynylo)amino]-1-[ (hydroksy)metylofosforylo]metanofosfonowego
XVIa. Pierwsza z nich, metoda réwnoczesna, polegala na jednoetapowej reakcji
kondensacji 2-amino-3-metylopirydyny z ortomréwczanem trietylu, metylo-H-
fosfinianem etylu oraz fosforynem dietylu (Schemat 17, metoda A). Wynikiem reakcji
byla mieszanina symetrycznych oraz niesymetrycznych produktéw, ktére nastepnie
poddano rozdzialowi chromatograficznemu oraz hydrolizie. Pochodna fosfonowo-
fosfinowa XVIa wyizolowano z zaledwie 17% wydajnoscia. Druga strategia polegata
na wytworzeniu dietoksymetylofosfonianu dietylu XXXVII w reakcji ortomréwczanu
trietylu z chlorofosforynem dietylu w pierwszym etapie, a nastepnie jego kondensacji
z 2-amino-3-metylopirydyna oraz metylo-H-fosfinianem etylu w drugim etapie

(Schemat 17, metoda B). Produkt otrzymano z wydajnoscia 40%.112

Metoda A
\ NH2 9 90H O
z HP 0) OEt Me )\ )\ )\
1) 150-160°C 5 OH
2)H0 XIvV XVia XVlla
OEt
OFEt
OFEt o
\ NH,
P—Cl | A 0 on
EtO Q _N  HP(O)(OEt)Me N F-;:M
EtO._ _P(OEt), e
80°C, 1h T 1) 170°C, 4-5h N” N)\p(OH)Z
OFt 2) H,0, 100°C, 1h Hoo
Metoda B XXXVII 89% XVia
Schemat 17

W 2003 roku w literaturze patentowej opisano strategie otrzymywania kwasow

1-aminofosfinylometanofosfonowych XLIII w ramach czteroetapowej procedury,
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obejmujacej: (1) reakcje estru etylowego kwasu formylofosfonowego XXXIX z estrem
etylowym kwasu arylofosfinowego XXXVIII w obecnosci trietyloaminy,
(2) przeksztalcenie grupy hydroksylowej tak otrzymanej pochodnej BPs XL w grupe
azydkowa w reakcji tosylowania z nastepcza substytucja azydkiem sodu, (3) redukcje
grupy azydkowej XLI w obecnosci katalizatora palladowego oraz (4) finalng hydrolize

ABPs XLII z zastosowaniem bromku trimetylosililu (Schemat 18).113

O (HetA j\ Et3N o o 1.TsCl/Py o o
TS tp., 20h £.o-Po__P(OEt), 2 NaN _P._P(OEt
HiP\OEt + H” TP(OEt), 1P A0 Eto (OEt) < N8Ws _ Et0 Y (OEt)

| (HeHAr Sy (HetAr
XXXVIII XXXIX XL XLI
H,, Pd/C

(0]
1] 1 1] I
HO-P_P(OH), _TMSBr Eto//PYP(OEt)z
(Het)Ar (Het)Ar

NH, NH,
XLl XLII
Schemat 18

Pochodne fosfonowo-fosfinoilowe mozna otrzymaé¢ w reakcji addycji typu
Michaelisa-Beckera tlenku difenylofosfiny do iminofosfonianéw XLIV, zawierajacych
grupy aktywujace, takie jak grupa p-fluorofenylowa,!* trifluorometylowal’® lub
heptafluoropropylowall® przy atomie wegla o.. Transformacje analogéw XLIV w XLV
prowadzono w temperaturze pokojowej, w czasie od 1 godziny do 7 dni, uzyskujac
oczekiwane produkty z wydajnosciami 60-91% (Schemat 19). Autorzy opisali réwniez
synteze dwoch wyjsciowych pochodnych iminofosfonowych XLIV. Pierwsza z nich
otrzymano w reakgji trifluoroacetonitrylu z fosforynem dietylu prowadzonej wobec
trietyloaminy (Schemat 19, droga A),''> natomiast druga w wyniku utlenienia
monofosfonowego analogu XLVI otrzymanego na drodze tréjskladnikowej
kondensacji p-fluorobenzaldehydu, benzenosulfonamidu oraz fosforynu difenylu
(Schemat 19, droga B).14

___________________________________________

Droga A

EtN I 1 (‘)‘ 3 ? (\)\ R1Cu) :
i tp., 72h : RYP(OR )2 H-PPh, Ph,P_|_P(OR%), '
CFsC=EN + H-P(OEt), — > ! I —_— !
87% ; N-R2 t.p., 1h-7dni HN
' ‘RZ
XLIV XLV
68% Py-Cla, O 3 przyktady, 60-91%
Dro ° | tp.8h
ga B
AcCl 2
o] 0 ¢ -F
p-FCeHy~_P(OPh),
PhSO,NH, + + 0 18h
e p-FC6H4J\H H-P(OPh), ———> h

HN_
XLVI SO,Ph
R' = CF3 p-FCgH4, C3F7; R2 = H, SO,Ph; R® = Et, Ph

Schemat 19
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Inna metoda otrzymywania 1-amino-1-fosfinoiloalkanofosfonianéw polega na
reakcji N,N-dialkiloaminowych pochodnych tlenkéw fosfiny, funkcjonalizowanych w
pozycji a grupa nukleofugowa, np. grupa etoksylowa!®* lub atomem chloru,'”
z fosforynem dialkilu. Przykladem takiej transformacji jest synteza 1-(N,N-
dimetyloamino)-1-(dipropylofosforylo)metanofosfonianu dietylu XLVIII,
otrzymanego na drodze podstawienia grup etoksylowych wyjsciowego acetalu
dietylowego N,N-dimetyloformamidu w nastepczych reakcjach typu Michaelisa-

Beckera z udziatem tlenku dipropylofosfiny oraz fosforynu dietylu (Schemat 20).104

1l (@] 1l I
EtO.__OEt o Pr,P.__OEt I Pr,P.__P(OEt),
Yo _HPPh | Y H-P(OEt), h
N 110-130°C N 110-130°C N
XLVII 69% XLVII 74%
Schemat 20

Morgalyuk i wsp. opisali synteze dwdéch analogéw fosfonowo-fosfinoilowych L
oparta na transformacji N,N-dimetyloformamidu do bardziej reaktywnej a-chlorowej
pochodnej XLIX w reakcji z udzialem chlorodifenylofosfiny.’” Otrzymany zwiazek
zostal nastepnie poddany reakcjom typu Michaelisa-Beckera z (trimetylosililo)-
fosfonianem dietylu lub fosforynami dimetylu lub dietylu. Transformacje te
zachodzily efektywnie juz w temperaturze pokojowej, dajac produkty z bardzo

dobrymi wydajno$ciami w zakresie 84-88%.

o o)
¢ o Ph-PCI ! i 0 Do
B R 2 PhZPYCI MesSi-P(OR), lub H-P(OR), PthYP(OR)z
Ph” “Ph H ’T tp., 18h N 5. 2h b
N ., ub t.p., 8h N
R=Me, Et XLIX 91% L 84-88%
Schemat 21

W 2015 Kuznik i wsp. opisali tréjetapowa metode otrzymywania fosfonowo-
fosfinowych LV oraz fosfonowo-fosfinoilowych LIV analogéw 1-amino-1,1-
bisfosforowych z N-zabezpieczonych aminoalkanofosfonianéw LI. Metoda ta
obejmowata (1) elektrochemiczne utlenianie zwiazkéw LI, (2) przeksztalcenie tak
otrzymanych a-metoksylowych pochodnych LII w reaktywne sole fosfoniowe LIII
wreakcji z tetrafluoroboranem trifenylofosfoniowym oraz (3) ich nastepcza
transformacje w reakcji typu Michaelisa-Arbuzowa z udzialem difenylofosfininu
metylu, fenylofosfoninu dietylu lub metylofosfoninu dimetylu w obecnosci zasady
Hiiniga i jodku trifenylometylofosfoniowego (Schemat 22). Zakres stosowalnosci tej

metody ogranicza sie jednak do analogéw posiadajacych wodér lub grupe metylowa
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przy atomie wegla Co. Préby prowadzenia elektrochemicznego utleniania
fosforowych odpowiednikéw waliny i fenyloalaniny (R! = i-Pr, Bn) nie powiodly sie,

przypuszczalnie ze wzgledu na rozmiar podstawnikéw przy atomie wegla Cq.118

DIPEA
® © 0
PhsPMe | ,IPh
R! PL
Ph,POMe Ac Ph
/ 20-60°C ﬁ ‘F‘)(OE”Z
. o)
1 - . 0 F? 2.5-5h .
R e R' OMe R' PPh; .
Ac- )\P/oa zasada Ac\NXP/OEt PhsPHBFy ¢ X _OEt ©2 przykiady, 68-76%
H 1 OEt H W ~OEt -MeOH H n OEt DIPEA
(0] O (0] ® O
LI Ll LI PhsPMe | o
R2P(OEt), 1 0_R?

Ao RP0oEt
20-60°C N7 P(OEY),
3-22h Ho

R'=H, Me Lv
R2=Me, Ph 0 3 przyktady, 50-53%

Schemat 22

3. Bisfosfoniany w ukierunkowanym dostarczaniu lekéw

Tkanka kostna jest wyspecjalizowana forma tkanki 1acznej, ktéra pelni
kluczowe funkcje w organizmie. Ze wzgledu na jej unikalna strukture,
a w szczegolnodci duza gestos¢ oraz wysoki stopien zmineralizowania, skuteczne
dostarczanie lekéw do mikrosrodowiska kostnego stanowi istotne wyzwanie
terapeutyczne. Kroétki okres poéltrwania wiekszosci stosowanych lekéw oraz ich
ograniczona penetracja tkanek docelowych wymuszaja stosowanie zwiekszonych
dawek terapeutykéw, co wiaze sie ze wzrostem ryzyka toksycznosci
ogolnoustrojowej.!’® Obiecujaca strategia zwiekszajaca skutecznosé terapii choréb
kosci przy jednoczesnym ograniczeniu dzialann niepozadanych jest celowane
dostarczanie lekéw, ktére polega na modyfikowaniu czasteczek lekéw czy ich
noénikéw przeciwciatami lub ligandami, ktére sa w stanie w sposéb specyficzny
wigzac sie z okreslonymi typami komoérek czy tkanek w organizmie. Bisfosfoniany,
jako czasteczki wykazujace zdolnosci do wigzania sie¢ z hydroksyapatytem oraz
penetracji do nieukrwionych obszaréw w tkance kostnej, umozliwiaja precyzyjne
dostarczanie terapeutykéw do trudno dostepnych ognisk chorobowych.!® Co wiecej,
zwiazki te wykazuja zdolno$¢ do preferencyjnego gromadzenia sie w miejscach
aktywnej przebudowy kosci (czesto obserwowanej w trakcie choroby lub infekgji), co
minimalizuje ich oddzialywanie nie tylko na tkanki miekkie, ale réwniez na tkanke
kostna nieobjeta chorobg czy infekcja.’® Ponadto, biorac pod uwage réznokierunkowa

aktywnos¢ biologiczna bisfosfonianéw, ich rola nie musi ogranicza¢ sie wylacznie do
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funkgcji liganda, ktory kieruje terapeutyk/nosnik leku do tkanki kostnej. Obecnos¢
ugrupowania BPs moze przyczyni¢ sie do zwiekszenia skutecznosci terapii dzieki
potencjalnym efektom addytywnym lub synergistycznym skoniugowanych

czasteczek.

Zastosowanie Dbisfosfonianéw w ukierunkowanym dostarczaniu lekéw
obejmuje przede wszystkim (1) synteze ich koniugatéow ze zwigzkami biologicznie
aktywnymi® oraz (2) wykorzystanie ich do modyfikacji powierzchni liposomoéw,
nanoczasteczek i innych nosnikéw lekéw.1?° Z uwagi na zakres prac badawczych
niniejszej dysertacji, szczegélowo omoéwione zostanie wylacznie pierwsze

z wymienionych zastosowarn.

3.1 Struktura koniugatéw bisfosfonianéw ze zwiazkami biologicznie
aktywnymi

Koniugaty BPs skladaja sie z dwoch elementéw: czasteczki bisfosfonianu,
pelniacej przede wszystkim role liganda kierujacego koniugat do tkanki kostnej oraz
substancji bioaktywnej, odpowiedzialnej za wywolanie pozadanej odpowiedzi
biologicznej. Struktury obu podjednostek, a w szczegélnosci rodzaj, lokalizacja
i reaktywnos¢ dostepnych grup funkcyjnych, beda determinowaé mozliwe strategie
ich sprzegania. Koniugaty moga by¢ tworzone przez bezposrednie polaczenie
bisfosfonianu i leku wigzaniem kowalencyjnym lub przez polaczenie obu zwigzkéow
przy pomocy linkera. Sposéb potaczenia BP z lekiem jest kluczowy dla zapewnienia
biologicznej aktywnosci powstalego koniugatu. Wigzania powstale w wyniku
sprzegania obydwu czasteczek powinny by¢ na tyle stabilne, aby zapobiec
przedwczesnemu rozdzieleniu hybrydy w krwiobiegu, lecz jednoczesnie
wystarczajaco labilne, by umozliwi¢ uwolnienie terapeutyku po dotarciu do tkanki
kostnej. Istotne jest rowniez, aby po rozerwaniu wiazania, zaréwno BP, jak i lek
zachowywaly swoja pierwotna aktywnos¢ biologiczna, a sam proces nie prowadzit do

powstawania toksycznych produktéw ubocznych.119121

W literaturze opisano przyklady koniugatéw bisfosfonianéw z réznymi
zwigzkami biologicznie aktywnymi, m. in. cytostatykami, antybiotykami, lekami
przeciwzapalnymi, bialkami oraz innymi substancjami bioaktywnymi, m.in.
estrogenami czy prostaglandynami. W roli liganda celujacego do kosci
wykorzystywano zaréwno bisfosfoniany o dobrze poznanej aktywnosci biologicznej
takie jak etidronian czy alendronian (koniugaty LIX oraz LXVIII i LXI, Tabela 5),
a-aminobisfosfoniany o  prostej strukturze (gléwnie a-aminometylideno-
bisfosfoniany, koniugaty XLVII, XL czy XLII, Tabela 5), jak réwniez inne ukiady

zawierajace ugrupowanie alkilidenobisfosfonowe funkcjonalizowane dodatkowa
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grupa (koniugaty LVI i LXIV, Tabela 5). Czasteczki BP i leku taczono za pomoca
wigzan chemicznych o réznej stabilnosci — zaréwno trwatych (np. koniugat LVIII,
Tabela 5), jak i podatnych na degradacje w warunkach in vivo (LVI, LVII, LIX-LXIV,
Tabela 5). Skuteczniejsza i czesciej stosowangq strategia jest ta oparta na koniugowaniu
obydwu czasteczek za posrednictwem wigzan labilnych, takich jak wigzania
amidowe, estrowe czy karbaminianowe. Wigzania estrowe i karbaminianowe moga
ulegac hydrolizie pod wptywem esteraz, enzyméw cytochromu P450 lub srodowiska
o obnizonym pH; wigzania amidowe sa natomiast rozkladane gtéwnie przez proteazy
i wykazuja wyzsza odpornosé¢ na degradacje w krwiobiegu w poréwnaniu do wigzan
estrowych i karbaminianowych.'?? Xie i wsp. oraz Hochddrrfer i wsp. zastosowali
strategie laczenia BP z lekiem 2z wykorzystaniem kroétkich sekwencji
aminokwasowych jako linkeréw, ktére sa rozpoznawane przez proteazy biorace
udzial w procesach osteolizy i przebudowy macierzy kostnej (np. katepsyne K lub
B).13124 W literaturze opisano takze nieliczne przyklady koniugatéw BP
zawierajacych wigzania innego typu, np. hydrazonowe!?* (wrazliwe na zmiany pH)
lub disiarczkowe!?® (degradowane w reakcjach redoks z udzialem przeciwutleniaczy).
Warto podkresli¢ jednak, ze koniugaty pozbawione wigzan degradowalnych in vivo,
a wiec niezdolne do uwalniania aktywnej formy leku, moga mimo to wykazywacé
obiecujaca aktywnos¢ biologiczng. Przykladem takiego ukladu jest koniugat
alendronianu z 5-fluoro-2’-deoksyurydyna LVIII (Tabela 5), ktérego dzialanie

opisano w rozdziale 3.2.
3.2 Aktywnosé biologiczna koniugatéw BPs

Grupa lekéw najczesciej poddawang koniugowaniu z BPs s leki cytostatyczne.
W literaturze opisano przyklady koniugatow BP z powszechnie stosowanymi
chemioterapeutykami (m.in. metotreksatem, doksorubicyna, 5-fluorouracylem) oraz
z substancjami, ktérych pochodne sa stosowane w chemioterapii (np. kamptotecyna).
W badaniach przedklinicznych wielokrotnie wykazywano ich zwigekszony wychwyt
w tkance kostnej i szybki klirens niezwigzanych czasteczek koniugatéw z krwiobiegu,
a takze aktywnos¢ w hamowaniu proliferacji komérek nowotworowych in vitro czy
progresji nowotworéw in vivo.'® Na przyklad, Sturtz i wsp. stwierdzili, ze koniugat
BP z metotreksatem MTX (LVI, Tabela 5) wykazal wzmozong akumulacje w tkance
kostnej w poréwnaniu z innymi organami oraz wyzsza aktywnos¢ w hamowaniu
wzrostu guza w mysim modelu ludzkiego kostniakomiesaka w poréwnaniu do
samego MTX.126127  E|-Mabhouh i in. opisali koniugat a-aminobisfosfonianu
z gemcytabing GEM LVII (Tabela 5), ktéry skuteczniej niz GEM zmniejszal liczbe
i rozmiar przerzutéw do kosci w mysim modelu raka piersi.1?%12 Schott i wsp. badali

aktywnos¢ koniugatu 5-fluoro-2’-deoksyurydyny (5-FdU) z alendronianem (LVIII,

46



CZESC LITERATUROWA

Tabela 5) i stwierdzili, ze wykazuje on umiarkowang cytotoksycznos¢ wobec komérek
raka piersi i raka jajnika.’® Inna grupa opisala réwniez jego cytotoksyczne dzialanie
na komorki raka zotadka; jego aktywnosé byla jednak nizsza niz aktywnosé ALN
i 5-FdU, co tlumaczono wysoka stabilnoscig hydrolityczna koniugatu.’3! W 2016 roku
Schem i inni ocenili dzialanie 5-FAU-ALN w mysim modelu przerzutéw raka piersi do
kosci. Autorzy wykazali, ze koniugat LVIII hamowatl zaréwno resorpcje kosci, jak
i wzrost guza. Co wiecej, tworzenie nowej kosci bylo znacznie szybsze u myszy
leczonych 5-FAU-ALN niz u tych, ktérym podawano sam alendronian.!®? Innym
koniugatem o obiecujacej aktywnosci biologicznej jest koniugat etidronianu
i cytarabiny MBC-11 (LIX, Tabela 5). W badaniach in vivo zaobserwowano, ze
MBC-11 poprawit gestos¢ mineralng kosci, zahamowal proliferacje komorek
nowotworowych i zwiekszyl ogdlna przezywalnos¢ w mysim modelu szpiczaka
mnogiego. Podobne rezultaty, takie jak redukcja czestosci wystepowania przerzutow
do kosci i zwiekszenie objetosci kosci odnotowano réwniez w mysim modelu raka
piersi z przerzutami do kosci.'3? Koniugat MBC-11 jest jednym z niewielu koniugatéw
BPs zatwierdzonych do badann klinicznych w onkologii (zakoriczona I faza,
NCT02673060). Agyin i wsp. oraz grupa Xinga opisali takze przyktady koniugatéw BP
z bortezomibem (Btz) - inhibitorem proteasomu stosowanym w terapii szpiczaka
mnogiego (MM).134135 W badaniach in vivo z udzialem koniugatu LXII (Tabela 5)
zaobserwowano, ze zwiazek ten, skuteczniej niz Btz, hamowat rozrost guza, proces
destrukcji kosci oraz przerzuty w mysim modelu MM. Co wiecej, koniugat nie
wywolywal  dzialain niepozadanych, takich jak maloplytkowosé¢ czy

neurotoksycznos¢.13513

W literaturze opisano znacznie wiecej przykladéw koniugatow BPs
z chemioterapeutykami o obiecujacej aktywnosci biologicznej;'#1° wybrane

przyklady zebrano w tabeli 5.
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Tabela 5. Wybrane przyklady koniugatéw BPs z chemioterapeutykami

Nr Struktura koniugatu Uzyskane dzialanie Lit

e wzmozona akumulacja

@ o
Na O ®
oNacoo , (o]
< K H 1_O Na .
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\ H "o ko ()G)P,o@Na@ e hamowanie wzrostu guza 127]
J\"\ j/\'?‘ o " Na® 5 OH w mysim modelu ludzkiego
N 2 Me wigzanie amidowe
H,NT N7 N OS
LVI Metotreksat
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P
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e zdolno$¢ wigzania sie z koscia

wigzanle karbaminianowe i uwalniania Btz w niskim pH
o Q ;) 5 e zmniejszenie masy guza,
HO),P
o \f \/\N\ : N | B zahamowanie destrukgji kosci ~ [135,
(HO)z(P) fu \ j oraz przerzutéw w mysim 136]
N modelu MM
¢ redukcja ogélnoustrojowych
LXII Bortezomib skutkéw ubocznych

o zdolnoé¢ wigzania sie z HA
e zdolnos¢ uwalniania aktywnej
formy leku w warunkach

L [124]
fizjologicznych
e MTD 3-krotnie wyzsza
w poréwnaniu do DOX
LXIII Doksorubicyna
e zdolnos¢ wigzania sie z HA
e zdolnos¢ do uwalniania [138]

aktywnej formy leku w

O o] warunkach fizjologicznych

wigzanie estrowe

LXIV Kamptotecyna

MDB - gestos¢ mineralna kosci; MTD - maksymalna tolerowana dawka

Poza potencjalnym zastosowaniem w terapii nowotworéw kosci, koniugaty
bisfosfonianéw sa takze badane pod katem wykorzystania ich w leczeniu zapalenia
kosci i szpiku (osteomyelitis), ktérego najczestszym zrédlem sa infekcje bakteryjne
wywolane przez szczep Staphylococcus aureus. BPs, jako zwiazki zdolne do
przenikania do sieci kanalikowej kosci, osteocytéw oraz ich jamek, gdzie bakterie
S. aureus tworza biofilm, idealnie nadaja si¢ do celowanego dostarczania
antybiotykéw bezposrednio do ognisk infekcji.®® BPs najczeéciej poddawano
koniugacji z antybiotykami z grupy fluorochinolonéw,'3-142 takimi jak: norfloksacyna,
cyprofloksacyna, enoksacyna, gatifloksacyna, sitafloksacyna oraz moksyfloksacyna,
cho¢ opisano takze przyklady koniugatow BP z innymi antybiotykami, m.in.
tedizolidem!® czy rifamazidem.!43 Aktywno$¢ antybakteryjna opisanych koniugatéow
byla zréznicowana i zalezala od rodzaju patogenu, przeciwko ktéremu byt kierowany
koniugat, a takze jego struktury, przede wszystkim rodzaju/stabilnosci stosowanych
linkeréw oraz miejsca przytaczenia ugrupowania BP.1813-142 Najlepsza aktywnosé
wykazywaly koniugaty, w ktérych BPs taczono z antybiotykiem za pomoca labilnych
wigzan, pozwalajacych na uwolnienie czasteczki leku w warunkach fizjologicznych.
Szczegodlnie obiecujagcymi analogami okazaly sie by¢ koniugaty bisfosfonianu

z cyprofloksacyna LXV oraz sitafloksacyna LXVI i LXVII polaczone wigzaniem
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karbaminianowym (Rys. 14). Wyniki badan invivo w zwierzecym modelu
okoloprotezowego zapalenia szpiku i kosci z udziatem koniugatu LXV ujawnily, ze
jego pojedyncza dawka prowadzita do redukgji liczby bakterii 0 99%, osiggajac niemal
dziesieciokrotnie wyzsza aktywnos¢ niz sama cyprofloksacyna podawana w kilku
dawkach.1!  Korzystne efekty terapeutyczne, obejmujace eliminacje biofilmu
bakteryjnego, redukcje liczby osteoklastéw, zmniejszenie czestosci ztamari kosci
udowej oraz zahamowanie utraty tkanki kostnej wokét implantu odnotowano

réwniez w badaniach z udzialem koniugatéw BP z sitafloksacyna LXVI oraz LXVII.142

o O

F
wigzanie karbaminianowe WOH wigzanie karbamlnlanowe
0 ST 9
wi_ lp A q@ v
(HO)P w2 (HO)Zﬁ
o 0
LXV LXVI R=H
LXVII R=OH

Rys. 14. Struktury koniugatow BPs z cyprofloksacyna LXV oraz sitafloksacyna LXVI i LXVII

Koniugaty bisfosfonianéw byly takze badane pod katem zastosowania
w leczeniu osteoporozy oraz innych choréb kosci. Wykorzystywano je jako skuteczne
nosniki do celowanego dostarczania m.in. estrogendw,#* ktérych deficyt jest gléwna
przyczyna ubytku masy kostnej u kobiet po menopauzie, a takze zwiazkéw
stymulujacych osteogeneze, takich jak prostaglandyna E» (PGE2)45 oraz agonisci
receptora EP4.12%146 Morioka i wsp. opisali koniugat BP z estradiolem LXVIII
(Rys. 15), ktéry zwiekszal mase kostng u szczurzych samic po owariektomii
skuteczniej niz sam estradiol, przy jednoczesnym braku wplywu na mase macicy.44
W literaturze opisano takze przykiady koniugatéw alendronianu z agonista receptora
EP4, réznigce sie rodzajem zastosowanych linkeréw.?! Najwyzsza aktywnosé
wykazywat koniugat LXIX (Rys. 15), ktéry powodowal m.in. zahamowanie utraty
masy kostnej wywolanej owariektomia, a takze zwiekszenie gestosci kosci
beleczkowej i wytrzymatosci mechanicznej kregéw u samic szczuréw.¥” Ciekawym
przykladem jest réwniez koniugat LXX z linkerem peptydowym, wrazliwym na
katepsyne K, ulegajaca ekspresji w osteoklastach (Rys. 15). Chociaz badanie
potwierdzito zdolnoé¢ katepsyny K do uwalniania leku z koniugatu zwigzanego
z koScig, zaobserwowano jednoczes$nie jego wysoka niestabilnos¢ w krwiobiegu,

prowadzaca do przedwczesnego uwalniania agonisty receptora EP4.123
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Rys. 15. Struktury koniugatéow BPs z estradiolem LXVIII oraz agonistami receptora EP4
LXIX i LXX

3.3 Wybrane metody syntezy koniugatéw BPs ze zwiazkami biologicznie
aktywnymi

Analiza dostepnej literatury pozwala stwierdzi¢, Ze nie mozna wyréznic jednej,
uniwersalnej strategii syntezy koniugatow BPs ze zwigzkami biologicznie
aktywnymi. Ze wzgledu na duza réznorodnosé¢ strukturalng zaréwno lekéw, jak
i bisfosfonianéw poddawanych koniugacji, a takze celowy dobér réznych linkeréw
i typéw wigzan chemicznych taczacych obydwie czasteczki, wiekszo$¢ koniugatéow
opisywanych w literaturze byla otrzymywana z wykorzystaniem odmiennych

podejs¢ syntetycznych. Strategie te mozna ogoélnie podzieli¢ na trzy grupy:

1) bezposrednie sprzeganie BP ze zwigzkiem biologicznie aktywnym za pomoca
grup funkcyjnych obecnych w strukturze wyjsciowych zwigzkéw, niekiedy

poprzedzone ich odpowiednig aktywacja lub modyfikacja,

2) sprzeganie BP ze zwiazkiem biologicznie aktywnym z wykorzystaniem

linkera,

3) synteza totalna koniugatu BP ze zwigzkiem biologicznie aktywnym z prostych

blokéw budulcowych.

Sposrod opisanych podejéé, najczesciej stosowano strategie bezposredniego
sprzegania obydwu zwiazkéw lub ich sprzegania z uzyciem linkera. W literaturze
opisywano przyklady koniugatéw otrzymywanych na drodze prostych, trzy- lub

czteroetapowych procedur, ktére obejmowaly zazwyczaj drobne modyfikacje grup
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funkcyjnych BP lub leku, takie jak np. przeksztalcenie grupy karboksylowej w chlorek
kwasowy czy grupy aminowej w izocyjanianowa, czy tez wprowadzenie prostego
linkera do ich struktury, jak réwniez koniugatéw otrzymywanych na drodze
wieloetapowych procedur, ktérych ztozonos¢ wynikata ze skomplikowanej struktury
projektowanego koniugatu. Strategia trzecia, rzadziej stosowana, okazywala sie
skuteczna w syntezie koniugatéw BP ze zwigzkami pozbawionymi odpowiednich
grup funkcyjnych lub zwigzkami zawierajacymi liczne grupy reaktywne, mogace

negatywnie wplywac na selektywnos¢ reakcji sprzegania.

Ze wzgledu na duza liczbe opisanych w literaturze syntez koniugatéw BP ze
zwiazkami biologicznie aktywnymi, w dalszej czesci oméwiono wybrane przykiady,
ukazujace r6znorodnos¢ stosowanych podejé¢ syntetycznych. Aktywnos¢ biologiczna

wiekszosci z tych koniugatéw zostata oméwiona w rozdziale 3.2.

Jako przyklad realizacji pierwszej ze wspomnianych strategii mozna
przytoczy¢ prace Herczegha i wsp. z 2002 roku, w ktdrej opisano synteze szesciu
koniugatéw  bisfosfonianéw z antybiotykami z grupy fluorochinolonéw:
norfloksacyng, enoksacyng i cyprofloksacyna (Schemat 23). Zwiazki te otrzymano na
drodze dwoéch réznych strategii. Pierwsza z nich polegala na bezposrednim
sprzeganiu fluorochinolonéw z winylobisfosfonianem tetraetylu, prowadzonym
w temperaturze pokojowej, przez 3 godziny, w obecnosci trietyloaminy. Druga
metoda opierala sie na kondensacji ortomréwczanu trietylu, fosforynu dietylu oraz
wybranego antybiotyku, ktéra prowadzono w temperaturze 145°C. Powstale
koniugaty LXXII oraz LXIV poddano nastepnie reakcji z bromkiem trimetylosililu
(TMSBr) oraz hydrolizie, uzyskujac docelowe produkty w  postaci

bromowodorkow. 139
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Schemat 23
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Przyktadami zwigzkéw otrzymanych w wyniku sprzegania BPs ze zwigzkami
biologicznie aktywnymi, po przeprowadzeniu ich drobnych modyfikacji
strukturalnych, s koniugaty a-aminometylidenobisfosfonianu tetraetylu z 5-fluoro-
uracylem LX oraz gemcytabing LVII, opisane przez zesp6t EI-Mabhougha w 2004 oraz
2006 roku.'?1%7 Zaproponowana przez autoréw strategia syntezy opierala si¢ na
przeksztalceniu grupy aminowej bisfosfonianu w bardziej reaktywna grupe
izocyjanianowaq przy uzyciu trifosgenu. Otrzymany w ten sposéb produkt posredni
LXXV poddano nastepnie reakcjom sprzegania: z 5-fluorouracylem (5-FU, poprzez
jego grupe aminowq) lub z gemcytabing (Gem, poprzez grupe hydroksylowy),
uzyskujac koniugaty zawierajace odpowiednio wigzanie mocznikowe oraz
karbaminianowe. Reakcje sprzegania LXXV z 5-FU przeprowadzano w obecnosci
trietyloaminy, w N,N-dimetyloacetamidzie (DMA), w temperaturze 90°C przez
2.5 godziny. Natomiast sprzeganie z gemcytabing prowadzono w DMSO,
w atmosferze argonu, w temperaturze pokojowej przez 2 godziny. Otrzymany
koniugat 5-FU przeksztalcono w wolny kwas bisfosfonowy LX w reakcji z bromkiem
trimetylosililu, a nastepnie metanolem. Ze wzgledu na niestabilno$¢ estru
tetraetylowego koniugatu BP-Gem LXXVII, zwiazek ten nie zostal wyizolowany ani
oczyszczony, a oczekiwany produkt LVII otrzymano w postaci soli tetrasodowej
metoda one-pot z 1-izocyjanianometylidenobisfosfonianu tetraetylu LXXV

z wydajnoscig 26% (Schemat 24).
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W 2015 roku Becker i wsp. opisali synteze koniugatu kwasu betulinowego
zpochodna 1-amino-1,1-bisfosfonianu LXXIX, wykorzystujac jako substraty
1-(2-aminoetyloamino)-1,1-etylidenobisfosfonian tetraetylu oraz chlorek kwasu
betulonowego (Schemat 25).148 Reakcje kondensacji przeprowadzono w obecnosci
trietyloaminy, uzyskujac koniugat LXXVIII z wydajnoscia 89%. Nastepnie zwigzek
ten poddano redukcji przy uzyciu NaBH, w THF, co pozwolilo otrzymac
odpowiednia pochodng bisfosfonowa kwasu betulinowego LXXIX z wydajnoscia
79%. W pracy nie przedstawiono jednak danych dotyczacych aktywnosci biologicznej

otrzymanego produktu.

o)
%/ Me j\(OEt)z ?/

HZN\/\” I‘D(OEt)Z

cl
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t.p., 24h

LXXVIIl 89% LXXIX 79%

Schemat 25

Kolejnymi przykladami zwigzkéw uzyskanych z wykorzystaniem strategii
bezposredniej koniugacji sa opisane przez Sedhizadeha i wsp. w 2017 roku koniugaty
bisfosfonianu z cyprofloksacyna LXXXIII oraz LXV.14! Pierwszy z nich otrzymano na
drodze 3-etapowej procedury, ktéra obejmowata (1) przeksztalcenie grupy
karboksylowej pochodnej bisfosfonowej LXXX w chlorek kwasowy w reakcji
z chlorkiem tionylu, (2) sprzeganie tak uzyskanej pochodnej LXXI z cyprofloksacyna
wobec zasady Hiinign w temperaturze pokojowej przez noc, oraz (3) nastepcze
przeksztalcanie estrow w wolne kwasy fosfonowe w reakcji z bromkiem
trimetylosililu oraz metanolem (Schemat 26 A). Kolejny koniugat z cyprofloksacyna
LXV otrzymano w wyniku (1) acylowania grupy hydroksylowej bisfosfonianu
LXXXIV chloromréwczanem 4-nitrofenylu (czynnikiem sprzegajacym stosowanym
w reakcjach tworzenia wigzann mocznikowych czy karbaminianowych) w obecnosci
trietyloaminy w pierwszym etapie, (2) substytucji grupy 4-nitrofenoksylowej tak
uzyskanej pochodnej LXXXV grupa aminowa fragmentu piperazynowego
cyprofloksacyny w drugim etapie, oraz (3) deprotekcji grup fosfonowych koniugatu
LXXXVI w reakcji z TMSBr oraz metanolem (Schemat 26 B). Autorzy w publikacji
opisali réwniez synteze wyjSciowych analogéw bisfosfonowych LXXX oraz LXXXIV,
ktére otrzymano z metylidenobisfosfonianu izopropylu odpowiednio na drodze dwu-
oraz trzyetapowych procedur, z sumarycznymi wydajnoéciami wynoszacymi

odpowiednio 34% oraz 43%.
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Schemat 26

W 2012 roku Arns i wsp. opisali czteroetapowa procedure otrzymywania
koniugatu alendronianu z agonista receptora EP4 LXIX, ktéry zawieral w swojej
strukturze prosty linker.1? Synteze rozpoczeto od wprowadzenia linkera do struktury
agonisty receptora EP4 w wyniku acylowania grupy hydroksylowej zwiazku
LXXXVII  estrem  pentafluorofenylowym  kwasu  4-(tert-butylodimetylo-
sililoksy)fenylooctowego w obecnoéci wodorku sodu. Otrzymany produkt LXXXVIII
poddano nastepnie dzialaniu fluorku tetrabutyloamoniowego (TBAF), w celu
usuniecia grupy tert-butylodimetylosililowej (TBS), a nastepnie reakcji
z chloromréwczanem 4-nitrofenylu prowadzonej w obecnosci trietyloaminy.
Ostatecznie uzyskany produkt XC sprzegano z kwasem alendronowym w obecnosci
Et;N, otrzymujac oczekiwany koniugat LXIX z wydajnoscia 53% (Schemat 27).
Autorzy w publikacji opisali réwniez synteze trzech innych koniugatéw ALN
z agonista receptora EP4: dwoch, bedacych swoimi izomerami, zawierajacych grupe
tetrazolowa oraz trzeciego, w ktérym ALN polaczono bezposrednio z agonista za
pomoca wiagzania karbaminianowego. Koniugaty te otrzymano z wykorzystaniem

odmiennych procedur.
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Schemat 27

Przykladem zwigzku o bardziej zlozonej strukturze jest kolejny koniugat
alendronianu z agonista receptora EP4 LXX, zawierajacy linker peptydowy, opisany
przez Xie i wsp. w 2017 roku (Schemat 28).12 Synteze koniugatu rozpoczeto od
estryfikacji/funkcjonalizacji grupy hydroksylowej agonisty receptora EP4 LXXXVII
w reakcji z kwasem 4-(tert-butylodimetylosililoksy)fenylooctowym XCI, prowadzonej
w obecnosci DCC i dimetyloaminopirydyny (DMAP). W kolejnym etapie usunieto
grupe trimetylosililowa uzyskanego produktu XCII przy wuzyciu fluorku
tetrabutyloamoniowego (TBAF). Tak otrzymany blok budulcowy XCIII poddano
reakcji z fosgenem w obecnosci N,N-dimetyloaniliny, co doprowadzito do powstania
produktu posredniego, ktéry sprzegano nastepnie z przygotowanym uprzednio
linkerem peptydowym XCIV wobec trietyloaminy. Finalnie, analog XCV
przeksztalcono w reakgji z 1,1'-karbonylodiimidazolem (CDI) w bardziej reaktywna
pochodng XCVI, co w wyniku nastepczej reakcji z sola tetrabutyloamoniowa

alendronianu, doprowadzito do otrzymania oczekiwanego produktu LXX.
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Ostatnia ze wspomnianych strategii, polegajaca na syntezie totalnej
koniugatéw z prostych blokéw budulcowych, zostala wykorzystana przez Sturtza
iwsp. w 1992 roku do otrzymania trzech koniugatéow BP z metotreksatem. Jeden
z nich, koniugat LVI, ktérego dzialanie opisano w rozdziale 3.2, otrzymano na drodze
6-etapowej syntezy, w ktorej zwiazkiem wyjsciowym byt ester benzylowy kwasu
L-glutaminowego (Schemat 29). W pierwszym etapie, zwigzek XCVII poddano reakcji
z weglanem di-tert-butylu, a tak otrzymany N-Boc zabezpieczony analog XCVIII
sprzegano nastepnie z estrem etylowym kwasu 2-amino-4,4-bis(dietoksyfosforylo)-
butanowego XCIX z wykorzystaniem N,N’-dicykloheksylokarbodiimidu (DCC) jako
czynnika sprzegajacego. Uzyskany produkt C traktowano w kolejnym etapie kwasem
trifluorooctowym (TFA) w celu usunigecia zabezpieczenia tert-butoksy-
karbonylowego. Nastepnie, przeprowadzono kondensacje pochodnej CI
z N-zabezpieczonym chlorkiem kwasu N-metylo-4-aminobenzoesowego wobec
trietyloaminy, a uzyskany produkt posredni poddano redukcji w celu usuniecia
grupy 2,2,2-trichloroetoksykarbonylowej (Troc). Finalnie, przeprowadzono reakcje
sprzegania analogu CII z bromowodorkiem 6-(bromometylo)pterydyno-2,4-diaminy,
co pozwolilo otrzymaé estryfikowana forme docelowego zwigzku CIII, ktéra

poddana reakcji z TMSBr i metanolem oraz nastepczemu zmydleniu grup
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fosfoestrowych i karboksylowych doprowadzila do oczekiwanego produktu LVI

w postaci soli sodowej.1?’
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Schemat 29

Innym przykladem koniugatu otrzymanego na drodze syntezy totalnej jest
opisany w 2013 roku przez Agyin i wsp. koniugat alendronianu z bortezomibem LXI
(Schemat 30). 134 Strategia syntezy zastosowana przez autoréw obejmowata utlenienie
wyjsciowej 2,5-dimetylopirazyny do kwasu pirazyno-2,5-dikarboksylowego w reakcji
z tlenkiem selenu(IV) w pierwszym etapie, estryfikacje grup karboksylowych
pochodnej CIV w srodowisku kwasnym, oraz nastepcza czesciowa hydrolize zwigzku
CV do jej monoestrowej pochodnej CVI. Tak uzyskany analog poddano nastepnie
sprzeganiu z estrem pinakolowym dipeptydu kwasu boronowego CVII, ktéry zostat
uprzednio otrzymany zgodnie z 6-etapowq procedura opisang w literaturze.150.151
Reakcje kondensacji analogéw CVI z CVII prowadzono wobec zasady Hiiniga oraz
tetrafluoroboranu O-(benzotriazol-1-ilo)-N,N,N',N'-tetrametylouroniowego (TBTU),
a uzyskany produkt sprzegania CVIII poddano hydrolizie z udziatem wodorotlenku
litu. Docelowy koniugat LXI otrzymano w wyniku sprzegania kwasu alendronowego
z analogiem CVIX w obecnosci zasady Hiiniga, po wcze$niejszej aktywacji jego grupy
karboksylowej za pomoca N,N’-dicykloheksylokarbodiimidu (DCC) i N-hydroksy-
sukcynimidu (NHS) oraz nastepczej hydrolizy grupy pinakolowej uzyskanego
koniugatu przy uzyciu kwasu 2-metylopropyloboronowego (Schemat 30). Autorzy
nie podali jednak wydajnosci ostatniego etapu opisanej syntezy, ani wydajnosci z jaka
otrzymano blok budulcowy CVII. Dodatkowo, fragment procedury dotyczacy etapu
aktywacji grupy karboksylowej CIX z uzyciem DCC i NHS jest opisany nieprecyzyjnie
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— nie wiadomo jaki rozpuszczalnik zastosowano (DMF, jak w SI, czy DME, jak na
schemacie w publikacji). Ponadto, istnieja pewne rozbieznosci dotyczace wydajnosci
otrzymywania zwigzku CVIII (60% w tekscie vs. 89% w SI). Autorzy w publikacji
opisali takze synteze dwoéch innych koniugatéw ALN-Btz na drodze r6znych, réwniez

wieloetapowych procedur syntetycznych.
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Schemat 30

Analiza dostepnych strategii syntezy koniugatéw bisfosfonianéw ze
zwiazkami biologicznie aktywnymi wskazuje na znaczne zréznicowanie stosowanych
podejé¢ syntetycznych oraz brak uniwersalnych rozwiazan. Znaczna czes¢ opisanych
procedur koniugacji zostata opracowana z mysla o otrzymaniu konkretnych modeli
zwiagzkoéw, ktére najczesciej poddawano ocenie ich aktywnosci biologicznej. Cho¢
wlasciwosci  biologiczne otrzymywanych koniugatéow stanowig istotny cel
prowadzonych badan, nie mniej wazne pozostaja aspekty zwigzane z ich syntezg,
ktore jednak czesto traktowane sa jako drugorzedne. Nie odnaleziono prac, ktére
koncentrowalyby sie wylacznie na opracowywaniu uniwersalnych narzedzi
syntetycznych umozliwiajagcych otrzymywanie szerszego spektrum struktur
koniugatéw. W zwiazku z tym, zasadne wydaje sie opracowanie uniwersalnych
i efektywnych strategii syntetycznych, ktére pozwolilyby na ich szersze zastosowanie

zaréwno w badaniach podstawowych, jak i w zastosowaniach praktycznych.
4. Bisfosfoniany jako znaczniki w diagnostyce medycznej

Radiologiczne i nuklearne techniki obrazowania od wielu dekad odgrywaja
istotng role w diagnostyce choréb uktadu kostnego. Cho¢ konwencjonalne metody,
takie jak rentgenografia (RTG), tomografia komputerowa (CT) i rezonans
magnetyczny (MRI), cechuja sie dobra czuloscig, przystepnym kosztem i szeroka
dostepnoscia, ich swoistoé¢ diagnostyczna w wykrywaniu metabolicznych zmian

kostnych jest jednak ograniczona. W przeciwienstwie do nich, techniki medycyny
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nuklearnej, takie jak tomografia emisyjna pojedynczych fotonéw (SPECT) czy
pozytonowa tomografia emisyjna (PET), szczegdlnie w wariancie obrazowania
hybrydowego (np. SPECT/CT czy PET/CT) pozwalaja na znacznie dokladniejsza
lokalizacje i charakterystyke zmian patologicznych w kosciach, a takze ich wykrycie

juz na bardzo wczesnym etapie.!5?

Obecnie, w diagnostyce obrazowej kosci najpowszechniej stosowane sa dwa
radiofarmaceutyki oparte na bisfosfonianach: kompleksy kwasu medronowego
(MDP) i oksydronowego (HDP) z izotopem technetu-99m (*"Tc), wykorzystywane
w scyntygrafii planarnej i scyntygrafii SPECT (Rys. 16), a takze ['®F]fluorek sodu,
stosowany w PET. Oba rodzaje znacznikéw wykazuja zdolnoé¢ gromadzenia sie
w miejscach przebudowy kosci, jednak poza réznicami wynikajacymi z wlasciwosci
zastosowanych izotopéw oraz z metody detekcji emitowanego przez nie
promieniowania, znaczniki te r6znia sie réwniez sposobem oddzialywania z tkanka
kostng. Interakcja [®F]NaF z tkanka kostng polega na wymianie jonéw
hydroksylowych na fluorkowe w strukturze hydroksyapatytu, co prowadzi do
powstania fluoroapatytu (Ca;o(PO4)sF2). Z tego powodu [8F]NaF wykazuje wysoka
specyficznos¢ wzgledem HA w poréwnaniu z innymi mineratami wapnia. Z kolei
znaczniki **"Tc-MDP i ?°mTc-HDP, ze wzgledu na mechanizm wigzania oparty na
kompleksowaniu jonéw wapnia przez grupy fosfonowe, wykazuja powinowactwo

nie tylko do hydroksyapatytu, ale takze innych biologicznie istotnych soli wapnia.!?
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Rys. 16. Struktury kompleksow technetu-99m z kwasem medronowym [99"Tc]Tc-MDP
i oksydronowym [99"Tc]Tc-HDP

Znaczniki [®Tc]Tc-MDP oraz [*mTc]Tc-HDP sg stosowane w praktyce
klinicznej od konca lat 70. XX wieku i do dzi$§ odgrywaja istotng role w diagnostyce
szerokiego spektrum schorzen kostnych, w tym zakazen (np. zapalenia kosci i szpiku),
niezakaznych stanéw zapalnych (np. zapalenia stawoéw), urazéw, choréb
metabolicznych, a takze tagodnych i ztosliwych nowotworéw oraz ich przerzutéw do
kosci.’® Pomimo ich duzej uzytecznosci diagnostycznej, w obliczu postepu
technologicznego w ostatnich latach podjeto dzialania majace na celu opracowanie
srodkéow  kontrastowych i  radiofarmaceutykéw,  funkcjonalizowanych

bisfosfonianami, dedykowanych innym metodom obrazowania, w tym
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magnetycznemu rezonansowi jadrowemu (MRI) oraz pozytonowej tomografii

emisyjnej (PET).15

Najwiecej opisanych w literaturze znacznikéw funkcjonalizowanych
ugrupowaniem bisfosfonowym otrzymywano w wyniku koniugowania BPs ze
znanymi ligandami zdolnymi do tworzenia komplekséw z metalami lantanowcow
stosowanymi w obrazowaniu MRI (m.in. Gd(III) lub Ln(Ill)) i/lub radionuklidami
emitujagcymi pozytony (np. %¥Ga, "n) stosowanymi w PET. W wiekszosci tych
znacznikéw ugrupowanie bisfosfonowe pelnito wylacznie funkcje liganda
zapewniajacego powinowactwo znacznika do tkanki kostnej, w odréznieniu od
kompleksow **mTc-MDP oraz *°Tc-HDP, gdzie grupy fosfonowe uczestniczyly takze
w kompleksowaniu izotopu promieniotwoérczego. Sprzeganiu z BPs najczesciej
poddawano ligandy bedace pochodnymi kwaséw 1,4,7,10-tetraazacyklododekano-
1,4,7,10-tetraoctowego (DOTA) oraz 1,4,7-triazacyklononano-1,4,7-trioctowego
(NOTA), szeroko stosowane w biologii i medycynie nuklearnej.’®® Jednym
z pierwszych opisanych modeli byt ligand DOTA-NHCH(PO:s)2 (nazywany BPAMD),
opisany przez zespot Kubicka w 2005 roku (Rys. 17 A).% Badania nad jego
kompleksem z Gd(III) wykazaly, ze charakteryzuje sie dobra stabilnoscia i ma
zdolno$¢ do odwracalnego wigzania si¢ z hydroksyapatytem. Co wiecej,
relaksacyjnos¢ Gd(III)-BPAMD zwiagzanego z koscia byla ponad czterokrotnie wyzsza
niz kompleksu wolnego, co wskazuje na jego potencjal diagnostyczny jako érodka
kontrastowego w MRIL.156157 W p6zniejszych latach opisywano jeszcze inne znaczniki,
ktére badano pod katem zastosowania w MRI, m.in. Gd-DO3APBP (Rys. 17 A)138 czy
Gd>-DTPA-BA (Rys. 17 F).15 Skuteczno$¢ tego ostatniego w obrazowaniu zmian
nowotworowych potwierdzono w mysim modelu kostniakomiesaka z przerzutami

do ptuc.

W ostatnim czasie coraz wiecej prowadzonych jest badan nad otrzymywaniem
znacznikéw do obrazowania metoda PET, szczegdlnie tych znakowanych izotopem
galu-68 (8Ga). W literaturze opisano liczne kompleksy galu-68 z ligandami
funkcjonalizowanymi ugrupowaniem bisfosfonowym, zwlaszcza bedacych
pochodnymi wspomnianych wczeéniej chelatorow DOTA i NOTA, takich jak np.
BPAMD, 0161 DO3APB/BPPED'%?, DOTA-(ZOL),'$® DOTA-ALN® (Rys. 17 A),
NOTAMEBP,165 NO,AP-BP16>166 czy TRAP(MDP); (Rys. 17 B).1®7 Opisywano takze
kompleksy z ligandami opartymi na innych chelatorach, sposréd ktérych najczesciej
badaniom poddawane byly kompleksy z ligandami HBED-CC-BP,'541% PhenA-
HBP'® oraz THP-Pam (Rys. 17 C-E).153170
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Rys. 17. Struktury ligandéw funkcjonalizowanych ugrupowaniem bisfosfonowym

Badania koncentrowaly sie przede wszystkim na ocenie stabilnosci tych
kompleksow, ich dystrybucji in vivo, oraz przydatnosci diagnostycznej. Sposrod
wymienionych  znacznikéw,  klinicznej  ocenie = poddano  kompleksy
[8Ga]Ga-BPAMD, 160161 [68Ga]Ga-NO,AP-BP,1%  [8Ga]Ga-DOTA-(ZOL)%  oraz
[¢8Ga]Ga-HBED-CC-BP (°8Ga-P15-041).168 Wszystkie cztery znaczniki
charakteryzowaly sie dobra stabilnoscig, zdolnoscia do akumulacji w kosciach oraz
korzystnym klirensem. Ich skutecznos¢ diagnostyczna w wykrywaniu przerzutéw
nowotworéw do kosci byta zblizona, a w niektérych przypadkach nawet lepsza
w poréwnaniu z tradycyjnymi $rodkami, takimi jak [*"Tc]Tc-MDP lub
Na['8F]F.161166168 Sposroéd analizowanych zwiazkow, [%8Ga]Ga-P15-041 wyrdznial sie
dodatkowymi atutami, m.in szybkim i efektywnym tworzeniem kompleksow
z galem-68, co wynika z zastosowania ligandu HBED, ktéry tworzy trwalsze
kompleksy niz ligandy z DOTA czy NOTA.171172 Co wiecej, znakowanie HBED galem-
68 mozna przeprowadzi¢ w temperaturze pokojowej, w przeciwienistwie do
znakowania ligandéw DOTA i NOTA, ktére przeprowadza si¢ w podwyzszonej

temperaturze.'”172 W 2022 roku zakoriczono wczesng faze I badan klinicznych, gdzie

62



CZESC LITERATUROWA

oceniano skuteczno$¢ znacznika [%Ga]Ga-P15-041 w obrazowaniu przerzutéw

kostnych raka prostaty; wyniki nie zostaly jednak dotad opublikowane.

Obiecujace wyniki uzyskano réwniez w badaniach opublikowanych w 2023
roku przez Keelinga i wsp., w ktérych zastosowano znacznik [¥Ga]Ga-THP-Pam
w szczurzym modelu zwapniern pozakostnych (EC - extraosseous calcification).
Wykazano, ze [%¥Ga]Ga-THP-Pam umozliwia bardziej czule wykrywanie zlogow
wapnia o skladzie mineralnym réznym od hydroksyapatytu, co wskazuje na jego
potencjal jako skuteczniejszego i bardziej uniwersalnego znacznika PET

w obrazowaniu EC niz [18F]NaF.1%3

Zastosowanie bisfosfonianéw w tworzeniu znacznikéw ukierunkowanych na
tkanke kostna obejmuje rowniez funkcjonalizacje powierzchni
superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza y-Fe>Os, wykazujacych potencjat
jako érodki kontrastowe do obrazowania T2-zaleznego w MRI. Dobry przykiad
stanowia nanoczastki y-Fe,O; modyfikowane kwasem 1,5-dihydroksy-1,5,5-
trisfosfonopentanofosfonowym  (di-HMBP), zawierajgjcym dwa terminalne
ugrupowania bisfosfonowe, opisane przez Lalatonne i wsp. (Rys. 18 A). Taka
modyfikacja umozliwita internalizacje powstatych hybryd w komérkach kostnych
in vitro, nie powodujac przy tym dzialania toksycznego. Autorzy sugeruja, ze tego
typu uktady maja obiecujacy potencjal w diagnostyce choréb kosci i moga rowniez

pelnic¢ funkcje terapeutyczng poprzez hamowanie nadmiernego zwapnienia.'”?

Bisfosfoniany zostaly takze wykorzystane jako 1aczniki pomiedzy
powierzchnia ultramatych superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza
(USPIO), a taricuchem glikolu polietylenowego (PEG) (Rys. 18 B), co pozwolilo na
zwiekszenie hydrofilowosci nanoczastek oraz wydluzenie ich czasu krazenia we krwi.
Badania in vivo z udzialem tych hybryd wykazaly, ze charakteryzuja si¢ one wysoka
relaksacyjnoscig r; oraz niska r,, a uzyskany kontrast byl na tyle intensywny, ze ich
zastosowanie mogloby umozliwié¢ czterokrotne zmniejszenie wymaganej dawki

srodka kontrastowego.174
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Rys. 18. Struktury superparamagnetycznych nanoczastek tlenku zelaza modyfikowanych
ugrupowaniami bisfosfonowymi
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1-Amino-1,1-bisfosfoniany nalezag do grupy zwiazkéw szczegdlnie
interesujacych z punktu widzenia chemii medycznej i farmaceutycznej. Ich wyjatkowe
wladciwosci, takie jak silne powinowactwo do tkanki kostnej oraz zréznicowana
aktywnos¢ biologiczna, przyczyniaja sie¢ do duzego zainteresowania badaniami
ukierunkowanymi zaréwno na poszukiwanie nowych analogéw ABPs o potencjalnej
aktywnosci biologicznej, jak i na lepsze poznanie wilasciwosci biologicznych
zwigzkéw juz znanych. Istotnym kierunkiem badar pozostaja takze modyfikacje
strukturalne tych zwigzkoéw, jak réwniez synteza ich koniugatéw z innymi zwigzkami
biologicznie czynnymi, co moze w znaczacy sposob przyczyni¢ sie do zwiekszenia
potencjalu terapeutycznego wyjsciowych struktur. Kluczowe znaczenie dla
aktywnosci biologicznej 1-amino-1,1-bisfosfonianéw ma ich zréznicowanie
strukturalne. Tymczasem znaczna czes¢ dostepnych metod ich otrzymywania
prowadzi do pochodnych zawierajacych jedynie atom wodoru oraz réznie
podstawiong grupe aminowa w pozydji a. Ponadto, jak dotad, nie opisano ogélnych
metod otrzymywania ich niesymetrycznych fosfonowo-fosfinowych oraz fosfonowo-

fosfinoilowych analogéw, ktérych wlasciwosci biologiczne sa przez to stabo poznane.

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej pracy stanowia probe
opracowania uniwersalnych narzedzi syntetycznych umozliwiajacych otrzymywanie
zwigzkéw 1-amino-1,1-bisfosforowych i ich koniugatéow. Ocena wlasciwosci
fizykochemicznych i biologicznych otrzymanych struktur umozliwi okreélenie ich
potencjatu jako zwiazkéw terapeutycznych oraz znacznikéw wykorzystywanych

w diagnostyce medyczne;j.

64



OMOWIENIE WYNIKOW

1. Synteza zwiazkéw 1-amino-1,1-bisfosforowych

Pierwszym etapem zaplanowanych prac byla synteza zréznicowanych
strukturalnie pochodnych 1-amino-1,1-bisfosforowych. Badania rozpoczeto od
syntezy 1-(N-acyloamino)alkilideno-1,1-bisfosfonianéw tetraetylu 5
z chlorowodorkéw imidoilanéw etylu 1, na drodze kilkuetapowej procedury
przedstawionej na schemacie 31. Tak otrzymane pochodne przeksztalcono nastepnie
w odpowiednie 1-aminoalkilideno-1,1-bisfosfoniany tetraetylu 8, zawierajace wolng,
reaktywna grupe aminowa. Zwiazki te wykorzystano w badaniach nad synteza
koniugatéw ABPs z wybranymi zwigzkami biologicznie aktywnymi (rozdziat 2 oraz
3 omoéwienia wynikéw) lub przeksztalcono w odpowiednie kwasy 1-amino-
bisfosfonowe 9, ktére poddano nastepnie ocenie wtasciwosci biologicznych (rozdziat

4 omoéwienia wynikow).

Roéwnolegle, przeprowadzono badania nad transformacja 1-(N-acyloamino)-1-
etoksyalkanofosfonianéw dietylu 3 w odpowiednie fosfonowo-fosfinowe oraz

fosfonowo-fosfinoilowe analogi ABPs 6 oraz 7 (Schemat 31).
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Ze wzgledu na fakt, iz 1-amino-1,1-bisfosfosfoniany mozna uzna¢ za fosforowe
analogi a-aminokwaséw, zaplanowano otrzymanie pochodnych zawierajacych
w pozycji a podstawniki odpowiadajace grupom charakterystycznym dla biatkowych

oraz niebiatkowych a-aminokwaséw (Schemat 31).
1.1 Otrzymywanie symetrycznych 1-amino-1,1-bisfosfonianéw

1-(N-Acyloamino)alkilideno-1,1-bisfosfoniany tetraetylu 5 otrzymano zgodnie

z trzyetapowa procedurg, obejmujaca:

e zabezpieczenie grupy aminowej wyj$ciowych chlorowodorkéw imidoilanéw
etylu 1 za pomocg odpowiednich chlorkéw kwasowych,

e transformacje N-zabezpieczonych imidoilanéw etylu 2 w estry etylowe
kwaséw 1-(N-acyloamino)-1-etoksyalkanofosfonowych 3 w reakcji addycji
typu Michaelisa-Beckera prowadzonej w warunkach PTC,

e przeksztalcenie 1-(N-acyloamino)-1-etoksyalkanofosfonianéw  dietylu 3
w pochodne 1-(N-acyloamino)alkilideno-1,1-bisfosfonowe 5 w reakcji typu
Michaelisa-Arbuzowa, poprzez odpowiednie sole trifenylofosfoniowe 4
(Schemat 32).

Reakcje prowadzono zgodnie z procedurami opracowanymi przez Kuznik.17>
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Schemat 32

Reakcje acylowania chlorowodorkéw imidoilanéw etylu 1 prowadzono
zazwyczaj w temperaturze pokojowej, przez 24 godziny, w obecnosci zasady,
najczesciej zasady Hiiniga (diizopropyloetyloaminy). Odpowiednie N-acylo-

imidoilany etylu 2 otrzymywano na ogél z dobrymi lub bardzo dobrymi

66



OMOWIENIE WYNIKOW

wydajnosciami (Tabela 6). Wyjatek stanowil zwiagzek 2a (R! = H), ktérego synteze, ze
wzgledu na jego niestabilno$¢, prowadzono przez 2 godziny, w temperaturze 0°C,

uzyskujac produkt z wydajnoscig 34%.

Reakcje addycji fosforynu dietylu do N-acyloimidoilanéw etylu 2 prowadzono
w warunkach katalizy przeniesienia miedzyfazowego, z zastosowaniem eteru
koronowego 18-korona-6 jako katalizatora i uwodnionego (4% wag.) weglanu potasu
w roli zasady. Dla wiekszosci zsyntezowanych analogéw 3, korzystne okazalo sie
prowadzenie reakcji w obnizonej temperaturze, a w niektérych przypadkach réwniez
uzycie dwukrotnego, a nawet trzykrotnego molowego nadmiaru nukleofila.
Oczekiwane 1-(N-acyloamino)-1-etoksyalkanofosfoniany dietylu 3 izolowano
poprzez ekstrakcje z fazy stalej za pomocg heksanu lub dichlorometanu, a nastepnie
oczyszczano z wykorzystaniem chromatografii kolumnowej (DCM/MeOH/Et:N
100:1:1, v/v/v), uzyskujac je na ogoét z dobrymi wydajnosciami (Tabela 6).

N-Zabezpieczone 1-etoksyalkanofosfoniany dietylu 3 przeksztalcono
w odpowiednie estry 1-(N-acyloamino)alkilideno-1,1-bisfosfonowe 5 w reakcji
z tetrafluoroboranem trifenylofosfoniowym oraz fosforynem trietylu. W wiekszosci
przypadkéw transformacje te udalo sie przeprowadzi¢ metoda one-pot,
zwytworzeniem in situ reaktywnych soli trifenylofosfoniowych 4. Co wiecej,
najczesciej reakcje przebiegaly efektywnie bez dodatku stosowanego do tej pory jodku
trifenylometylofosfoniowego oraz zasady Hiiniga. Kluczowe znaczenie dla
efektywnosci tej przemiany mialo zastosowanie niewielkiego nadmiaru (5-10% mol.)
tetrafluoroboranu  trifenylofosfoniowego. = Reakcje  prowadzono najczesciej
w acetonitrylu, w temperaturze pokojowej lub podwyzszonej (40-70°C) w czasie od
5do24 godzin, stosujac 50% molowy nadmiar fosforynu trietylu (Tabela 6).
W przypadku syntezy zwiazku 5f (R! = CH2OMe), konieczne byto przeprowadzenie
transformacji z dodatkiem zasady Hiinign - w przeciwnym razie, reakcja
zatrzymywala sie na etapie generowania soli fosfoniowej. W ukladzie one-pot nie
udalo si¢ otrzymac¢ 1-(N-benzyloksykarbonyloamino)metylideno-1,1-bisfosfonianu
tetraetylu 5a (R' = H). W tym przypadku, skuteczniejsza metoda okazala sie by¢
procedura etapowa, obejmujaca synteze odpowiedniej soli fosfoniowej 4 (R! = H)
poprzez stapianie 1-etoksyfosfonianu 3a z tetrafluoroboranem trifenylofosfoniowym
w temperaturze 85°C pod obnizonym ci$nieniem, a nastepnie jej reakcje z fosforynem
trietylu, w obecnosci zasady Hiiniga. Surowe produkty 5 wydzielano z mieszaniny
poreakcyjnej poprzez ekstrakcje z fazy stalej za pomoca toluenu, a nastepnie

oczyszczano za pomocg chromatografii kolumnowej (DCM/MeOH 20:1, v/v).
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Tabela 6. Warunki i wydajnoéci otrzymywania N-acyloimidoilanéw etylu 2, 1-(N-acyloamino)-1-etoksyalkanofosfonianéw dietylu 3 oraz

1-(N-acyloamino)alkilideno-1,1-bisfosfonianéw tetraetylu 5

- C-hlo.rowodorek T 1-(N-acy10amino)-1'-et0ksyalkanofosfonian 1-(N-;.1cyloam.ino)alkilideno-l,l-
imidoilanu etylu 1 dietylu 3 bisfosfonian tetraetylu 5

Nr R! Nr PG Zasada WZ/;d" Nr 2S;t(1);;(rlc€;;<(g§tlj2 Te?ép" Cdzrz?is, WZ/IOd" Nr Te?(ljp" CZ}?S’ Rozp. WZ/IOd"
1a H 2a Cbz DIPEA 34 3a 1.0:1.2 -10 2 93 5a 70 8 MeCN 82
1b Me 2b Cbz DIPEA 90 3b 1.0:1.2 t.p. 2 94 5b 40 6.5 MeCN 95
1c Pr 2¢ Cbz DIPEA 95 3¢ 1.0:2.0 -10 4 68 5¢ t.p. 6 MeCN 95
1d Bu 2d Cbz DIPEA 91 3d 1.0:2.0 -10 4 54 5d t.p. 24 MeCN 90
le i-Bu 2e Cbz DIPEA 99 3e 1.0:3.0 -40 7 32 5e t.p. 24 MeCN 74
1f CH,OMe 2f Cbz 24,6-kolidyna 74 3f 1.0:1.2 -10 4 91 5f 70 5 MeCN 52
1g Ph 2g Cbz DIPEA 58 3g 1.0:1.2 t.p. 3 82 5g 60 8 MeCN 40
1h Bn 2h Cbz DIPEA 88 3h 1.0:2.0 -20 4 88 5h t.p. 6 DCM 86
1i Bn 2i  Ac Et:N 85 3i 1.0:1.2 t.p. 4 53 5i t.p. 24  MeCN 59
1j CHxCeH4sOMe 2j Cbz DIPEA 96 3j 1.0:3.0 -25 3 70 5j t.p. 24 DCM 84
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W  kolejnym  etapie  1-(N-benzyloksykarbonyloamino)alkilideno-1,1-
bisfosfoniany tetraetylu 5a-h oraz 5j poddano katalitycznemu uwodornieniu, celem
usuniecia grupy zabezpieczajacej. Reakcje prowadzono w aparacie cis$nieniowym Parr
w atmosferze wodoru (1.5-1.6 bar), w metanolu, przez godzine, stosujac 20%
Pd(OH)2/C (0.1 gna 1 mmol 5) lub 10% Pd/C (0.2 g na 1 mmol 5) w roli katalizatora.
Po zakonczeniu reakcji katalizator oddzielano przez filtracje, a rozpuszczalnik
odparowywano pod zmniejszonym ci$nieniem. Oczekiwane produkty 8 otrzymano
z bardzo dobrymi, czesto iloSciowymi wydajnosciami (Schemat 33) i nie wymagaly

one dalszego oczyszczania.

0 H, (1.5-1.6 bar) 0
R" P(OE), katalizator R'! P(OE),
Cbz.
N" P(OEt), MeOH, 1h H,N" > P(OEt),
O 11
5 8
Me
9 9 Ma 9 0
H)<P(0Et)2 Me)(P(OEt)Q P(OEt), P(OEY),
H,N" “P(OEt), H,N" P(OEt), H,N" P(OEt), H,N" P(OEt),
Il 1 1 1
8a 0 8b o 8¢ o 8d o

20% Pd(OH),/C, 99%  20% Pd(OH),/C, 97%  20% Pd(OH),/C, 95%  20% Pd(OH),/C, 97%

Me o)
I MeO
MeA\><P(OEt)2 OEt OEt OEt OEt
HoN ‘F"(OEt)z H2N OEt

P(OE), P(OEY), P(OEt),

\ \
8e 0 8f

20% Pd(OH),/C, 98% 10% Pd/C, 97% 0% Pd(OH)2/C 99% 0% Pd(OH)Z/C 100% 0% Pd(OH)2/C 98%
Schemat 33

Finalng transformacje 1-aminoalkilideno-1,1-bisfosfonianéw tetraetylu 8
w odpowiednie kwasy 1-amino-1,1-bisfosfonowe przeprowadzono stosujac
klasyczna hydrolize w stezonym kwasie solnym w temperaturze wrzenia - jedna
znajczesciej wykorzystywanych metod hydrolizy estréw  fosfonowych.176
W wiekszosci przypadkéw oczekiwane produkty 9 otrzymywano po 4-5 godzinach
reakcji, zdobrymi lub bardzo dobrymi wydajnosciami (64-92%, Schemat 34).
Zastosowane warunki umozliwily takze jednoczesng hydrolize grup estrowych oraz
odbezpieczenie = grupy  aminowej  1-(N-acetyloamino)-2-fenyloetylideno-1,1-
bisfosfonianu tetraetylu 5i, wskazujac na mozliwosé¢ bezposredniego otrzymywania
kwaséw 1-amino-1,1-bisfosfonowych réwniez z odpowiednio N-zabezpieczonych

pochodnych zabezpieczonych (5i — 9h, Schemat 34).
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o) o)
I 1] 1]
R' P(OEt), 35-38% HCI @R* P(OH), 35-38% HCI P(OEt),
_ 99-38% HCT o <0038 HCL
H,N” “P(OEt), t.wrz., 4-5h ClI"H3N” ~P(OH), twrz., 4-5h AC\N P(OEt),
5 ) oo
8 9 5i
Me
9 9 Y9 Q
H P(OH), Me  P(OH), P(OH), P(OH),
o o ® @ o
Cl HsN” “P(OH), Cl HyN” “P(OH),  CI H3N~ “P(OH), Cl HsN~ “P(OH),
1 1 Il Il
9%a o 9% o 9c 0 od 0
4h, 91% 4h, 81% 4,5h, 88% 4ah, 92%
Me
? MeO— O 0 0
Me P(OH) P(OH Il I
2 (OH), P(OH), P(OH),
@ ® O ® o ® o ®
Cl HsN™ P(OH), Cl HeN™ ~ P(OH), Cl HsN” “P(OH), Cl HsN” “P(OH),
1 1
9e o of o 9g 0 9h 0
5h, 83% 4h, 64% 4h, 92% 4h, 85%*

2 Otrzymany z 1-(N-acetyloamino)-2-fenyloetylideno-1,1-bisfosfonianu tetraetylu 5i

Schemat 34

W przypadku 1-amino-2-(4-metoksyfeylo)etylideno-1,1-bisfosfonianu
tetraetylu 8i (R! = CH2C¢H4sOMe), hydroliza w stezonym kwasie solnym prowadzita
do czesciowego dealkilowania grupy metoksylowej znajdujacej sie w tancuchu
bocznym. Obecnoé¢ produktu dealkilowania w mieszaninie reakcyjnej potwierdzono
juz po godzinie reakcji, mimo ze estry fosfonowe ulegaly w tym czasie jedynie
czeéciowej hydrolizie (Rys. 19 B). Udzial produktu dealkilowania zwiekszal sie
w czasie, osiggajac maksymalnga zawartos¢ 25% mol. po 8 godzinach reakcji
(Rys. 19 C). Préby rozdziatu powstatych zwigzkéw metoda krystalizacji nie powiodty
sie. W lagodniejszych warunkach hydrolizy (5% HCI, temperatura pokojowa) nie
obserwowano powstawania produktu z dealkilowana grupa metoksylowa, jednak
nawet po 72 godzinach reakcja prowadzita jedynie do czesciowej hydrolizy grup
estrowych. Podobne rezultaty uzyskano po godzinnej hydrolizie w 18% HCI
w temperaturze wrzenia. O obecnoéci mieszaniny produktéw, zawierajacych
czeéciowo zhydrolizowane grupy estrowe, Swiadczylo pojawienie si¢ na widmach
3P NMR dodatkowych charakterystycznych dubletéw o réznych intensywnosciach,
przy 18.7 ppm, 18.3 ppm, 9.1 ppm oraz 7.6 ppm, o stalej sprzezenia wynoszacej 4.9 Hz.
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Rys. 19. Poréwnanie widm 'H NMR (A) 1-amino-2-(4-metoksyfeylo)etylideno-1,1-

bisfosfonianu tetraetylu 8i [400 MHz/CDCl3/6 (ppm) wzgledem TMS] oraz mieszanin
reakcyjnych otrzymanych w wyniku hydrolizy pochodnej 8i w stezonym kwasie solnym po
(B) 1 godz. reakcji i (C) 8 godz. reakcji [400 MHz/D>O/d (ppm) wzgledem sygnatu

resztkowego D>O (4.79 ppm)]

Problem udato sie rozwiazaé stosujac 33% HBr w kwasie octowym. Po 72 godzinach

reakcji w temperaturze pokojowej otrzymano produkt catkowitej hydrolizy grup

estrowych oraz pelnego dealkilowania grupy metoksylowej, z wydajnoscig 89%.

MeO

H,N

8i

‘Fl’(OEt)Z

‘lT(OEt)z

33% HBr/AcOH

HO

tp., 72h

Schemat 35

71

©
Br

H3N

9j

O

P(OH),

‘l‘D(OH)z
(6]



OMOWIENIE WYNIKOW

Otrzymane N-acyloimidoilany etylu 2, 1-(N-acyloamino)-1-
etoksyalkanofosfoniany dietylu 3, 1-(N-acyloamino)alkilideno-1,1-bisfosfoniany
tetraetylu 5, 1-aminoalkilideno-1,1-bisfosfoniany tetraetylu 8 oraz kwasy 1-amino-
alkilideno-1,1-bisfosfonowe 9 identyfikowano na podstawie ich wtasciwosci
spektroskopowych (H, 3C, 3P NMR, IR) oraz za pomoca wysokorozdzielczej
spektrometrii mas (HRMS). Charakterystyke zwigzkéw 8a-i oraz 9a-h,j podano

w czeéci eksperymentalnej niniejszej pracy.

1.2 Otrzymywanie niesymetrycznych  fosfonowo-fosfinoilowych  oraz
fosfonowo-fosfinowych analogéw N-zabezpieczonych 1-amino-1,1-
bisfosfonianéw

Ze wzgledu na ograniczona liczbe opisanych dotychczas metod otrzymywania
niesymetrycznych pochodnych 1-amino-1,1-bisfosforowych, w kolejnym etapie
postanowiono zbada¢ mozliwos¢ transformacji N-zabezpieczonych 1-amino-1-
etoksyalkanofosfonianéw dietylu 3 w odpowiednie pochodne fosfonowo-
fosfinoilowe 6 oraz fosfonowo-fosfinowe 7. W reakcjach w roli nukleofila fosforowego

stosowano difenylofosfinin metylu lub fenylofosfonin dietylu.

Eksperymenty rozpoznawcze przeprowadzono w warunkach, ktore
sprawdzily sie w syntezie symetrycznych pochodnych bisfosforowych 5, t,.
z zastosowaniem 10% nadmiaru molowego tetrafluoroboranu trifenylofosfoniowego
oraz 50% nadmiaru molowego nukleofila. W przypadku reakgcji z difenylofosfininem
metylu, transformacja zachodzila efektywnie w dichlorometanie, w temperaturze
pokojowej lub w temperaturze 40°C, w ciggu 2-6 godzin (Schemat 36). Wyjatek
stanowily reakcje z udzialem 1-etoksyfosfonowych analogéow glicyny 3a (R! = H)
i fenyloglicyny 3g (R! = Ph), dla ktérych w warunkach one-pot, nawet w podwyzszonej
temperaturze, nie udalo sie otrzymac¢ oczekiwanych produktéw 6a oraz 6f.
W przypadku pochodnej 6a wynik ten nie byl zaskoczeniem, poniewaz analogiczna
reakcja 1-etoksyfosfonianu 3a z tetrafluoroboranem trifenylofosfoniowym
i fosforynem trietylu rowniez zakonczyla sie niepowodzeniem. Oczekiwany
fosfonowo-fosfinoilowy analog 6a udato sie otrzymac¢ wylacznie metoda etapowa
(step-by-step), obejmujaca synteze odpowiedniej soli fosfoniowej 4 (R! = H) poprzez
stapianie 1-etoksyfosfonianu 3a 2z tetrafluoroboranem trifenylofosfoniowym
w temperaturze 85°C, pod obnizonym ciSnieniem, a nastepnie jej reakcje
z difenylofosfininem metylu w temperaturze 60°C w obecnosci zasady Hiiniga
(Schemat 36). W przypadku fosfonowo-fosfinoilowego analogu fenyloglicyny 6f,
oczekiwany produkt réwniez otrzymano po przeprowadzeniu syntezy etapowo.
Odpowiedniag sol fosfoniowa 4 (R' = Ph) uzyskano po 40 minutach reakcji

1-etoksyfosfonianu 3g z tetrafluoroboranem trifenylofosfoniowym w temperaturze
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pokojowej, a nastepnie przeksztalcono ja w docelowy 1-(N-benzyloksykarbonylo-
amino)-1-(difenylofosforylo)fenylometanofosfonian dietylu 6f w reakcji

Michaelisa-Arbuzowa z difenylofosfininem metylu (Schemat 36).

typu

o)
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2 Wydajnosc obliczona wzgledem wyjsciowego 1-etoksyalkanofosfonianu 3a lub 3g

Schemat 36

Reakcje 1-(N-acyloamino)-1-etoksyalkanofosfonianéw dietylu 3 z tetrafluoro-
boranem trifenylofosfoniowym oraz fenylofosfoninem dietylu zachodzity efektywnie
zarbwno w temperaturze pokojowej jak i podwyzszonej, przy czym mniej

zanieczyszczefi obserwowano (TH oraz 3P NMR mieszanin poreakcyjnych)
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w reakcjach prowadzonych w temperaturze 40°C. W przypadku fosfonowo-
fosfinowego analogu fenyloglicyny 7e (R! = Ph), najwyzsza konwersje substratu 3g
stwierdzono w reakcji przeprowadzonej w temperaturze pokojowej przez 24 godziny.
Synteze 1-(N-benzyloksykarbonyloamino)-1-[etoksy(fenylo)fosforylolmetano-
fosfonianu dietylu 7a (R! = H) wykonano etapowo, stosujac warunki analogiczne do
tych uzytych w syntezie jego fosfonowo-fosfinoilowego odpowiednika 6a.
1-(N-Benzyloksykarbonyloamino)-1-[etoksy(fenylo)fosforylo]alkanofosfoniany

dietylu 7 otrzymywano jako mieszaniny diastereoizomeréw (dr 1:1-1:4), ktérych
stosunek okreslono na podstawie analizy widm 'H lub 3P NMR. Zaobserwowano
wzrost wartoéci dr wraz ze wzrostem zawady sterycznej podstawnika R!
znajdujacego sie przy centrum reakcyjnym. Tylko mieszanine diastereoizomeréw 7e
(dr 1:4) udalo sie rozdzieli¢ i wyizolowac jako pojedyncze izomery 7e” oraz 7e”” (Rys.
19) za pomoca chromatografii kolumnowej (AcOEt/Hex/MeOH 14:4:1, potem
DCM/MeOH 40:1). Niestety, proby rozdzialu pozostatych mieszanin diastereomeréw

7, zardbwno za pomoca chromatografii kolumnowej, jak i HPLC, nie powiodly sie.

Mieszanina reakcyjna, t.p., 24h

' e
Q Ph
P~0Et
Cbz

N~ “P(OEt
N (O

3675
"\ 36.68
2462

o

38.63
38.59

€] S]
Ph;PEt BF
7e O 3 4

Diastereoizomer gléwny 7e’

Diastereoizomer poboczny 7e”

70 6 60 55 50 is do 3s 30 3 20 Is fo 5 0
Rys. 20. Widma 3'P NMR mieszaniny reakcyjnej uzyskanej w reakgji syntezy zwigzku 7e
prowadzonej w temperaturze pokojowej przez 24 godziny (A), wyizolowanego gléwnego
diastereoizomeru 7e” (B) oraz wyizolowanego pobocznego diastereoizomeru 7e” (C);

162 MHz/CDCl3/8 (ppm) wzgledem sygnatu H3POy
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Nastepnie podjeto proby Kkatalitycznego uwodornienia fosfonowo-
fosfinoilowych pochodnych ABPs 6. Niestety, w warunkach, ktére umozliwily
skuteczna ~ redukcje = symetrycznych  pochodnych  1-aminoalkilideno-1,1-
bisfosfonowych 5 (H2 1.5-1.6 bar, MeOH, 1h, 0.1 g 20% Pd(OH)2/C na 1 mmol 5), nie
udalo sie przeprowadzi¢ calkowitej redukcji zadnego z badanych analogéw 6.
Jedynym zwiazkiem, ktéry zredukowano w petni, byt 1-(N-benzyloksy-
karbonyloamino)-1-(difenylofosforylo)metanofosfonian ~ dietylu = 6a.  Reakcje
przeprowadzono jednak przy zastosowaniu pieciokrotnie wiekszej ilosci katalizatora.
Finalnie, po oczyszczeniu metodq chromatografii kolumnowej, zwigzek ten uzyskano

z wydajnoscig 87% (Schemat 37).

9 H, (1.5 bar) C”)
H PPh,  20% Pd(OH),/C H PPh,
Cbz.

z N”P(OE),  MeOH, tp, th  HpN” “P(OED,

I
0
6a © 10
Schemat 37

W kolejnym etapie przeprowadzono wstepne badania nad hydroliza 1-amino-
1-(difenylofosforylo)alkanofosfonianéw dietylu. Reakcje dla wybranych modeli
niesymetrycznych fosfonowo-fosfinoilowych pochodnych 1-aminobisfosfonianéw
wykonywane w obecnosci stezonego kwasu solnego (t.wrz., 4h), bromowodoru
w kwasie octowym (t.p., 24h) oraz 1% roztworu wodorotlenku sodu (t.wrz., 4h)
prowadzily do otrzymania mieszaniny produktéw, ktérych struktur nie udalo sie

zidentyfikowac.

Najbardziej efektywna metoda deestryfikacji grup fosfonowych przetestowana
dla modelu 1-(N-benzyloksykarbonyloamino)-1-(difenylofosforylo)metano-
fosfonianu dietylu 10 okazala sie¢ reakcja z bromkiem trimetylosililu, a nastepnie

metanolem (Schemat 38).

0
H ('iphz 1) TMSBr, CHCI5, t.p., 72h  H PPh,
H2N><IIID(OEt)2 2) MeOH, 30 min H2N><|F|>(OH)2
10 ° n ©
Schemat 38

Przeprowadzone badania wskazaly, ze redukcja oraz hydroliza 1-(N-benzylo-
ksykarbonyloamino)-1-(difenylofosforylo)alkanofosfonianéw dietylu 6 jest mozliwa,

cho¢ wymaga dalszej optymalizacji. Prace w tym zakresie sa kontynuowane.
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Struktury fosfonowo-fosfinoilowych i fosfonowo-fosfinowych analogow
N-zabezpieczonych 1-amino-1,1-bisfosfonianéw 6 i 7, 1-(N-benzyloksykarbonylo-
amino)-1-(difenylofosforylo)metanofosfonianu dietylu 10 oraz kwasu 1-amino-1-
(difenylofosforylo)metanofosfonowego 11 potwierdzono na podstawie ich
wlasciwosci  spektroskopowych (1H, 1BC, 3P NMR, IR) oraz za pomoca
wysokorozdzielczej spektrometrii mas (HRMS). Ich szczegélowq charakterystyke

przedstawiono w czesci eksperymentalnej niniejszej pracy.

Podsumowwujac, udalo si¢ opracowaé uniwersalng metode otrzymywania
strukturalnie zréznicowanych pochodnych 1-amino-1,1-bisfosforowych, obejmujaca
zarébwno symetryczne 1-amino-1,1-bisfosfoniany, jak i ich niesymetryczne analogi
fosfonowo-fosfinoilowe oraz fosfonowo-fosfinowe. Warto podkresli¢, ze
zaproponowana procedura nalezy do nielicznych znanych metod sekwencyjnej
syntezy zwigzkéw 1-amino-1,1-bisfosforowych. Udalo sie takze dobra¢ warunki
deprotekcji grupy aminowej oraz nastepczej hydrolizy 1-(N-benzyloksy-
karbonyloamino)alkilideno-1,1-bisfosfonianéw tetraetylu. Wskazano réwniez na
mozliwo$¢ przeprowadzenia analogicznych transformacji dla fosfonowo-

fosfinoilowych pochodnych ABPs.
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2. Modyfikacje struktury ukladéw bisfosfonowych

Kolejny etap zaplanowanych prac badawczych obejmowal przeprowadzenie

modyfikacji strukturalnych wybranego modelu 1-amino-1,1-bisfosfonianu.

Pierwszy z kierunkéw badan zakladat synteze koniugatow ABP z wybranymi
zwigzkami biologicznie aktywnymi (Schemat 39 A). Do potencjalnych korzysci
wynikajacych z chemicznego potaczenia tych zwigzkéw mozna zaliczy¢ nie tylko
zmiane wlasciwosci terapeutycznych powstalego koniugatu, bedaca efektem
mozliwej synergii miedzy obiema czasteczkami, lecz takze ukierunkowane

dostarczanie terapeutyku do kosci, dzieki obecnosci ugrupowania bisfosfonowego.

Drugim kierunkiem badarn byla modyfikacja struktury ABP poprzez
wprowadzenie grupy trifenylofosfoniowej (TPP*), pelniacej funkcje tzw. ,liganda
mitochondrialnego” (Schemat 39 B). Grupa TPP”, ze wzgledu na silnie lipofilowy
charakter oraz trwaly ladunek dodatni zdelokalizowany w trzech pierécieniach
fenylowych ma bowiem zdolnoé¢ przenikania przez blone mitochondrialna
i selektywnej akumulacji w ich wnetrzu. Modyfikacja struktury ABP poprzez
wprowadzenie grupy TPP* mogtaby korzystnie wplynaé¢ nie tylko na poprawe
biodostepnosci wyjsciowej czasteczki (ktéra w przypadku kwaséw BP jest niska
z uwagi na ich silnie hydrofilowy charakter), lecz takze jej wlasciwosci biologicznych,
zwazywszy, ze jeden z proponowanych mechanizméw dziatania bisfosfonianéw

wigze sie z powstawaniem antymetabolitow ATP wlasnie w mitochondriach.

Zwiazkiem poddanym opisanym wyzej modyfikacjom byt 1-amino-
metylideno-1,1-bisfosfonian tetraetylu 8a, wybrany ze wzgledu na jego prosta
strukture, warunkujaca jego potencjalnie wyzsza reaktywnosé, a takze wysoka
aktywnos¢ biologiczna odpowiadajacej mu formy kwasowej (co potwierdzily badania

opisane w podrozdziale 4 oméwienia wynikéw).

H ‘lo‘j(OR) H (‘F)"(OEt) H ‘|O‘3(OR)
ZWIAZEK e 2 A pe > _B . Q ® X ’

BIOLOGICZNIE H ‘F"(OR)z H2N ‘F"(OEt)z P ” ﬁ(OR)z
AKTYWNY 0 8a O o o
Br R=EtH
Synteza koniugatow ABP ze zwigzkami biologicznie aktywnymi Modyfikacja struktury ugrupowaniem TPP*
Schemat 39

77



OMOWIENIE WYNIKOW

2.1 Sprzeganie 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu tetraetylu z pochodnymi
betuliny

Badania rozpoczeto od syntezy koniugatéw 1-aminometylideno-1,1-
bisfosfonianu tetraetylu 8a z wybranymi zwigzkami biologicznie aktywnymi.
Pierwszym z nich byta betulina (BN, Rys. 21), bedaca naturalnym triterpenem typu
lupanu, wykazujacym szerokie spektrum aktywnosci biologicznej, w tym dziatanie
przeciwnowotworowe, przeciwzapalne oraz przeciwwirusowe.l”7-17 Jako zwigzek
pochodzenia naturalnego, BN charakteryzuje si¢ wysokim profilem bezpieczeristwa,
co czyni ja substancja o duzym potencjale terapeutycznym. Najwiekszym
ograniczeniem w zastosowaniu betuliny jest jej niska rozpuszczalnosé¢ w srodowisku
wodnym, a tym samym ograniczona biodostepnoé¢, co wynika z silnie

hydrofobowego charakteru czasteczki.!®

W celu poprawy rozpuszczalnosci, aktywnosci biologicznej oraz
selektywnosci dziatania, betulina i jej analogi poddawane sa licznym modyfikacjom
strukturalnym, najczeéciej obejmujacym grupy hydroksylowe w pozycjach C-3 i C-28
szkieletu czasteczki. Przykladem takiej funkcjonalizacji jest wprowadzenie do
struktury BN grup acylowych, takich jak acetylowe czy 3-karboksyacylowe,
co wyraznie zwieksza jej aktywno$é biologiczna.’! Jednym z najlepiej poznanych
zwigzkéw tego typu jest bevirimat (Rys. 21) - pochodna kwasu betulinowego,
zawierajaca reszte 3-O-(3’-karboksy-3’,3’-dimetylopropanoilowq), wykazujaca silne
dziatanie przeciwwirusowe, zwlaszcza wobec wirusa HIV. Poza wplywem na
wlasciwosci biologiczne wyjsciowej czasteczki, dodatkowa zaleta zastosowania
linkera zakoriczonego grupa karboksylowa jest mozliwos¢ dalszej modyfikacji jej

struktury.

Rys. 21. Struktury betuliny (BN) oraz bevirimatu

Majac na uwadze potencjalne korzysci wynikajace z modyfikacji struktury
betuliny, zaplanowano synteze trzech koniugatéw, otrzymanych w wyniku
sprzegania 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu tetraetylu 8a z karboksyacylowymi
pochodnymi betuliny za pomoca wigzania amidowego. W reakcjach wykorzystano

nastepujace pochodne BN réznigce sie rodzajem oraz miejscem przylaczenia linkera:
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3-O-acetylo-28-O'-(3'-karboksypropanoilo)betuline 12, 3-O-acetylo-28-O'-(3'-
karboksy-3’,3’-dimetylopropanoilo)betuline 13 oraz 3,28-O,0'-bis(3'-karboksy-
propanoilo)betuline 14 (Rys. 22). Zwiazki te zostaly udostepnione przez Pania dr inz.
Mirostawe Grymel z Katedry Chemii Organicznej, Bioorganicznej i Biotechnologii

Politechniki Slaskiej w Gliwicach, ktéra otrzymata je zgodnie z opisana procedura.!s2

Rys. 22. Struktury 3-O-acetylo-28-O'-(3'-karboksypropanoilo)betuliny 12, 3-O-acetylo-28-O'-
(3'-karboksy-3’,3’-dimetylopropanoilo)betuliny 13 oraz 3,28-O,0'-bis(3'-karboksypropanoilo)-
betuliny 14

Dotychczas w literaturze opisano tylko jeden koniugat ABP z pochodnymi BN
(koniugat kwasu betulinowego z 1-(2-aminoetyloamino)-1,1-etylidenobisfosfonianem
tetraetylu LXXIX), ktérego synteze przedstawiono w rozdziale 3.3 czesci literaturowe;.
Pomimo wysokiej wydajnosci z jaka autorzy otrzymali produkt LXXIX, nie podali oni

zadnych informacji na temat jego aktywnosci biologicznej.

Badania nad synteza koniugatéw ABP-BN rozpoczeto od eksperymentéow
rozpoznawczych, w ktérych sprawdzono rézne warunki reakcji tworzenia wigzania
amidowego pomiedzy 1-aminobisfosfonianem 8a i 3-O-acetylo-28-O'-(3'-
karboksypropanoilo)betuling 12, wybrana jako modelowy substrat (Schemat 40).
Reakcje prowadzono w atmosferze argonu, z wykorzystaniem N,N'-dicykloheksylo-
karbodiimidu (DCC) jako czynnika sprzegajacego. Procedura obejmowata aktywacje
analogu betuliny w reakcji z DCC, prowadzonej przez 2 godziny w temperaturze
pokojowej. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej wprowadzano roztwor bisfosfonianu
8a i kontynuowano reakcje w tych samych warunkach (metoda A). Dobér warunkéw
obejmowat zmiany stosunkéw molowych reagentéw, rodzaju rozpuszczalnika, czasu
reakcji oraz ocene wplywu dodatku 1-hydroksybenzotriazolu (HOBt) na przebieg
reakcji (Tabela 7). Odczynnik ten czesto zwigksza wydajnos¢ i selektywnos¢ reakcji
tworzenia wigzarn amidowych z uzyciem DCC. Przebieg reakcji kontrolowano za

pomoca spektroskopii 'H oraz 3'P NMR.

% o)
/MOH H ‘F"(OEt)z DCC, Ar
Rk —_—

H,N P(OEt),

Schemat 40
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Tabela 7. Dobér warunkéw reakcji sprzegania 3-O-acetylo-28-O'-(3'-karboksypropanoilo)-
betuliny z 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianem tetraetylu 8a

Nr f;():s;l n:e]l; (I:n CO {(;flvgBt Rozpuszczalnik Czas, h Konwersja 12,2 %
1 1.0:15:15:- DCM + MeOH 24/48/144 42/54/55

2 1.0:15:15:- AcOEt + MeOH 24/48/144 47/51/52

3 1:0:15:15:- MeCN +MeOH 24/48/144 41/42/42

4 1:0:2:0:15:- DCM + MeOH 24 56

5 1:0:15:15:1.1 DCM + MeOH 24 56

6 1.0:20:1.1:1.1 DCM + MeOH 48 73

2Okreslona na podstawie analizy widm 'H NMR

Kluczowym aspektem byl dobér odpowiedniego s$rodowiska reakgcji,
zapewniajacego wlasciwy kontakt miedzy reagentami. Najlepsza konwersje substratu
12 uzyskano prowadzac reakcje w dichlorometanie z dodatkiem alkoholu
metylowego (10%, v/v) (Tabela 7, pozycje 1-3). Zgodnie z oczekiwaniami, wydluzenie
czasu reakcji zwiekszylo stopien przereagowania substratu 12, jednak po
48 godzinach dalszy wzrost konwersji byl juz nieznaczny (Tabela 7, pozycje 1-3).
Zwiekszenie molowego nadmiaru 1-amino-1,1-bisfosfonianu oraz dodatek
1-hydroksybenzotriazolu korzystnie wptynety na efektywnos¢ reakcji, zwiekszajac
konwersje substratu o okoto 10% w czasie 24 godzin w poréwnaniu do pierwszego
wariantu reakcji (Tabela 7, pozycje 4 i 5 vs 1). Najlepsze efekty osiggnieto, stosujac
DCC i HOBt w 10% nadmiarze molowym oraz 2-krotny nadmiar molowy 1-amino-

1,1-bisfosfonianu 8a (Tabela 7, pozycja 6).

Po przeprowadzeniu doboru warunkéw reakcji zastosowano je w syntezie
trzech modeli koniugatéw 15-17 (Schemat 41, Tabela 8, Metoda A). Gléwna trudnoscia
podczas izolacji analogéw ABP-BN byto ich oddzielenie od N,N’-dicykloheksylo-
mocznika (DCU), powstajacego jako produkt uboczny. Najskuteczniejsza metoda
wydzielania produktéw koniugacji z mieszaniny reakcyjnej okazala sie ekstrakcja
zfazy stalej przy uzyciu octanu etylu, a nastepnie oczyszczanie za pomoca
chromatografii kolumnowej (AcOEt/MeOH, gradient 20:1 do 5:1, v/v). Oczekiwane

produkty uzyskano finalnie z wydajnosciami w zakresie 34-77% (Tabela 8).
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1]
2 R ﬁ o} 2 R ? )F’LOEt)z
. : \J o H P(OEt), MetodaA lubB R W N ‘I‘)(OEt)Z
+ O P
© H2N><‘F‘>(0Et)2 e 0
I ¥oeodLEIE i O
o~ 7., 12: R=H 8a 0 15:R=H
13: R= Me 16: R= Me
Metoda A: DCC (1.1 ekw.), HOB (1.1 ekw.), DCM/MeOH, A, t.p., 48h
Metoda B: DCC (1.5 ekw.), DCM, Ar, 45-50°C, ))), 4h
9
o P(OEt),
? N~ P(OEt),

P(OEt), Metoda A lub B

X‘I‘D(OEt)z
0 o}
(EtO)ZFU
(EtO),P o}
I
Metoda A: DCC (2.2 ekw.), HOBt (2.2 ekw.), DCM/MeOH, Ar, t.p., 48h
Metoda B: DCC (4.0 ekw.), DCM, Ar, 45-50°C, ))), 2h
Schemat 41
Tabela 8. Warunki i wydajnoéci otrzymywania koniugatow ABP-BN 15-17
Analog Stosunek molowy g CzaS’ Temp-l Konw.,2 Wyd-,l’
IS BN analog BN:8a:DCC:HOBt gL h oC % 9%
Metoda A
1 12 1.0:20:1.1:1.1 DCM + MeOH 48 t.p. 73 61
2 13 1.0:20:1.1:1.1 DCM + MeOH 48 t.p. 79 77
3 14 1.0:40:22:22 DCM + MeOH 48 tp - 34
Metoda B
4 12 1.0:20:15 DCM 2/4 45-50 94/96 -/91
5 13 1.0:20:15 DCM 2/4 45-50 90/97 -/92
6 14 1.0:4.0:4.0 DCM 2 45-50 < 69

2 Okreslona na podstawie analizy widm 'H NMR. ® Wydajnoé¢ wyizolowanego produktu. < Konwersja
niemozliwa do okreslenia ze wzgledu na nakladanie sie sygnaléw na widmie H NMR.

Z powodu niepelnej konwersji substratow 12-14 oraz niskiej wydajnosci
produktu dipodstawionego 17, w kolejnym etapie prac badawczych zdecydowano sie
przeprowadzi¢ reakcje wspomagane ultradzwiekami, bazujac na literaturowych
doniesieniach o ich korzystnym wplywie na tworzenie wigzan amidowych. Tym
razem w roli czynnika sprzegajacego wykorzystano wyltacznie DCC (1.5 ekw.) oraz
uproszczono  procedure  syntezy.  Wszystkie  reagenty  rozpuszczono
w dichlorometanie, a reakcje przeprowadzono w temperaturze 45-50°C
i wspomagano ultradZwiekami (metoda B). W przypadku analogéw 12 oraz 13
wysoka konwersje substratu (96-97% na podstawie analizy widm 'H NMR)

zaobserwowano juz po 4 godzinach (Tabela 8). Dla pochodnej 14 za optymalny czas

81



OMOWIENIE WYNIKOW

reakcji uznano 2 godziny, poniewaz jego dalsze wydluzenie skutkowalo

powstawaniem produktéw ubocznych.

Aby oceni¢ wplyw samej temperatury na przebieg reakcji, przeprowadzono
eksperyment kontrolny, w ktérym zastosowano identyczne warunki (12 : 8a : DCC
1.0 : 2.0 : 1.5, temp. 45-50°C), jednak bez wspomagania procesu ultradZzwiekami.
Po 2 godzinach reakcji konwersja substratu 12 wyniosta jedynie 35%, co potwierdza

istotng role ultradzwiekéw w zwiekszeniu efektywnosci omawianej transformacji.

Po zakorniczeniu reakcji produkty izolowano analogicznie jak w metodzie A.
Koniugaty 15-17 uzyskano z wydajnoSciami w zakresie 69-92% (Tabela 8). Warto
podkresli¢, ze chociaz proces oczyszczania produktéw koncowych w obu metodach
obejmowat ekstrakcje i chromatografie kolumnowyg, izolacja czystych koniugatow
otrzymanych metoda B byla utatwiona dzieki nizszej zawartosci nieprzereagowanych

substratow i braku 1-hydroksybenzotriazolu w mieszaninie poreakcyjnej.

Otrzymane koniugaty 15-17 poddano nastepnie ocenie ich wtlasciwosci
cytotoksycznych, co opisano w rozdziale 4 oméwienia wynikéw. Opracowane
metody syntezy oraz aktywnos$¢ biologiczna koniugatéw 15-17 stanowia przedmiot

dwoch zgloszen patentowych.

2.2 Sprzeganie 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu tetraetylu z wybranymi
zwiazkami biologicznie aktywnymi oraz bromkami karboksyalkilo-
trifenylofosfoniowymi

Po otrzymaniu koniugatéw ABP z pochodnymi betuliny rozpoczeto badania
nad mozliwoscia wykorzystania opracowanej metody sprzegania wspomaganej
ultradzwiekami w syntezie koniugatéw 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu
zinnymi zwigzkami biologicznie aktywnymi. Biorac pod uwage budowe
(odpowiednie do modyfikacji grupy funkcyjne) i wlasciwosci biologiczne,

wytypowano nastepujace zwiazki:

e  Chlorambucyl - alkilujacy lek przeciwnowotworowy, nalezacy do pochodnych
iperytu azotowego, stosowany gléwnie w leczeniu nowotworéw hematologicznych
(Schemat 42). Wprowadzenie ugrupowania bisfosfonowego do tego typu ukladéw
moze prowadzi¢ do poprawy ich wlasciwosci biologicznych, czego przykladem jest
zwigzek  przedstawiony na rysunku 23, o obiecujacej aktywnosé

przeciwnowotworowej.183184
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o wydluzenie przezycia oraz zahamowanie wzrostu guza w

(OH)2 szczurzym modelu kostniakomiesaka i miesaka Walkera

u=0

Cl (HO),P
o] o redukcja objetosci guza w szczurzym modelu raka sutka

Cl

Rys. 23. Pochodna iperytu azotowego funkcjonalizowana ugrupowaniem bisfosfonowym

e Kwas mykofenolowy - naturalny zwigzek chemiczny nalezacy do grupy
antybiotykéw poliketydowych, stosowany jako lek o dziataniu immunosupresyjnym
oraz cytostatycznym (Schemat 42). Modyfikacje jego struktury moga prowadzi¢ do
poprawy wtlasciwosci biologicznych, w tym dzialania immunosupresyjnego,
cytostatycznego,  przeciwwirusowego,  przeciwgrzybiczego czy  przeciw-

bakteryjnego.185-188

e Indometacyna - zwiazek nalezacy do grupy niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych (NLPZ), stosowany jako srodek przeciwbélowy i przeciwzapalny,
m.in. w leczeniu stanéw zapalnych i obrzekéw towarzyszacych chorobom uktadu

kostno-stawowego (Schemat 42).

e 5-Karboksyuracyl - pochodna zasady pirymidynowej (uracylu) wchodzacej
w sklad RNA (Schemat 42). Zmodyfikowane zasady azotowe (jak np. 5-fluorouracyl)
dzialaja jako antymetabolity pirymidyn i maja zdolnos¢ hamowania aktywnosci
enzyméw niezbednych do syntezy kwaséw nukleinowych. Dzieki temu moga

wykazywac dziatanie przeciwnowotworowe.

Ponadto, poza synteza wspomnianych koniugatéw, zaplanowano réwniez
zastosowanie opracowanej metody do modyfikacji struktury 1-aminometylideno-1,1-
bisfosfonianu tetraetylu 8a grupa trifenylofosfoniowa (TPP*). W tym celu
wykorzystano  bromek  (2-karboksyetylo)trifenylofosfoniowy oraz  bromek

(4-karboksybutylo)trifenylofosfoniowy (Schemat 42).
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Schemat 42

Badania rozpoczeto od eksperymentéw rozpoznawczych, ktérych celem bylo
dopracowanie optymalnych warunkéw reakcji. Juz na poczatkowym etapie
zaobserwowano, ze zmniejszenie nadmiaru DCC do 20% mol. oraz zastosowanie
réwnomolowej ilosci 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu tetraetylu 8a nie miato
negatywnego wplywu na przebieg reakcji. Wrecz przeciwnie - w reakcjach
z chlorambucylem, indometacyna, kwasem mykofenolowym oraz bromkami
(2-karboksyetylo)- i (4-karboksybutylo)trifenylofosfoniowymi  pelna = konwersje
substratow (wyznaczong na podstawie widm 'H oraz 3'P NMR) obserwowano juz po
0.5-2 godzinach reakcji. Zredukowanie nadmiaru ABP 8a oraz DCC korzystnie
wplynelo réwniez na uproszczenie procesu izolacji produktéw z mieszaniny
reakcyjnej, w ktorej, poza oczekiwanym koniugatem, znajdowal sie wylaczenie

N,N’-dicykloheksylomocznik (DCU; Rys. 24 B). Ostatecznie, po oczyszczeniu metoda
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chromatografii kolumnowej (DCM/MeOH, 20:1 lub 10:1, v/v), oczekiwane zwigzki
18-20, 22 oraz 23 uzyskano z bardzo dobrymi wydajno$ciami, w zakresie 90-94%
(Schemat 42).
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Rys. 24. Widma 'H NMR 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu tetraetylu 8a (A), mieszaniny
uzyskanej w reakcji syntezy pochodnej 22 po 30 minutach reakgi (B), wyizolowanego
koniugatu 22 (C)

W  przeciwienstwie do wczeéniej opisanych przypadkéw, zastosowanie
omawianej metody w syntezie koniugatu z 5-karboksyuracylem okazato sie¢ znacznie
mniej efektywne. Gléwnym problemem byla bardzo staba rozpuszczalnosé
5-karboksyuracylu w wiekszosci rozpuszczalnikow organicznych, standardowo
stosowanych w reakcjach z udzialem DCC. Co ciekawe, mimo jego ograniczonej
rozpuszczalnosci w chloroformie, widma 'H oraz 3P NMR wskazywaly na
powstawanie produktu sprzegania 21 w reakcji prowadzonej w tym rozpuszczalniku.
Koniugatu nie udato sie jednak wyizolowac z mieszaniny poreakcyjnej. Zastosowanie

N,N-dimetyloformamidu, cho¢ zapewnialo dobra rozpuszczalnosé¢ reagentéw, nie
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poprawito efektywnosci syntezy — w tym przypadku wynikiem reakcji byta ztozona

mieszanina produktéw, trudnych w identyfikacji.

Skuteczniejsza metoda syntezy koniugatu 21 okazala sie reakcja
5-karboksyuracylu z  1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianem  tetraetylu  8a
z wykorzystaniem heksafluorofosforanu O-(benzotriazol-1-ilo)-N,N,N',N'-
tetrametylouroniowego (HATU) i zasady Hiiniga, prowadzona w temperaturze
pokojowej w DMF przez 24 godziny (Schemat 43). Ostatecznie, oczekiwany produkt
21, po oczyszczeniu przez krystalizacje (z uktadu metanol/eter dietylowy, nastepnie

z metanolu), uzyskano z wydajnoscig 61%.

2 ?
I
& H><P(0Et)2 HATU, DIPEA oH 9 jiOEt)z
)N\)E)%H " HNTTPOE): D A tp., 24n )N\)E/l” P(OEt),
NS ~ o
HO” N 0 oSN
8a 21

Schemat 43

Po otrzymaniu serii koniugatow ABP z chlorambucylem, kwasem
mykofenolowym, indometacyna i 5-karboksyuracylem 18-21 oraz pochodnych
1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu tetraetylu modyfikowanych ugrupowaniem
trifenylofosfoniowym 22 i 23, przeprowadzono deestryfikacje grup fosfonowych
z wykorzystaniem bromku trimetylosililu, a nastepnie metanolu (Schemat 44).
W wiegkszosci przypadkéw oczekiwane produkty otrzymywano z bardzo dobrymi
wydajnosciami 88-99%. W przypadku koniugatu ABP z kwasem mykofenolowym 19
reakcja deestryfikacji z zastosowaniem TMSBr nie przebiegta pomyslnie. Na widmie
3IP NMR obserwowano liczne sygnaly wskazujace na obecnosé produktow
ubocznych i/lub rozkladu. Ze wzgledu na obecno$¢ wiazania podwdjnego oraz
pierscienia laktonowego w strukturze koniugatu 19 zrezygnowano z préb hydrolizy
w  warunkach kwasnych (HCl, HBr/AcOH). Hydroliza przeprowadzona

w warunkach zasadowych (1% NaOH, 24h, t.p.) rowniez sie nie powiodla.
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Schemat 44

Struktury otrzymanych koniugatéw 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu
z pochodnymi betuliny, chlorambucylem, kwasem mykofenolowym, indometacyna,
5-karboksyuracylem oraz bromkami N-karboksyalkilotrifenylofosfoniowymi 15-28
potwierdzono na podstawie ich wlasciwosci spektroskopowych (1H, 3C, 3P NMR, IR)
oraz za pomoca wysokorozdzielczej spektrometrii mas (HRMS). Ich szczegélowa
charakterystyke przedstawiono w czesci eksperymentalnej niniejszej pracy.
W przyszlosci planowane jest poddanie zsyntezowanych koniugatéw badaniom ich

wlasciwosci biologicznych.

Podsumowujac ten etap badan, za sukces nalezy uzna¢ opracowanie prostej
i uniwersalnej metody sprzegania 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu tetraetylu ze
zwigzkami funkcjonalizowanymi grupa karboksylowa, opartej na tworzeniu
wigzania amidowego z wykorzystaniem ultradZwiekéw. Procedura ta moze znalez¢
zastosowanie zaréwno do przeprowadzenia prostych modyfikacji struktury ABP, jak
roOwniez do otrzymania jego koniugatéw z bardziej zlozonymi zwigzkami

biologicznie czynnymi.
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3. Proby wykorzystania potencjatu polaczenia ABP z DFO jako
znacznika diagnostycznego

W kolejnym etapie podjeto probe przeprowadzenia modyfikacji struktury
deferoksaminy z udzialem 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu tetraetylu celem
otrzymania liganda o strukturze pozwalajacej na wykorzystanie go jako znacznika

diagnostycznego.

Deferoksamina (DFO) jest zwigzkiem naturalnym nalezacym do grupy
sideroforow, wydzielanym przez bakterie z rodzaju Streptomyces. Dzieki obecnosci
trzech grup hydroksamowych, czasteczka DFO wykazuje zdolnos¢ do wiazania
jonow Fe®*, tworzac stabilny, dobrze rozpuszczalny w wodzie chelat - feroksamine
(Rys. 25). Deferoksamina od lat znajduje zastosowanie kliniczne, szczegdlnie
w leczeniu schorzen zwiazanych z nadmiernym gromadzeniem zelaza w organizmie,

takich jak talasemia czy hemochromatoza.'®

Rys. 25. Struktura feroksaminy

DFO jest nie tylko skutecznym chelatorem Fe(Ill), ale takze jednym z najlepiej
przebadanych ligandéw zdolnych do tworzenia komplekséw z radioaktywnym
izotopem cyrkonu #°Zr. Ze wzgledu na korzystne wlasciwosci fizykochemiczne, takie
jak dtugi czas pottrwania (t1/, = 78.4 h) oraz stosunkowo niska energia rozpadu p*,
89Zr posiada znaczacy potencjat do zastosowan w obrazowaniu metoda pozytonowej
tomografii emisyjnej (PET), zwlaszcza w polaczeniu z duzymi czasteczkami
biologicznymi o powolnej farmakokinetyce (np. przeciwcialami).’®01° Dobrym
przyktadem jest [*°Zr]Zr-DFO-trastuzumab, ktéry jest obecnie badany jako znacznik
do obrazowania nowotworéw HER2-dodatnich.'? Najwiekszym ograniczeniem
kompleksow [*°Zr]Zr-DFO pozostaje ich umiarkowana stabilnos¢ in vivo, ktéra
prowadzi do stopniowego uwalniania jonéw Zr** i ich akumulacji w tkance kostne;j.
Zjawisko to nie tylko utrudnia interpretacje i iloSciowq analize obrazéw PET, lecz

takze wigze sie z ryzykiem wystgpienia toksycznosci wynikajacej z niepozadanej
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dawki promieniowania w szpiku kostnym.”! Uwaza sie, ze ograniczona stabilnos¢
kompleksu [*°Zr]Zr-DFO wynika z jego struktury koordynacyjnej. Zgodnie
z wynikami obliczenn kwantowo-mechanicznych, jon Zr** wigze sie jedynie z trzema
grupami hydroksamowymi, podczas gdy pozostale miejsca w jego sferze
koordynacyjnej zajmuja czasteczki wody, co moze sprzyjac jego czeSciowej dysocjacji

in vive.191,193

W Swietle tych doniesierry, modyfikacja struktury deferoksaminy poprzez
wprowadzenie ugrupowania l-aminobisfosfonowego, wykazujacego wtasciwosci
chelatujace i mogacego pelni¢ funkcje dodatkowego miejsca koordynacyjnego, moze
stanowi¢ obiecujacy kierunek badan nad poprawa stabilnosci komplekséw DFO
zcyrkonem ®Zr. Ponadto, biorac pod uwage zdolnos¢ deferoksaminy do
chelatowania jonéw Fe3* oraz rosnace znaczenie takich kompleksow jako
potencjalnych $rodkéw kontrastowych oferujacych bezpieczniejsza alternatywe dla
powszechnie stosowanych zwigzkéw gadolinu,!® otrzymany ligand mégtby okazac
sie¢ interesujagcy rowniez w kontekScie obrazowania metoda rezonansu

magnetycznego.
3.1 Synteza liganda

W celu otrzymania docelowego liganda, w pierwszym etapie mezylan
deferoksaminy poddano reakcji z bezwodnikiem bursztynowym w pirydynie,
zachodzacej z otwarciem pierscienia bezwodnika, zgodnie z opisana wczeéniej

procedura (Schemat 45).1%
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Schemat 45

W kolejnym etapie przeprowadzono reakcje sprzegania N-(3-karboksy-
propanoilo)deferoksaminy 29 z 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianem tetraetylu 8a.
Poczatkowo  prébowano  przeprowadzi¢ koniugacje obydwu zwigzkéw
z wykorzystaniem opisanej w poprzednim rozdziale metody sprzegania z uzyciem
ultradZwiekow. Istotnym ograniczeniem okazala sie niska rozpuszczalnos¢ substratu
29, ktory rozpuszczat sie jedynie w DMSO oraz czesciowo w DMF, ale dopiero
w podwyzszonej temperaturze. Reakcja prowadzona w DMSO (45-50°C, sonikacja,
4 godziny) przy stosunku molowym 29 : 8a : DCC réwnym 1.0 : 1.0 : 1.2 zakoniczyta

si¢ niepowodzeniem — na widmie 3P NMR mieszaniny reakcyjnej obserwowano

89



OMOWIENIE WYNIKOW

liczne sygnaty, ktérych nie udato sie zidentyfikowaé. W kolejnej prébie wykorzystano
w roli rozpuszczalnika DMF, podwyzszono temperature (65-70°C) oraz zastosowano
wiekszy nadmiar 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu tetraetulu 8a (1.5 ekw.).
Po 5 godzinach reakcji, na podstawie analizy widma H NMR stwierdzono obecno$é
w mieszaninie reakcyjnej zaréwno produktu sprzegania 30, jak i N-(3-karboksy-
propanoilo)deferoksaminy 29. Trudno byto jednak jednoznacznie okresli¢ konwersje
substratu 29 ze wzgledu na czeéciowe nakladanie sie sygnaloéw obydwu zwigzkow.
Dodatkowym problemem okazalo sie¢ réwniez oddzielenie koniugatu 30 od
N,N’-dicykloheksylomocznika (DCU), powstajacego jako produkt uboczny. Staba
rozpuszczalno$é otrzymanego produktu 30 umozliwila jego oczyszczenie wylgcznie
poprzez wytracanie i przemywanie. Niestety, w testowanych ukladach (H>O lub
MeOH) wytraceniu ulegat réowniez N,N’-dicykloheksylomocznik, co uniemozliwiato

skuteczng separacje obu zwigzkéw.

Lepsze rezultaty wuzyskano, gdy reakcje N-(3-karboksypropanoilo)-
deferoksaminy 29 z 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianem tetraetylu 8a prowadzono
wobec HATU i zasady Hiiniga (Schemat 46, droga A, etap I). W tych warunkach nie
wystepowaly trudnosci z usuwaniem produktéw ubocznych reakcji sprzegania -
powstaly produkt 30 strgcano wodg, a nastepnie oddzielano poprzez wirowanie
i przemywanie. Problematyczne okazalo sie jednak jednoznaczne potwierdzenie
czystosci otrzymanego zwigzku oraz przeprowadzenie syntezy w sposéb
powtarzalny (co najprawdopodobniej wynika z ograniczonej rozpuszczalnosci
pochodnych deferoksaminy). Synteze koniugatu 30 powtarzano bowiem kilkukrotnie
i za kazdym razem stosunek integracji sygnaléw na widmach 'H NMR
otrzymywanego produktu nieznacznie sie réznil i odbiegal od wartosci
teoretycznych, co sugerowato obecnoé¢, obok oczekiwanego produktu sprzegania 30,
réowniez pewnych ilosci substratu 29. Na widmach C NMR nie obserwowano
sygnatow charakterystycznych dla N-(3-karboksypropanoilo)deferoksaminy 29
(np. sygnalu przy 173.8 pmm). Mogtlo to jednak wynika¢ z niskiej zawartosci tego
zwiazku w probce. Podjeto proby oczyszczenia koniugatu
N-SANHCH(PO(OEt);),DFO 30 za pomoca chromatografii jonowymiennej na
anionicie Amberlite IRA-67 (H2O) lub DEAE (H>O lub NH4sHCOs aq., gradient 100 mM
do 500 mM), jednak nie przyniosty one zadowalajacego rezultatu. Dalsze badania,
w tym badania nad deestryfikacja koniugatu 30 oraz analize stabilnosci jego chelatu
z cyrkonem #°Zr, prowadzono z udziatem probki o najwyzszej czystosci (oszacowanej
na ok. 85% na podstawie widma 'H NMR).

W ostatnim etapie przeprowadzono proby deestryfikacji grup fosfonowych

produktu sprzegania 30 (Schemat 46, droga A, etap II). Ze wzgledu na obecnosc¢ grup
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hydroksamowych w strukturze deferoksaminy, podatnych na degradacje zaréwno
w warunkach silnie kwasnych jak i zasadowych, zdecydowano sie¢ na
przeprowadzenie reakcji z udzialem bromku trimetylosililu i metanolu. Chociaz
analiza widm NMR sugerowala skuteczne usuniecie grup etoksylowych (zanik
multipletu w zakresie 4.10-4.00 ppm oraz dwdch trypletéw przy ok. 1.2 ppm, o stalej
sprzezenia | = 7.0 Hz na widmie '"H NMR; przesuniecie sygnalu przy 16.7 ppm do
14.0 ppm na widmie 3P NMR), jednocze$nie obserwowano pojawienie sie
dodatkowych sygnaléw, ktére mogltyby wskazywaé na obecnoé¢ kwasu
bursztynowego (lub jego pochodnych) w mieszaninie poreakcyjnej, a tym samym
Swiadczy¢ o rozpadzie liganda. Byty to singlet przy ok. 2.6 ppm na widmie "H NMR
oraz dwa sygnaly o przesunieciach 34.7 ppm oraz 178.2 ppm na widmie *C NMR.

Finalnie, nie udalo sie¢ dobra¢ optymalnych warunkéw hydrolizy liganda 30.

Ze wzgledu na niepowodzenie prob przeksztalcenia koniugatu
N-SANHCH(PO(OEt),),DFO 30 w jego forme kwasowgq, docelowy ligand 31
préobowano otrzyma¢ w reakcji N-(3-karboksypropanoilo)deferoksaminy 29
z chlorowodorkiem kwasu 1-aminometylidenobisfosfonowego 9a, w obecnosci
trietyloaminy oraz soli sodowej N-hydroksysulfosukcynoimidu (s-NHS, 1.05 ekw.)
i chlorowodorku N-(3-dimetyloaminopropylo)-N'-etylokarbodiimidu (EDCT,
1.05 ekw.) jako czynnikéw sprzegajacych (Schemat 46, droga B). Niestety, ze wzgledu
na réznice w rozpuszczalnosci substratow 29 i 9a, kluczowym i jak do tej pory
nierozwigzanym problemem okazalo sie dobranie odpowiednich warunkéw reakcji.
Badania nad synteza liganda N-SANHCH(PO(OH);).DFO 31 beda dalej

kontynuowane.
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Schemat 46
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3.2 Badania stabilno$ci chelatu N-SANHCH (PO(OEt),),DFO z 8°Zr

Poniewaz, mimo licznych wysitkéw, prace nie doprowadzity do otrzymania
docelowego liganda N-SANHCH(PO(OH),),DFO 31, badania stabilnosci chelatu 8Zr
przeprowadzono z jego estryfikowana forma N-SANHCH(PO(OEt),),DFO 30.
Trwatosé¢ [*°Zr]Zr-SANHCH(PO(OEt),),DFO badano w poréwnaniu z chelatem
komercyjnie dostepnego liganda p-NCS-Bn-DFO (Rys. 26) znakowanego cyrkonem-
89.

o} OH

N N\/\/\/N

T,
N)WN\/\/\/N\[I/

OH o O

Rys. 26. Struktura liganda p-NCS-Bn-DFO

Stabilnos¢ chelatow [*°Zr]Zr-SANHCH (PO(OEt).),DFO oraz [*°Zr]Zr-p-NCS-

Bn-DFO oznaczono w trzech warunkach:

(1) w buforze HEPES (kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazyno]etanosulfonowy,
pH ~ 7, temp. pokojowa) - ocena stabilnosci chelatéw w warunkach optymalnych dla

kompleksowania 8Zr przez DFO i jego pochodnych,

(2) w ludzkiej surowicy (37°C) - ocena trwatosci chelatéw w srodowisku zblizonym
do fizjologicznego, pozwala na wstepne okreslenie bezpieczenistwa i potencjalnej

przydatnosci chelatora w badaniach in vitro i in vivo,

(3) w buforze HEPES i obecnosci 100-krotnego nadmiaru molowego EDTA - ocena

podatnosci chelatu na wypieranie izotopu ®°Zr przez silniejszy ligand.

Stabilnos¢ badanych chelatow z ®°Zr oceniano metoda radio-TLC. Probki
nanoszono na odpowiednie plytki chromatograficzne, a nastepnie rozwijano
w odpowiednio dobranym ukladzie, umozliwiajacym rozdzial réznych form
radioaktywnego izotopu w prébce (w tym przypadku chelatu z **Zr od uwolnionego
897r). Po rozwinieciu ptytki, przeprowadzano ilosciowa analize udzialu
poszczegblnych form izotopu na podstawie pomiaru radioaktywnosci. Wykresy
obrazujace przebieg zmian aktywnosci chelatow [#°Zr]Zr-SANHCH(PO(OEt),),DFO
oraz [®°Zr]Zr-p-NCS-Bn-DFO w zaleznosci od czasu i warunkéw inkubacji

przedstawiono na rysunku 27.
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Rys. 27. Wykresy ~ przedstawiajagce ~ poréwnanie  stabilnosci  chelatow  [*°Zr]Zr-
SANHCH(PO(OEt),),DFO oraz [?°Zr]Zr-p-NCS-Bn-DFO inkubowanych (A) w buforze
HEPES w temperaturze pokojowej, (B) w ludzkiej surowicy w temperaturze 37°C oraz (C)
w obecnoéci 100-krotnego nadmiaru molowego EDTA

Na podstawie danych przedstawionych na rysunku 27 mozna stwierdzi¢, ze
obydwa ligandy wykazaty bardzo dobra zdolno$¢ kompleksowania jonéw 89Zr4*
w buforze HEPES. Niemal calkowite znakowanie obserwowano juz po 2 godzinach
reakcji (Rys. 27, A), a wysoka stabilnos¢ chelatéw utrzymywata sie przez 96 godzin.
W przypadku chelatora N-SANHCH(PO(OEt),),DFO, 8Zr pozostal zwigzany przez
caly czas inkubacji, podczas gdy dla p-NCS-Bn-DFO zaobserwowano niewielkie

uwalnianie izotopu (Rys. 27, A).

Obydwa chelaty charakteryzowaly si¢ réwniez bardzo dobra stabilnoscia
w warunkach quasi-fizjologicznych, tj. w ludzkiej surowicy w 37°C (Rys. 27, B).
Chelator DFO funkcjonalizowany grupa bisfosfonowa wykazal w tych warunkach

nieznaczng przewage nad komercyjnym p-NCS-Bn-DFO.

Najwieksze réznice miedzy badanymi chelatorami uwidocznily sie w tescie
transchelatacji ze 100-krotnym nadmiarem molowym EDTA. Juz po 18 godzinach
inkubacji okoto potowa izotopu =zostala uwolniona z kompleksu [*°Zr]Zr-
SANHCH(PO(OEt),).DFO, a poziom ten utrzymywatl sie do konca eksperymentu.
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Chelat [*°Zr]Zr-p-NCS-Bn-DFO wykazywat w tych warunkach lepsza stabilnos¢
(Rys. 27, C).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze modyfikacja struktury deferoksaminy
ugrupowaniem 1l-aminometylidenobisfosfonowym nie przyczynila sie do poprawy
stabilnosci kompleksu z 8Zr. Nie jest to jednak zaskakujace, biorac pod uwage, ze
grupy fosfonowe w ligandzie SANHCH(PO(OEt),;),DFO wystepuja w postaci
estrowej, co najprawdopodobniej ogranicza ich zdolnoé¢ do efektywnej koordynacji
jonéw metalu. Badania nad synteza liganda N-SANHCH(PO(OH),).DFO 31,

o potencjalnie lepszych wlasciwosciach chelatujacych, beda kontynuowane.
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4. Ocena wlasciwosci biologicznych pochodnych 1-amino-1,1-
bisfosfonowych i ich koniugatow

Ostatnim etapem realizowanych zadann badawczych byla weryfikacja
aktywnosci biologicznej wybranych pochodnych 1-amino-1,1-bisfosfonowych oraz

ich koniugatéw. Zakres podjetych prac obejmowat:

e ocene dzialania  cytotoksycznego  kwaséw  1-aminoalkilideno-1,1-
bisfosfonowych 9, w tym interakcji ze znanymi cytostatykami,

e analize wlasciwosci przeciwbakteryjnych kwaséw 1-aminoalkilideno-1,1-
bisfosfonowych 9,

e ocene dzialania cytotoksycznego koniugatow 1-aminometylideno-1,1-

bisfosfonianu tetraetylu z pochodnymi betuliny 15-17 (Rys. 28).

Badania przeprowadzono w dwoéch jednostkach badawczych: Narodowym
Instytucie Onkologii w Gliwicach (badania cytotoksycznosci kwaséw ABPs oraz
koniugatéow ABP z betuling) oraz w Centrum Biotechnologii Politechniki Slaskiej

w Gliwicach (badania wlasciwosci przeciwbakteryjnych kwaséw ABPs).
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Rys. 28. Struktury kwaséw 1-aminoalkilideno-1,1-bisfosfonowych oraz koniugatéw 1-amino-
metylideno-1,1-bisfosfonianu tetraetylu z pochodnymi betuliny poddanych ocenie ich
wlasciwosci biologicznych
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4.1 Ocena aktywnosci cytotoksycznej kwaséw 1-aminoalkilideno-1,1-
bisfosfonowych

Aktywnos$¢ cytotoksyczng kwaséw 1-aminoalkilideno-1,1-bisfosfonowych 9
oceniano za pomoca testu MTS, ktéry pozwala okresli¢ zywotno$é¢ komorek na
podstawie ich aktywnosci metabolicznej. Metoda opiera sie¢ na zdolnosci zywych
komoérek do redukcji barwnika MTS  (3-(4,5-dimetylotioazol-2-ylo)-5-(3-
karboksymetoksyfenylo)-2-(4-sulfofenylo)-2H-tetrazolu) do rozpuszczalnego
w wodzie formazanu, ktérej towarzyszy zmiana zabarwienia roztworu. Ilos¢
powstalego barwnika formazanowego (brunatnego), mierzona
spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 490 nm, jest proporcjonalna do liczby

zywych komoérek metabolizujacych MTS.

Cytotoksycznoé¢ badanych zwigzkéw oceniono na ludzkiej linii komoérkowej
kostniakomiesaka U-2 OS. Roztwory wyjsciowe badanych zwiazkéw przygotowano
w wodzie, a nastepnie zostaly one rozcieficzone w pozywce hodowlanej do
odpowiednich stezeri, ktérych zakres ustalono eksperymentalnie. Maksymalne
testowane stezenie wynosito 500 pM. Aktywnos¢ metaboliczng komoérek oceniano po
48 godzinach od ich ekspozycji na badane zwiazki. Kazde oznaczenie wykonano
w trzech powtérzeniach technicznych oraz co najmniej trzech powtdrzeniach

biologicznych.

Dla celéw poréwnawczych wykonano analogiczne oznaczenie dla znanego
w praktyce klinicznej zoledronianu - bisfosfonianu o najlepiej udokumentowanej

aktywnosci przeciwnowotworowe;j.

Wyniki badan, przedstawiajace zaleznos¢ aktywnosci metabolicznej komoérek

U-2 OS od stezenia zastosowanego zwiazku, zaprezentowano na rysunku 29.
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Rys. 29. Wykresy przedstawiajace zaleznoé¢ aktywnosci metabolicznej komérek U-2 OS od
stezenia pochodnych 9a-h, 9j oraz zoledronianu
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Na podstawie analizy wykreséw na rysunku 29 mozna stwierdzi¢, ze w serii
testowanych zwigzkéw, najwyzsza aktywnosc¢ cytotoksyczng wykazywata pochodna
9a. Wyznaczona dla niej wartoé¢ ICso w badanej linii komérkowej jest poréwnywalna
z wartoscig ICsp wyznaczong dla zoledronianu (6.16 pM vs. 6.55 pM). Zwiazki te
charakteryzuja si¢ natomiast odmiennym przebiegiem krzywej cytotoksycznosci.
W przypadku pochodnej 9a maksymalny efekt cytotoksyczny (aktywnosé
metaboliczna komoérek na poziomie ~40%) obserwowano juz przy stosunkowo
niskich stezeniach zwigzku (ponizej 10 pM), a dalsze ich zwigkszanie nie prowadzilto
do istotnego obnizenia zZywotnosci komorek. Stosujac zoledronian mozna uzyskaé
redukcje aktywnosci metabolicznej do 20%, ale dopiero przy stezeniu 100 pM.
Pozostate pochodne 9b-h oraz 9j wykazywaly jedynie stabg aktywnosc¢ cytotoksyczna
lub nie wykazywaly efektu cytotoksycznego w zastosowanym ukltadzie

eksperymentalnym.

W celu oceny selektywnosci dziatania pochodnej 9a oraz poréwnania jej
wlasciwosci z zoledronianem, przeprowadzono badania cytotoksycznosci na
nienowotworowe]j ludzkiej linii fibroblastoéw skéry BJ1-hTERT (Rys. 30). Obydwa
zwiazki wykazaly nizszg toksycznosé wzgledem komoérek BJ1-hTERT w poréwnaniu
do komérek U-2 OS, co moze swiadczy¢ o ich potencjalnej selektywnosci dziatania.
Jednak  wyciagniecie  bardziej dalekosieznych ~ wnioskéw  wymagatoby
zweryfikowania tej obserwacji przy uzyciu innych linii komoérkowych oraz

przeprowadzenia badan na modelach in vivo.
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Rys. 30. Wykresy przedstawiajgce zaleznos¢ aktywnosci metabolicznej komorek BJ1-hTERT
od stezenia pochodnej 9a oraz zoledronianu

Warto nadmieni¢, ze cho¢ pierwsze doniesienia literaturowe dotyczace
struktury kwasu 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonowego 9a pojawily sie juz pod
koniec XX wieku, a zwiazek ten byl wykorzystywany do modyfikacji réznych

ukltadéw biologicznych (co opisano w rozdziatach 3 oraz 4 czesci literaturowej
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niniejszej pracy), nie znaleziono szczegélowych danych dotyczacych jego aktywnosci
przeciwnowotworowej. Jedynym doniesieniem sugerujacym takie dziatanie jest
obserwacja niewielkiego zmniejszenia masy guza w szczurzym modelu
kostniakomiesaka Walkera.’ Ze wzgledu na obiecujagce wyniki wstepnej oceny
dzialania tej pochodnej, a takze na fakt, ze bisfosfoniany wykazuja zdolnos¢ do
wzmacniania efektu terapeutycznego innych lekéw poprzez addytywne lub
synergistyczne oddzialywanie (co oméwiono w rozdziale 1.3.1 czesci literaturowej
niniejszej pracy), podjeto decyzje o przeprowadzeniu dalszych badari obejmujacych
ocene cytotoksycznosci kombinacji pochodnej 9a z innymi zwigzkami wykazujacymi

potwierdzona aktywnos¢ przeciwnowotworowa.

4.2 Badania cytotoksycznosci kombinacji kwasu 1-aminometylideno-1,1-
bisfosfonowego z wybranymi cytostatykami

W celu wstepnej oceny interakcji miedzy pochodng 9a a wybranymi
cytostatykami, przeprowadzono badania cytotoksycznosci z wykorzystaniem testu
MTS. Eksperymenty wykonano na dwoéch liniach komérkowych: ludzkiej linii
kostniakomiesaka U-2 OS oraz nienowotworowej linii ludzkich fibroblastow skéry
BJ1-hTERT, stosujac trzy warianty traktowania komorek: sam cytostatyk, sama
pochodng 9a oraz obydwa zwiazki lacznie. Aktywnos$¢ metaboliczng komoérek

oceniano po 48 godzinach od ich ekspozycji na badane zwigzki.

W badaniach wykorzystano powszechnie stosowane chemioterapeutyki,
w tym cytostatyki uzywane w leczeniu kostniakomiesaka: cisplatyne (Cis-Pt),
doksorubicyne (DOX), metotreksat (MTX) oraz etopozyd (Eto), a takze leki
wykorzystywane w terapii nowotworéw dajacych czesto przerzuty do kosci (takich
jak rak piersi czy rak ptuca): gemcytabine (Gem) oraz paklitaksel (PTX). Zaplanowano
takze zbadanie interakcji z kamptotecyna, ktérej pochodne, takie jak topotekan czy
irynotekan, sa szeroko stosowane w terapii nowotworéw, a takze substancjami, ktore
obecnie znajduja sie w fazie badan klinicznych: nutling-3a oraz RG7112. Stezenia tych

zwigzkéw dobrano eksperymentalnie.

Na podstawie wczeéniejszych badan, w ktérych oceniono wplyw réznych
stezenn pochodnej 9a na aktywno$¢ metaboliczng komorek U-2 OS i BJ1-hTERT,
wytypowano stezenie 5puM do wstepnych eksperymentéw. Przy tym stezeniu
zwiazek wykazywal zauwazalng cytotoksycznosé wobec komoérek nowotworowych,
przy jednoczesnym ograniczonym wplywie na komorki prawidlowe. Wyniki

pierwszej serii przeprowadzonych eksperymentéw zebrano na rysunkach 31 i 32.
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Rys. 31. Aktywnos¢ metaboliczna komorek U-2 OS po 48 godzinach traktowania zwigzkiem
9a w kombinacji z cisplatyng (Cis-Pt), doksorubicyna (Dox), metotreksatem (MTX),
etopozydem (Eto), gemcytabing (Gem) oraz paklitakselem (PTX). Znaki ,*” oznaczajq istotnos¢
statystyczna miedzy poszczegdlnymi grupami - *p <0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001,
ns p > 0.05.
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Rys. 32. Aktywnoé¢ metaboliczna komoérek BJ1-hTERT po 48 godzinach traktowania
zwiazkiem 9a w kombinagji z cisplatyng (Cis-Pt), doksorubicyng (Dox), metotreksatem (MTX),
etopozydem (Eto), gemcytabing (Gem), paklitakselem (PTX). Znaki ,*”oznaczaja istotnosé
statystyczna miedzy poszczegdlnymi grupami - *p <0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001,
ns p > 0.05.

Na podstawie analizy wykreséw przedstawionych na rysunku 31 mozna
zaobserwowad, ze dla wiekszosci testowanych kombinacji aktywnosé metaboliczna
komorek U-2 OS traktowanych mieszaning 9a i cytostatyku byla nizsza niz po
zastosowaniu kazdego ze zwigzkéw osobno. Najsilniejszy efekt cytotoksyczny
stwierdzono dla kombinacji 9a z etopozydem (Eto). Dla metotreksatu (MTX) nie
odnotowano istotnych korzysci wynikajacych z jego zastosowania razem z 9a —
aktywnos$¢ cytotoksyczna komorek po traktowaniu MTX+9a byla poréwnywalna
z dzialaniem samego MTX. We wszystkich testowanych kombinacjach 9a
z cytostatykami nie odnotowano zwiekszonej toksycznosci wobec komoérek
prawidlowych (BJ1-hTERT) w poréwnaniu do toksycznosci wywolywanej przez same
leki (Rys. 32). Z tego powodu, w kolejnej serii badan zwiekszono stezenie 9a z 5 uM
do 7 uM. Uzyskane wyniki przedstawiono na rysunku 33.
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Rys. 33. Aktywnosé¢ metaboliczna komérek U-2 OS po 48 godzinach traktowania zwigzkiem
9a w kombinagji z cisplatyna (Cis-Pt), doksorubicyna (Dox), etopozydem (Eto), gemcytabing
(Gem), metotreksatem (MTX), paklitakselem (PTX) oraz kamptotecyng (CPT). Znaki
,*” 0znaczajq istotnos¢ statystyczng miedzy poszczegoélnymi grupami - *p <0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001, *** p<0.0001, ns p > 0.05.
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W tej serii badant ponownie zaobserwowano, ze dla wigkszoéci testowanych
kombinacji aktywnos$¢ metaboliczna komoérek U-2 OS traktowanych jednoczesnie
kwasem bisfosfonowym 9a i cytostatykiem byta nizsza niz po zastosowaniu kazdego
ze zwigzkbw osobno. Najsilniejszy efekt cytotoksyczny zaobserwowano
w komérkach poddanych dziataniu mieszaniny 9a wraz z kamptotecyna, cisplatyna
oraz etopozydem. W przypadku dwoéch ostatnich kombinacji, zwiekszenie stezenia
cytostatykéw nie wplynelo znaczaco na obnizenie aktywnosci metabolicznej komérek
(Rys. 33 A vs B oraz D vs E).

Dla trzech najlepiej rokujacych mieszanin — 9a (7 uM) z kamptotecyna (5 uM),
cisplatyna (9 pM) oraz etopozydem (2.5 uM) — przeprowadzono analogiczne badania
na nienowotworowej linii komérkowej BJ1-hTERT (Rys. 34). Nie zaobserwowano
istotnego wzrostu toksycznosci wobec prawidlowych komoérek traktowanych
kombinacjami 9a z CPT, Cis-Pt lub Eto, w poréwnaniu do samodzielnego dziatania
tych zwigzkéw. Szczegodlnie korzystny efekt stwierdzono w przypadku zastosowania
bisfosfonianu 9a wraz z etopozydem, gdzie aktywnos¢ metaboliczna komoérek nie

odbiegala istotnie od wartosci kontrolnych.
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Rys. 34. Aktywno$¢ metaboliczna komoérek BJ1-hTERT po 48 godzinach traktowania
zwigzkiem 9a w kombinacji z kamptotecyna (CPT), cisplatyng (Cis-Pt) oraz etopozydem (Eto).
Znaki ,*”oznaczaja istotno$¢ statystyczng miedzy poszczegélnymi grupami - *p <0.05, **
p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001, ns p > 0.05.

Przeprowadzono takze dodatkowe eksperymenty na linii U-2 OS
z zastosowaniem zoledronianu zamiast pochodnej 9a, aby poréwnac efekty obydwu
zwigzkoéw (Rys. 35). Generalnie nie zaobserwowano istotnego statystycznie obnizenia
aktywnosci metabolicznej komoérek po zastosowaniu zoledronianu w kombinacji
z badanymi cytostatykami. W przypadku mieszaniny zoledronianu z etopozydem
odnotowano nawet niewielkie zwiekszenie aktywnosci metabolicznej komoérek

w poréwnaniu do efektu wywolywanego przez sam zoledronian.
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Rys. 35. Aktywnos$¢ metaboliczna komoérek U-2 OS po 48 godzinach traktowania
zoledronianem w kombinacji z kamptotecyna (CPT), etopozydem (Eto) oraz cisplatyna (Cis-
Pt). Znaki ,*” oznaczaja istotnoé¢ statystyczna miedzy poszczegoélnymi grupami - *p <0.05, **
p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001, ns p > 0.05.

W ostatniej serii eksperymentéw zbadano interakcje pochodnej 9a oraz
zoledronianu z aktynomycynag D — antybiotykiem cytostatycznym stosowanym
w terapii nowotworéw (w tym miesaka Ewinga), a takze z substancjami znajdujacymi
sie obecnie w fazie badan klinicznych: nutling-3a (N) oraz RG7112 (RG), bedacymi
inhibitorami biatka MDM?2. Zaréwno kombinacja aktynomycyny D z nutling-3a
(A+N), jak i RG7112 z aktynomycyna D (RG+A) wykazuja zdolnos¢ do

synergistycznej aktywacji szlaku p53.195.1%

W badaniach przeprowadzonych na linii U-2 OS (Rys. 36) nie zaobserwowano
istotnego spadku aktywnosci metabolicznej komoérek po zastosowaniu pochodnej 9a
lub zoledronianu zaréwno w kombinacji z aktynomycyna D, jak i mieszaning
aktynomycyny D z nutling-3a (Rys. 36 A i C oraz F i H). Niewielki wzrost
cytotoksycznosci odnotowano jedynie w przypadku komoérek traktowanych
mieszaning 9a i nutliny-3a (Rys. 36 B). Najsilniejsze dzialanie wykazala potréjna
kombinacja RG7112, aktynomycyny D i 9a (RG+A+9a; Rys. 36 E). Zastapienie 9a
zoledronianem w tej konfiguracji (RG+A+ZOL) nie zwigkszylo efektu w poréwnaniu
do samej kombinacji RG+A (Rys. 36 J). Wyrazny spadek aktywnosSci metabolicznej
komorek zaobserwowano réwniez po zastosowaniu mieszaniny RG7112 z 9a (RG+9a;
Rys. 36 D), podczas gdy polaczenie RG7112 z zoledronianem (RG+ZOL) nie
przyniosto podobnego efektu (Rys. 36 I). W badaniach na zdrowej linii BJ1-hTERT
(Rys. 37) nie zaobserwowano istotnej zmiany cytotoksycznosci po traktowaniu
komoérek mieszaninami RG+9a oraz RG+A+9a w poréwnaniu do komorek

traktowanych samym RG7112 lub jego mieszaning z aktynomycyna D (RG+A).
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Rys. 36. Aktywnos¢ metaboliczna komérek U-2 OS po 48 godzinach traktowania zwigzkiem
9a lub zoledronianem wraz z aktynomycyna D (A), nutling-3a (N), RG7112 (RG) i ich
kombinacjami (A+N lub RG+A). Znaki ,*”oznaczaja istotnos¢ statystyczng miedzy
poszczegdlnymi grupami - *p <0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001, ns p > 0.05.
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Rys. 37. Aktywnoé¢ metaboliczna komoérek BJ1-hTERT po 48 godzinach traktowania
zwigzkiem 9a wraz z RG7112 (RG) oraz mieszaning RG7112 z aktynomycyna D (RG+A). Znaki

,*” 0znaczajq istotnos¢ statystyczng miedzy poszczegolnymi grupami - *p <0.05, ** p<0.01, ***

p<0.001, *** p<0.0001, ns p > 0.05.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze sposréd testowanych kwaséw
1-aminoalkilideno-1,1-bisfosfonowych  najwiekszy potencjal wykazuje kwas
1-aminometylideno-1,1-bisfosfonowy 9a. Dalsze eksperymenty potwierdzily, ze jego
obecnoé¢ nasila cytotoksyczne dzialanie innych stosowanych $rodkéw

terapeutycznych.

Wyniki te stanowia punkt wyjscia do dalszych badani. Cenne moze okaza¢ sie
zbadanie efektu kombinacji pochodnej 9a z cytostatykami na innych liniach komérek
nowotworowych kosci, a takze przeprowadzenie analiz pozwalajacych na lepsze

poznanie mechanizmu ich dzialania wywotujacego obserwowane efekty.
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4.3 Ocena wlasciwosci przeciwbakteryjnych kwas6w 1-aminoalkilideno-1,1-
bisfosfonowych

Kolejnym etapem zaplanowanych prac badawczych byta ocena wtasciwosci

przeciwbakteryjnych kwasoéw 1-aminoalkilideno-1,1-bisfosfonowych 9a-h oraz 9j.

Badania mikrobiologiczne przeprowadzono z wykorzystaniem wzorcowego
szczepu bakterii Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Infekcje wywolywane przez
S. aureus sa uznawane za jeden z gléwnych czynnikéw etiologicznych zapalenia kosci
i szpiku (osteomyelitis). Ze wzgledu na zdolnoé¢ tych bakterii do adhezji na
powierzchni biomaterialéw oraz tworzenia biofilmu, odgrywaja one istotng role
roOwniez w rozwoju zakazeni okolowszczepowych, ktére moga prowadzi¢ do
proceséw zapalnych tkanek znajdujacych sie w poblizu implantu, a w konsekwencji
- dojego odrzutu.!”” Bisfosfoniany, dzieki wysokiemu powinowactwu do skladnikéw
mineralnych kosci, moga zatem stanowi¢ interesujaca grupe zwiazkéw do
opracowywania materialow o wlasciwosciach bakteriostatycznych, w tym

stosowanych w implantach.

Do oceny wlasciwosci przeciwbakteryjnych badanych zwigzkéw zastosowano
dwie metody: pomiar gestosci optycznej (O.D.) w podlozu ptynnym oraz test stref
zahamowania wzrostu na podlozu stalym. Pierwsza metoda polegata na inkubacji
zawiesiny bakterii w mieszaninie pozywki hodowlanej i roztworu badanego zwigzku
(w stosunku objetosciowym 1:1) przez 18 godzin w temperaturze 37°C. Wzrost
bakterii oceniano na podstawie pomiaru gestosci optycznej (O.D.). Oznaczenia
przeprowadzono z wykorzystaniem wodnych roztworéw zwigzkéw 9a-h i 9j
o stezeniach 1 mM oraz 2 mM. Druga metoda polegala na naniesieniu wodnego
roztworu badanego zwiazku 9a-h lub 9j do dotkéw wycietych w agarze, na ktérego
powierzchni uprzednio rozprowadzono zawiesine bakterii. Po 18 godzinach inkubacji
w temperaturze 37°C oceniano obecnos¢ i Srednice stref zahamowania wzrostu wokot
dotkéw z badanym zwigzkiem chemicznym. Oznaczenia wykonano stosujac
roztwory wodne zwigzkéw 9a-h i 9j o stezeniu 1 mM. Wyniki przeprowadzonych

badan zebrano w tabeli 9.
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Tabela 9. Wartosci gestosci optycznej (O.D.) oraz érednice stref zahamowania wzrostu bakterii
Staphylococcus aureus dla zwigzkéw 9a-h i 9j

O.D. po 18h inkubacji Strefa
Zwiazek zahamowania
C=1mM C=2mM wzrostu, mm
9a 4,610,1 2,5+0,4 brak
9b 4,5+0,2 0,0£0,0 brak
9c 4,3+0,2 1,5£0,6 12,740,5
9d 4,7+0,1 0,6£0,3 brak
9e 4,2+0,1 0,9+0,2 brak
9f 5,1£0,1 2,3+0,8 brak
9g 4,9+0,1 4,9+0,1 brak
9h 4,4+0,4 1,3£0,4 brak
9j 4,240,1 0,6£0,4 brak
Kontrola 7,5+0,3 7,0+0,1 brak

Na podstawie przeprowadzonych badart mozna stwierdzi¢, ze zwiazki 9a-h
i9j wykazuja wlasciwosci hamujace wzrost bakterii Staphylococcus aureus. Srednie
wartosci gestosci optycznej (O.D.) zmierzone dla roztworéw badanych zwiazkéw
o stezeniu 1 mM miescily sie w zakresie 4.2-5.1, podczas gdy w proébie kontrolnej
wynosily 7.5, co wskazuje na zahamowanie wzrostu czeéci populacji bakterii.
Najsilniejszy efekt w tej grupie wykazaly pochodne 9¢, 9e oraz 9j. Dodatkowo, dla
zwigzku 9c¢ potwierdzono obecnos¢ stref inhibicji wzrostu w tescie na podtozu statym.
Zwiekszenie stezenia badanych zwiazkéw do 2 mM skutkowalo silniejszym efektem
przeciwdrobnoustrojowym. W przypadku zwigzku 9b odnotowano catkowite
zahamowanie wzrostu S. aureus (ATCC 25923). Obiecujace wyniki uzyskano réwniez
dla pochodnych 9d, 9e oraz 9j, ktore wykazywaly istotng aktywnos¢

w zastosowanych warunkach eksperymentalnych.

Nastepnie, dokonano oceny cytotoksycznosci badanych zwigzkéw w ludzkiej
linii komoérkowej kostniakomiesaka MG-63 (o morfologii podobnej do komoérek
fibroblastow) oraz w mysiej linii fibroblastoéw L-929, zalecanej zgodnie z norma ISO
10993-5 jako model referencyjny do oceny biokompatybilnosci materiatow
stosowanych w wyrobach medycznych. Zgodnie z ta norma, material uznaje sie za

cytotoksyczny, jesli powoduje spadek zywotnosci komorek ponizej 70%.
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Cytotoksycznos¢ okreslano na podstawie pomiaru aktywnosci metabolicznej
komoérek z wykorzystaniem testu Alamar Blue, ktérego dzialanie opiera si¢ na
redukcji resazuryny (niebieskiej) do fluorescencyjnej resorufiny (rézowej) przez
enzymy obecne w zywych komérkach. Komérki MG-63 oraz L-929 inkubowano przez
24 godziny z wodnymi roztworami badanych zwigzkéw 9a-h i 9j o stezeniach 1 mM
oraz 2 mM, zmieszanych z pozywka hodowlang w stosunku objetosciowym 1:1.
Po tym czasie mierzono absorbancje, a uzyskane wyniki znormalizowano wzgledem
kontroli negatywnej, ktéra stanowily komorki traktowane wylacznie pozywka
hodowlang (EMEM dla MG-63, DMEM dla L-929). Przeprowadzono takze dodatkowa
probe kontrolng, w ktérej komorki traktowano pozywka rozciericzona woda
(11, v/v).
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Rys. 38. Wykresy przedstawiajagce aktywno$¢ metaboliczng komérek MG-63 oraz L-929
traktowanych wodnymi roztworami zwigzkéw 9a-h i 9j o stezeniu 1 mM. Znaki ,*” oznaczajg
istotnos¢ statystyczng wzgledem préby kontrolnej EMEM lub DMEM - *p <0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001, *** p<0.0001, ns p > 0.05.
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Rys. 39. Wykresy przedstawiajace aktywno$¢ metaboliczng komoérek MG-63 oraz L-929
traktowanych wodnymi roztworami zwiazkéw 9a-h i 9j o stezeniu 2 mM. Znaki ,*” oznaczaja
istotnos¢ statystyczng wzgledem préby kontrolnej EMEM lub DMEM - *p <0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001, *** p<0.0001, ns p > 0.05.

Na podstawie analizy wykreséw przedstawiajacych aktywnos¢ metaboliczng
komoérek MG-63 i L-929 traktowanych roztworami zwigzkéw 9a-h i 9j o stezeniu
wyjéciowym 1 mM (Rys. 38) mozna stwierdzi¢, ze wiekszos¢ badanych zwigzkow
wykazywala niewielka lub umiarkowana toksycznos¢ wobec badanych komorek.
W linii L-929 zaden z badanych zwigzkéw nie powodowal spadku zywotnosci
komérek ponizej 70% w poréwnaniu do kontroli, co zgodnie z norma ISO 10993-5

wskazuje na brak istotnej cytotoksycznosci.

W przypadku komérek traktowanych roztworami kwaséw 1-amino-1,1-
bisfosfonowych 9a-h i 9j o wyzszym stezeniu obserwowano bardziej wyrazny spadek
ich aktywnosci metabolicznej w stosunku do kontroli (Rys. 39). Wiekszy wzrost
cytotoksycznosci badanych roztworéw odnotowano w linii L-929 (aktywnosc¢
metaboliczna 49.8-70.7% dla stezenia 2 mM vs. 73.3-101.5% dla 1 mM), w poréwnaniu
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do linii MG-63 (aktywno$¢ metaboliczna 59.9-75.0% dla stezenia 2 mM vs. 65.9-88.0%
dla T mM), co moze wskazywac¢ na wieksza wrazliwos¢ tych komérek na badane

zwiazki.

Zaobserwowano réwniez, ze na aktywno$¢ metaboliczng komoérek MG-63 oraz
L-929 wplyw mialo takze rozciericzenie pozywki woda (Rys. 38, 39; kontrola H2O).
Obnizona aktywno$¢ metaboliczna komoérek traktowanych roztworami wodnymi
zwigzkoéw 9a-h i 9j moze by¢ zatem wynikiem nie tylko dzialania samych zwiazkéw,
lecz takze odmiennych warunkéw hodowli podczas wykonywania oznaczeri probek

badanych i kontroli.

Sposréod badanych zwigzkéw szczegélnie korzystny profil wykazywaly
pochodne 9c¢ oraz 9d, ktére przy obydwu badanych stezeniach charakteryzowaly sie
stosunkowo niska toksycznoscia wobec obu linii komoérkowych, a jednoczesnie
wykazywaly zdolno$¢ do hamowania wzrostu bakterii S. aureus w badaniach

mikrobiologicznych.

4.4 Badania aktywnoSci cytotoksycznej koniugatow 1-aminometylideno-1,1-
bisfosfonianu tetraetylu z pochodnymi betuliny

Aktywnos¢ cytotoksyczna koniugatow bisfosfonianu 8a z pochodnymi
betuliny 15, 16 i 17 zostata zbadana w 3 réznych ludzkich nowotworowych liniach
komoérkowych: U-2 OS (kostniakomiesak), A549 (gruczolakorak pluca), AGS (rak
zoladka) oraz 1 linii komérek prawidlowych: BJ1-hTERT (prawidiowe fibroblasty).
Dobér linii komoérkowych wynikal z wczes$niejszych doniesiern dotyczacych
aktywnosci biologicznej bisfosfonianéw i betuliny, ktére wykazuja dzialanie
przeciwnowotworowe wobec réznych typéw komorek, w tym nowotworéw kosci,

pluca i przewodu pokarmowego.4>58198,199

W strukturze badanych koniugatéw grupy fosfonowe wystepowaly w postaci
estrow etylowych, a nie w formie kwasowej. Wedlug danych literaturowych,
estryfikacja grup fosfonowych prowadzi do zmniejszenia powinowactwa do
hydroksyapatytu i ogranicza wychwyt zwiazkéw w tkance kostnej. Z tego powodu,
cytotoksycznos¢ koniugatéw 15, 16 oraz 17 oceniono nie tylko na komoérkach
nowotworowych ukladu kostnego, ale réwniez na liniach komoérkowych
reprezentujacych nowotwory niezwigzane z koscig (A549 i AGS). Co wiecej, wedlug
niektérych doniesiery, estry bisfosfonianéw wykazuja czesto wyzsza aktywnosé

biologiczna niz ich odpowiedniki kwasowe.8285
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W celu wyznaczenia wartosci ICs dla kazdego koniugatu w kazdej z badanych
linii komoérkowych zastosowano test MTS. Dzialanie cytotoksyczne badanych
zwigzkéw poréwnano z dziataniem betuliny (BN). Roztwory wyjSciowe betuliny
i koniugatow 15, 16 i 17 przygotowano w DMSO. Nastepnie zostaly rozciericzone
w pozywkach hodowlanych do stezen, ktore zostaty eksperymentalnie okreslone dla
kazdej substancji w kazdej z linii komérkowych, w ktérych oceniano dziatanie
cytotoksyczne. Zawartos¢ DMSO w badanych roztworach nie przekraczata 0.5%.
Struktury badanych koniugatéw wraz z wyznaczonymi wartosciami ICso zostaty
pokazane na rysunku 40, a przebieg odpowiednich krzywych przedstawiaja rysunki
41-44.
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ICs0 U-2 OS: 17.59 uM ICs0 U-2 OS: 19.80 uM
IC50 A549: 20.82 uM IC5o A549: 23.26 UM
ICs0 AGS: 13.52 uM IC5o AGS: 18.78 uM
ICso BJ1-hTERT: 14.56 uM IC50 BJ1-hTERT: 15.01 uM
0
P(OEt),
N ﬁ(OEt)z
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I
(EtO),P. N
(EOLP  §
I ICso U-2 OS: 6.21 uM IC5 U-2 OS: 5.92 uM
IC50 A549: 5.98 uM ICs0 A549: 6.50 pM
ICs0 AGS: 5.16 uM IC59 AGS: 6.12 pM
ICso BJ1-hTERT: 6.17 uM IC5 BJ1-hTERT: 7.23 uM

Rys. 40. Struktury koniugatéw 15, 16, 17 oraz betuliny (BN) wraz z wyznaczonymi dla nich
wartosciami ICsp w liniach komérkowych, odpowiednio U-2 OS, A549, AGS oraz BJ1-hTERT
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Rys. 41. Wykresy przedstawiajace zaleznos¢ aktywnosci metabolicznej komoérek U-2 OS od
stezenia koniugatow 15, 16, 17 oraz betuliny (BN)
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Rys. 42. Wykresy przedstawiajace zaleznos¢ aktywnosci metabolicznej komoérek A549 od
stezenia koniugatéw 15, 16, 17 oraz betuliny (BN)
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Rys. 43. Wykresy przedstawiajace zalezno$¢ aktywnosci metabolicznej komoérek AGS od
stezenia koniugatéw 15, 16, 17 oraz betuliny (BN)
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Z przeprowadzonych badann biologicznych wynika, zZe najwyzsza
cytotoksycznoscia charakteryzuje sie koniugat 17. Wartosci ICs (pomiedzy 5.16 uM
a 6.21 uM) w réznych liniach komoérkowych §wiadcza o tym, Ze cytotoksycznosé tego
koniugatu jest poréwnywalna do cytotoksycznosci samej betuliny (pomiedzy 5.92 uM
a 7.23 uM). Jego zastosowanie moze by¢ ograniczone przez brak selektywnosci
w stosunku do nowotworowych linii komérkowych - wartosci ICso sa zblizone nie
tylko w obrebie linii nowotworowych, lecz takze w stosunku do komérek zdrowych.
Koniugaty 15 i 16 wykazuja zblizong cytotoksycznos¢, jednakze w tych przypadkach
skoniugowanie betuliny z bisfosfonianem powoduje obnizenie jej cytotoksycznosci.
Ponadto, podobnie jak koniugat 17, zwiazki te nie wykazuja selektywnosci
w stosunku do komoérek nowotworowych. Najwiekszy wplyw na aktywnosé
biologiczng otrzymanych koniugatéw ma liczba i/lub miejsce przylaczonych grup
bisfosfonowych. Koniugat 17, z dwoma grupami ABPs, w pozycjach C-3 oraz C-28
wykazuje okoto 3-krotnie wyzsza cytotoksyczno$é¢ w poréwnaniu z koniugatami 15
i 16 funkcjonalizowanymi wylacznie w pozycji C-28. Rodzaj zastosowanego linkera
ma niewielki, ale zauwazalny wplyw na aktywnosc¢ cytotoksyczna tych koniugatow.
Chociaz koniugacja nie poprawila znaczaco aktywnosci cytotoksycznej betuliny,
wszystkie otrzymane zwiazki charakteryzowaly sie lepsza rozpuszczalnoscia
w DMSO (>20 mM) w poréwnaniu z betuling (5 mM).

Ze wzgledu na brak istotnej poprawy aktywnosci cytotoksycznej betuliny po
jej koniugacji z 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianem tetraetylu 8a, podjeto dalsze
badania majace na celu ocene cytotoksycznosci 1-aminoalkilideno-1,1-bisfosfonianéw
tetraetylu 8. W tym celu przebadano serie dziewieciu pochodnych estrowych 8a-i,
odpowiadajacych wczesniej analizowanym kwasom bisfosfonowym 9a-h i 9j
(badanym uprzednio wytacznie na linii komérkowej U-2 OS, co opisano w rozdziale
4.1 omoéwienia wynikéw). Ich aktywnosé cytotoksyczng oceniono za pomoca testu
MTS na komérkach U-2 OS. Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze
zaden z badanych estréw 8 nie wykazywal istotnego dzialania cytotoksycznego
wobec tej linii komoérkowej (Rys. 45). Uzyskane wyniki moga cze$ciowo ttumaczy¢
brak poprawy aktywnosci cytotoksycznej betuliny po przeprowadzeniu jej
modyfikacji ugrupowaniem 1l-aminobisfosfonowym (w formie estru). Cenna jest
réwniez informacja, ze w przypadku badanych pochodnych 1-amino-1,1-
bisfosfonowych, to odpowiednie kwasy ABPs wykazuja wyzsza cytotoksycznosé
wobec komorek U-2 OS.
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Rys. 45. Wykres przedstawiajacy zaleznos¢ aktywnosci metabolicznej komoérek U-2 OS od
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1,1-bisfosfonianéw tetraetylu 8 (B)
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Badania opisane w niniejszej pracy koncentrowaly sie na opracowaniu
efektywnych metod syntezy zwiazkéw 1-amino-1,1-bisfosforowych oraz ich
koniugatéw z czasteczkami o znaczeniu biologicznym. Przedstawiono uniwersalna
metode, umozliwiajaca otrzymywanie zréznicowanych strukturalnie
N-zabezpieczonych ukltadéw 1-amino-1,1-bisfosforowych. Opisano takze skuteczne
warunki deprotekcji i hydrolizy symetrycznych pochodnych 1-amino-1,1-
bisfosfonowych oraz efektywne strategie sprzegania wybranego modelu ABP
z pochodnymi betuliny, chlorambucylem, kwasem mykofenolowym, 5-karboksy-
uracylem, bromkami karboksyalkilotrifenylofosfoniowymi oraz deferoksaming.
Przeprowadzona ocena wlasciwosci Dbiologicznych otrzymanych kwaséw
1-aminoalkilideno-1,1-bisfosfonowych oraz koniugatéw wybranego modelu ABP
z pochodnymi betuliny pozwolila na wytypowanie zwigzkéw o najwiekszym

potencjale aplikacyjnym.
Synteza zwigzkow 1-amino-1,1-bisfosforowych

1. Wykazano, ze metoda syntezy pochodnych 1-amino-1,1-bisfosforowych
z chlorowodorkéw imidoilanéw etylu, poprzez odpowiednie 1-etoksy-
alkanofosfoniany dietylu, moze by¢ z powodzeniem zastosowana do
otrzymania zaréwno symetrycznych N-zabezpieczonych 1-amino-1,1-
bisfosfonianéw  tetraetylu, jak i ich niesymetrycznych fosfonowo-

fosfinoilowych oraz fosfonowo-fosfinowych analogéw.

2. Transformacje 1-(N-acyloamino)-1-etoksyalkanofosfonianéw  dietylu
w oczekiwane pochodne bisfosforowe zachodza efektywnie z zastosowaniem
niewielkiego nadmiaru (5-10% mol.) tetrafluoroboranu trifenylofosfoniowego
oraz 50% mnadmiaru molowego odpowiedniego nukleofila fosforowego
(fosforynu trietylu, difenylofosfininu metylu lub fenylofosfoninu dietylu),
w temperaturze pokojowej lub podwyzszonej, w czasie od 1 do 24 godzin.
W wigkszosci przypadkéow, oczekiwane pochodne bisfosforowe otrzymano
w reakcji bezkatalitycznej, metoda one-pot, zwytworzeniem in situ

reaktywnych soli trifenylofosfoniowych.

3. 1-[(N-Benzyloksykarbonyloamino)-1-etoksy(fenylo)fosforylo]alkano-
fosfoniany dietylu otrzymano w postaci mieszaniny diastereoizomeréw,
o stosunku dr w zakresie od 1:1 do 1:4. Zaobserwowano, ze stosunek
diastereoizomerow zwieksza sie¢ wraz ze wzrostem zawady sterycznej

podstawnika R! przy centrum reakcyjnym. Préby rozdzialu uzyskanych

117



PODSUMOWANIE I WNIOSKI

mieszanin diasterecizomeréw zakornczyly sie powodzeniem jedynie

w przypadku fosfonowo-fosfinowego analogu fenyloglicyny (R* = Ph, dr 1:4).

4. Wykazano, ze 1-(N-benzyloksykarbonyloamino)alkilideno-1,1-bisfosfoniany
tetraetylu moga by¢ przeksztalcone w odpowiednie pochodne z wolng grupa
aminowa w reakcji katalitycznego uwodornienia (H,, 1.5-1.6 bar, MeOH, 1h)
w obecnoéci Pd(OH),/C (0.1 g/mmol) lub Pd/C (0.2 g/mmol), z bardzo
dobrymi, czesto iloSciowymi wydajnosciami (95-100%), a otrzymane produkty
nie wymagaja oczyszczenia. Z powodzeniem przeprowadzono réwniez
analogiczna  transformacje = dla  1-(N-benzyloksykarbonyloamino)-1-
(difenylofosforylo)metanofosfonianu dietylu, ale przy zastosowaniu 5-krotnie
wiekszej ilosci katalizatora (Pd(OH),/C; 0.5 g/mmol).

5. 1-Aminoalkilideno-1,1-bisfosfoniany tetraetylu przeksztatcono
w odpowiednie kwasy 1-aminobisfosfonowe w wyniku hydrolizy w stezonym
kwasie solnym w temperaturze wrzenia lub stosujac 33% roztwér HBr

w kwasie octowym.

6. Na  przykltadzie hydrolizy  1-(N-acetyloamino)-2-fenyloetylideno-1,1-
bisfosfonianu tetraetylu (35-38% HCI, twrz.), wykazano mozliwos¢
otrzymywania kwaséw 1-amino-1,1-bisfosfonowych réwniez z pochodnych

zabezpieczonych grupa acylowa.

7. Deestryfikacje grup fosfonowych 1-(N-benzyloksykarbonyloamino)-1-
(difenylofosforylo)metanofosfonianu dietylu przeprowadzono za pomoca
bromku trimetylosililu, a nastepnie desililowania powstalego produktu

posredniego metanolem.
Modyfikacje struktury ukladéw bisfosfonowych

1. Opracowano prosta i efektywna metode koniugacji 1-aminometylideno-1,1-
bisfosfonianu tetraetylu poprzez tworzenie wigzania amidowego, w obecnosci
DCC i z wykorzystaniem ultradZwiekéw. Metode te mozna zastosowac
zarbwno do prostej modyfikacji struktury Dbisfosfonianu bromkami
karboksyalkilotrifenylofosfoniowymi, jak réwniez do uzyskania jego
koniugatéw ze zwigzkami biologicznie czynnymi o bardziej zlozonej
strukturze, co potwierdzono w reakcjach z udziatem pochodnych betuliny,

chlorambucylu, kwasu mykofenolowego oraz indometacyny.
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2.

Zaletami opracowanej metody sa: prosta procedura syntezy, krétki czas reakcji
(30 minut do 4 godzin) oraz wysokie wydajnosci otrzymywanych produktéw
(69-94%). Zmniejszenie nadmiaru bisfosfonianu oraz DCC ulatwito izolacje

produktéw z mieszaniny reakcyjne;.

Ze wzgledu na staba rozpuszczalnoé¢ 5-karboksyuracylu, zastosowanie
omawianej metody w syntezie jego koniugatu z 1-aminometylideno-1,1-
bisfosfonianem tetraetylu bylo znacznie mniej efektywne. Skuteczniejsza
metoda otrzymywania tego zwiazku okazala sie reakcja 5-karboksyuracylu

z wyzej wspomnianym ABP wobec HATU oraz zasady Hiiniga jako czynnikéw

sprzegajacych.

Deestryfikacje grup fosfonowych wybranych koniugatéw 1-aminometylideno-
1,1-bisfosfonianu tetraetylu przeprowadzono w reakcji z bromkiem

trimetylosililu, a nastepnie z metanolem.

Proby wykorzystania potencjalu polaczenia ABP z DFO jako znacznika

diagnostycznego

1.

N-(3-Karboksypropanoilo)deferoksamine mozna otrzymaé¢ w reakcji

mezylanu deferoksaminy z bezwodnikiem bursztynowym w pirydynie.

Najbardziej efektywna metoda sprzegania N-(3-karboksypropanoilo)-
deferoksaminy z 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianem tetraetylu okazala sie

reakcja prowadzona z udzialem HATU i zasady Hiiniga.

Ograniczona rozpuszczalnoé¢ pochodnych deferoksaminy, w tym
N-(3-karboksypropanoilo)deferoksaminy, utrudnia przeprowadzenie syntezy
koniugatu SANHCH(PO(OEt),),DFO w sposéb powtarzalny, a takze jego
skuteczne oczyszczenie. W najlepszej probie koniugat uzyskano z 42%

wydajnoscia oraz czystoscia oszacowana na 85%.

Pomimo wielu préb (deestryfikacja koniugatu SANHCH(PO(OEt),),DFO,
koniugacja N-(3-karboksypropanoilo)deferoksaminy z kwasem 1-amino-
metylideno-1,1-bisfosfonowym), nie udato si¢ dotychczas dobra¢ optymalnych
warunkéw syntezy docelowego liganda SANHCH(PO(OH),),DFO.

Na podstawie przeprowadzonych badafn nad stabilnoscia chelatu
SANHCH(PO(OEt),),DFO z 8Zr stwierdzono, ze modyfikacja struktury

deferoksaminy poprzez wprowadzenie ugrupowania l-aminometylideno-
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bisfosfonowego w formie estru nie poprawila stabilnosci otrzymanego

kompleksu.

Ocena wlasciwosci biologicznych pochodnych 1-amino-1,1-bisfosfonowych i ich

koniugatow

1. Sposréd badanych pochodnych 1-aminoalkilideno-1,1-bisfosfonowych,
najwyzsza aktywnos¢ cytotoksyczng wobec komorek linii U-2 OS wykazat
kwas 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonowy. Wyznaczona dla niego warto$¢
ICs0 byla zblizona do wartosci ICsop wyznaczonej dla zoledronianu
(odpowiednio 6.16 pM i 6.55 pM). Jednoczeénie, zwigzek ten wykazywat

relatywnie niska toksycznos¢ wobec komérek prawidlowej linii BJ1-hTERT.

2. Obecnos¢ kwasu l-aminometylideno-1,1-bisfosfonowego wywolala wzrost
cytotoksycznosci stosowanych srodkéw terapeutycznych wobec komoérek linii
U-2 OS. Najsilniejsze efekty obserwowano dla jego kombinacji z kamptotecyna,
cisplatyng, etopozydem, RG7112 oraz mieszaning RG7112 z aktynomycyna D,
przy stezeniu 7 pM. Analogiczne kombinacje zoledronianu z tymi samymi
zwigzkami nie wywolywaly réwnie silnego efektu cytotoksycznego.
Jednoczesénie zaobserwowano, ze stosowanie kwasu 1-aminometylideno-1,1-
bisfosfonowego w polaczeniu z cytostatykami nie powodowalo istotnego
wzrostu toksycznosci wzgledem komoérek linii BJ1-hTERT w poréwnaniu do

toksycznosci wywolywanej przez same cytostatyki.

3. Kwasy 1-aminoalkilideno-1,1-bisfosfonowe wykazuja wlasciwoséci hamujace
wzrost bakterii Staphylococcus aureus przy stezeniach 1 oraz 2 mM. Najsilniejsza
aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa zaobserwowano dla bisfosfonowych
analogéw norwaliny (R! = Pr), leucyny (R! =i-Bu), tyrozyny (R! = CH.CsH4OH)
oraz alaniny (R! = Me), przy czym ten ostatni catkowicie zahamowat rozwdj
bakterii przy stezeniu 2 mM. Badania cytotoksycznosci na liniach
komérkowych MG-63 i L-929 wykazaly, ze wiekszos¢ zwigzkow
charakteryzuje si¢ niska lub umiarkowana toksycznoscia, jednak przy
wyzszym stezeniu (2 mM) odnotowano wyrazny spadek aktywnosci
metabolicznej, szczegblnie w linii L-929. Najbardziej korzystny profil, taczacy
skuteczne dzialanie antybakteryjne ze stosunkowo niewielka toksycznoscia,

wykazatly bisfosfonowe analogi norwaliny (R! = Pr) oraz norleucyny (R = Bu).

4. Sposréd badanych koniugatéw 1l-aminometylidenobisfosfonianu tetraetylu
z pochodnymi betuliny, najwyzsza cytotoksycznos¢ wobec linii komérkowych

U-2 OS, A549 oraz AGS wykazala pochodna funkcjonalizowana dwoma
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ugrupowaniami ABPs, w pozycjach C-3 oraz C-28. Aktywnos¢ tego zwigzku
byla jednak poréwnywalna z aktywnoscia samej betuliny, a jego potencjal
ogranicza dodatkowo brak selektywnosci wobec komérek nowotworowych.
Koniugacja pochodnych betuliny z 1-aminometylidenobisfosfonianem
tetraetylu przyczynila sie natomiast do poprawy rozpuszczalnosci

otrzymanych zwiazkéw.

. Zaden z badanych 1-aminoalkilideno-1,1-bisfosfonianéw tetraetylu nie
wykazywal istotnego dzialania cytotoksycznego wobec komoérek U-2 OS.
Moze to wskazywac na potencjalne przyczyny braku obserwowanej poprawy
wlasciwosci cytotoksycznych betuliny po przeprowadzeniu jej funkcjonalizacji

ugrupowaniem l-aminometylidenobisfosfonowym w postaci estru.
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1. Informacje ogdlne

Syntezy opisane w pracy prowadzono w standardowych warunkach

laboratoryjnych.

Wszystkie  stosowane,  dostepne  handlowo  zwiazki  chemiczne

wykorzystywano bez wczeéniejszego oczyszczania.
Stosowano odczynniki handlowe nastepujacych firm:

e Sigma Aldrich: chlorowodorek benzimidoilanu etylu >97%, eter 18-korona-6
99%, N,N'-dicykloheksylokarbodiimid >99%, 20% wodorotlenek palladu na
weglu 98%, 2,4,6-trimetylopirydyna >99%;

e Acros Organics: chloromréwczan benzylu 97%, 33% kwas bromowodorowy
w kwasie octowym; fosforyn trietylu 98%, pirydyna >99.8%, trietyloamina
>99.5%; 10% pallad na weglu aktywnym;

e Apollo Scientific: HATU 99%, mezylan deferoksaminy;

e ThermoScientific: N,N-diizopropyloetyloamina 99%, fosforyn dietylu 98%,
bromek (4-karboksybutylo)trifenylofosfoniowy 97%, bromek trimetylosililu 98%,
indometacyna 98%;

e Alfa Aesar: fenylofosfonin dietylu 98%, bezwodnik bursztynowy 99%;

e ChemPur: wodorotlenek sodu cz.d.a.;

e Fluka: chlorek acetylu >98.0%, 1-hydroksybenzotriazol >98%;

e AmBeed: bromek  (2-karboksyetylo)trifenylofosfoniowy  97%,  kwas
mykofenolowy 99,8%, 5-karboksyuracyl 98%;

e Chemat: chlorambucyl >98%;

e BLDpharm: difenylofosfinin metylu >99%;

e POCH: weglan potasu cz.d.a., 35-38% kwas solny cz.d.a.,, chlorowodorek
acetimidoilanu etylu 97%.

Stosowane rozpuszczalniki (dichlorometan, chloroform, acetonitryl, metanol,
etanol, n-heksan, toluen, octan etylu, N,N-dimetyloformamid, eter dietylowy)

suszono nad sitami molekularnymi 4A i stosowano bez wcze$niejszego oczyszczania.

Reakcje katalitycznego uwodornienia prowadzono w reaktorze ci$énieniowym

Parr, model 3916, pod ci$nieniem wodoru 1.5-1.6 bar.

Reakcje wspomagane ultradZzwiekami prowadzono w laboratoryjnej myijce
ultradZwiekowej Elmasonic SI0H o czestotliwosci ultradzwiekéw réwnej 37 kHz

i efektywnej wydajnosci ultradZzwiekéw wynoszacej 90W.
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Reakcje wymagajace obnizonych temperatur prowadzono w szklanych,
gruboéciennych probéwkach zamykanych korkami polipropylenowymi. Niska

temperature reakcji utrzymywano korzystajac z kriostatu F81-ME firmy Julabo.

Chromatografie kolumnowa wykonywano stosujac kolumny wypelnione
zelem krzemionkowym (silica gel 60, 70-230 mesh, Merck). Analize TLC wykonywano
na plastikowych plytkach firmy Merck pokrytych zelem krzemionkowym 60 Foss
o grubosci warstwy 0.2 mm. Plamki na ptytkach obserwowano w §wietle lampy UV
(A = 254 nm) lub wizualizowano poprzez wypalanie plytek po ich spryskaniu 10%
roztworem kwasu siarkowego w etanolu lub zanurzeniu w wywolywaczu cerowo-
molibdenowym. Ten ostatni otrzymano poprzez rozpuszczenie 5 g siarczanu(VI)
ceru(lV), 25 g kwasu molibdenowego w mieszaninie 50 mL stezonego kwasu

siarkowego(VI) z 450 mL wody.

Widma ™H NMR oraz 3C NMR wykonywano na aparatach Varian 600 lub
Agilent Magnet 400 MHz, przy czestotliwosciach pola magnetycznego odpowiednio
600 lub 400 MHz dla TH NMR oraz 150 lub 100 MHz dla 3C NMR. Przesunigcia
chemiczne podano wzgledem tetrametylosilanu (TMS) jako wzorca wewnetrznego
('H NMR, 0 ppm) lub sygnalu resztkowego rozpuszczalnika (1*C NMR: CDCls
77.16 ppm, CD30D 49.00 ppm, DMSO 39.52 ppm). Widma 3P NMR rejestrowano na
aparacie Agilent Magnet 400 MHz przy czestotliwosci pola magnetycznego 162 MHz,
w odniesieniu do H3sPOs (85%) przy 0 ppm. Wartosci przesunie¢ chemicznych (0)
podano w ppm, a state sprzezenia (/) w Hz. Multipletowo$¢ oznaczano jako: singlet
(s), poszerzony singlet (br s), dublet (d), poszerzony dublet (br d), dublet dubletow
(dd), tryplet (t), tryplet dubletow (td), kwartet typu AB (ABq), kwartet (q), kwintet
(qi), multiplet (m).

Widma IR otrzymanych zwigzkéw rejestrowano na spektrometrze FT-IR
Nicolet 6700 technika ATR.

Analizy wysokorozdzielczej spektrometrii mas (HRMS) prowadzono
korzystajac z aparatu Waters Xevo G2 Q-TOF wyposazonego w Zrédlo jonizacji
elektrosprejem (ESI). Dokladne masy i wzory jonéw molekularnych zostaly

wyznaczone przy uzyciu oprogramowania MassLynx.

Temperatury topnienia zwigzkéw krystalicznych oznaczano za pomoca

aparatu Bibby Stiriling SMP 3; nie byly one korygowane.
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2. Procedury syntetyczne

W reakcjach acylowania chlorowodorkéw imidoilanéw etylu 1 korzystano
z handlowo dostepnych chlorowodorkéw acetimidoilanu etylu oraz benzimidoilanu
etylu. Chlorowodorek formimidoilanu etylu zsyntetyzowano zgodnie z procedura
opisana przez Schmitza i Ohme.?® Pozostale pochodne 1 otrzymano zgodnie

z procedura opisang przez Yadav i Babu.?!

21 Synteza symetrycznych oraz niesymetrycznych zwiagzkéw 1-amino-1,1-
bisfosforowych

2.1.1 Acylowanie chlorowodorkéw imidoilanéw etylu

o]

R1 )J\ R1
A R”_CI PG.
H,NZ “OEt ~asada N OEt
1 2
R = BnO, Me
Me
Me Me
I iy f fr f“”e
Cbz. Cbz. Cbz. Cbz. Cbz.
z N)\OEt z N)\OEt “>NT oEt “~N7 oEt “~N" oEt
2a 2b 2c 2d 2e
DIPEA, DCM DIPEA, DCM DIPEA, DCM DIPEA,DCM DIPEA, DCM
0°C. 20, 34% tp., 24h, 90% t.p., 24h, 95% t.p., 24h, 91% t.p., 24h, 99%
OMe
OMe 1@
Cb\¢[ Cbz. Cbz. — Ac. — Cbz., ~
2>N7 O OEt “>NT OEt “>NT O OEt >N OEt “>NT O OEt
2f 29 2h 2i 2
2.4.6-kolidyna, DCM DIPEA Tol DIPEA, DCM Et;N, DCM DIPEA, DCM
t.p., 24h, 74% t.p., 24h, 58% t.p., 24h, 88% t.p., 24h, 85% t.p., 24h, 96%
Schemat 47

Reakcje N-acylowania chlorowodorkéw imidoilanéw etylu 1 prowadzono
zgodnie z procedura opisana przez Kuznik i wsp.'”> Do kolby okraglodennej
oobjetosci 50 mL, wumieszczonej w lazni wodno-lodowej, wprowadzano
chlorowodorek imidoilanu etylu 1 (8.0 mmol, 1.0 ekw.). Zawarto$¢ kolby
przedmuchiwano argonem, a nastepnie w przeplywie gazu obojetnego dodawano
kolejno rozpuszczalnik (25 mL, zob. Schemat 47), odpowiednia zasade (17.6 mmol, 2.2
ekw., zob. Schemat 47) oraz chloromréwczan benzylu (8.0 mmol, 1.36 g, 1.14 mL, 1.0
ekw.) lub chlorek acetylu (8.0 mmol, 0.68 g, 0.57 mL, 1.0 ekw.). Nastepnie na kolbe
nakladano septe oraz balon z argonem i kontynuowano mieszanie w temperaturze
pokojowej lub obnizonej przez 2 lub 24 godziny (zob. Schemat 47). Po uptywie tego

czasu odparowywano rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem, a do uzyskanej
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pozostalosci dodawano heksan (15 mL) w celu oddzielenia produktu 2 od
chlorowodorku zasady. Powstaly osad oddzielano przez saczenie pod obnizonym
ciSnieniem przez warstwe celitu, a przesacz zatezano na wyparce rotacyjnej.
Tak otrzymane N-acyloimidoilany etylu 2 stosowano w kolejnych syntezach bez
dodatkowego oczyszczania. Dane spektroskopowe otrzymanych zwigzkéw byly

zgodne z danymi literaturowymi.l”>

Synteze N-(benzyloksykarbonylo)fenyloacetimidoilanu etylu 2h

przeprowadzono z uzyciem zasady Hiiniga (2.1 ekw.), ktéra dodawano w dwéch

rownych porcjach — przed i po wprowadzeniu chloromréwczanu benzylu (1.25
ekw.).
2.1.2 Synteza 1-(N-acyloamino)-1-etoksyalkanofosfonianéw dietylu w
ukladzie PTC
i
R H—P(OEt), R' OEt
PG. PO NP0kt
N D0Et  KoCOs (4% wag. Hy0), N [(OEt:
2 18-korona-6 3 O
PTC
Me Me
H OEt Me OEt \40& OEt Me)j(oEt
Cbz )( Cbz Cbz Cbz
N~ P(OEt), N P(OEt N~ P(OEt), N P(OEt),
H Il H H 1 H 1
3a o 3b o 3c 3d o 3e 0
P-Nu (1.2 ekw.), Hex  P-Nu (1.2 ekw.), Hex ~ P-Nu (2.0 ekw.), Hex  P-Nu (2.0 ekw.), Hex P-Nu (3.0 ekw.), Hex
-10°C, 48h, 93% t.p., 48h, 94% -10°C, 4 dni, 68% -10°C, 4 dni, 54%  -40°C, 7 dni, 32%
MeO
e Q ©j<
Cbz. OFEt
Cbz Cbz
N ‘F"(OEt)z > P(OEt \N OEt \N P(OEt Cbz<, P(OEH),
o}
af ;i 14
P-Nu (1.2 ekw.), Hex P-Nu (1.2 ekw.), Hex P-Nu (2.0 ekw.), Hex = P-Nu (1.2 ekw.), Hex P-Nu (3.0 ekw.), Hex
-10°C, 4 dni, 91% tp., 72h, 82% -20°C, 4 dni, 88% t.p., 4 dni, 53% -25°C, 72h, 70%
Schemat 48

Reakcje addycji fosforynu dietylu do N-acyloimidoilanéw etylu 2, w uktadzie
PTC prowadzono zgodnie z procedura opisana przez Kuznik i wsp.'”> Do kolby
o objetosci 25 mL (reakcje prowadzone w temperaturze pokojowej) lub dlugiej
szklanej proboéwki z teflonowym korkiem (reakcje prowadzone w temperaturze
obnizonej) wprowadzano kolejno eter koronowy (0.24 mmol, 63 mg, 0.12 ekw.),
uwodniony (4% wag. H2O) weglan potasu (2.7 mmol, 373 mg, 1.35 ekw.) oraz roztwor

N-acyloimidoilanu etylu 2 (2.0 mmol, 1.0 ekw.) w heksanie (6.5 mL). Po rozpoczeciu
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mieszania wkraplano fosforyn dietylu (P-Nu, 2.4-6.0 mmol, 1.2-3.0 ekw., zob.
Schemat 48) i kontynuowano reakcje w temperaturze pokojowej lub obnizonej
w czasie podanym na schemacie 48). Po zakornczeniu reakcji weglan potasu
oddzielano przez saczenie grawitacyjne, a produkt 3 ekstrahowano z pozostatosci
w naczyniu reakcyjnym oraz na saczku heksanem lub dichlorometanem. Otrzymany
przesacz zatezano, a surowy produkt poddawano oczyszczaniu metoda
(DCM/MeOH/Et:N  100:1:1,  v/v/v).

spektroskopowe uzyskanych zwiazkéw byly zgodne z danymi literaturowymi.'”>

chromatografii ~ kolumnowej Dane

2.1.3 Otrzymywanie 1-(N-acyloamino)alkano-1,1-bisfosfonianéw tetraetylu

Ph3;P HBF,4 o one-pot
P(OEt)3 Ml
R' OEt R! P(OEt)
PG. _OEt DIPEA (tylko dla 5f) PG.. 2
H 1 OEt ® €] N P(OEY),
3 O - PhyPEt BF, H 5 5
©) S)
H PPh; BF, P(OEt);
Phs;P-HBF Cbz
3 4 \H P(OEY), DIPZA
- [
EtOH 4a (o) - PhyPEt BF4@
step-by-step
1 1 Me 9
H P(OEt), Me_ P(OEt), \I(OEt)z OEt)2 ﬁ( (OEt),
Cbz Cbz Cbz Cbz\ bz
N P(OEt), ” P(OEt), ” P(OEt), P(OEt), P(OEt
| [ [
o} ) O O
5a 5b 5¢ 5d 5e
MeCN, 70°C, MeCN, 40°C, MeCN, t.p. MeCN, t.p. MeCN, t.p.
8h, 82%32 6.5h, 95% 6h, 95% 24h, 90% 24h, 74%
O 0} )
MeO I Ml Ml
Y(OE‘[)Q P(OEt), P(OEt), OEt OEt)2
Cbz Cbz Cbz (o Cbz
H P(OEt), H P(OEt), H P(OEt), N P(OEt N OEt
I [ [
o o
5f 59 5h 5i 5j
MeCN, 70°C MeCN, 60°C DCM, t.p., MeCN, t.p., DCM, t.p.,
0, 0, ")
5h, 52% 8h, 40% 6h, 86% 24h, 59% 24h, 84%

2 Wydajnos¢ obliczona wzgledem wyjsciowego 1-etoksyfosfonianu 3a

Synteze

Schemat 49

1-(N-acyloamino)alkilideno-1,1-bisfosfonianéw

tetraetylu 5

prowadzono zgodnie z procedurami opisanymi przez Kuznik i wsp.17
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2.1.3.1 Otrzymywanie 1-(N-acyloamino)alkilideno-1,1-bisfosfonianow tetraetylu 5
metoda one-pot

Do kolby okraglodennej o objetosci 25 mL wprowadzano odpowiedni
1-(N-acyloamino)-1-etoksyalkanofosfonian dietylu 3 (1.0 mmol), tetrafluoroboran
trifenylofosfoniowy (1.1 mmol, 385 mg, 1.1 ekw.) oraz rozpuszczalnik (4 mL, zob.
Schemat 49). Zawartosc¢ kolby mieszano w temperaturze pokojowej do rozpuszczenia
substratéw, po czym wkraplano fosforyn trietylu (1.5 mmol, 249 mg, 0.26 mL,
1.5 ekw.). Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej lub podwyzszonej przez
5-24 godzin (zob. Schemat 49). Po zakoriczeniu reakcji odparowywano
rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem, a uzyskana pozostatos¢ ekstrahowano
toluenem (Bx5mL) w celu oddzielenia produktu 5 od tetrafluoroboranu
etylotrifenylofosfoniowego. Zebrane ekstrakty Iaczono, odparowywano czeéci lotne,

a surowy produkt oczyszczano metoda chromatografii kolumnowej (DCM/MeOH
20:1, v/v).

Synteze zwiazku 5f przeprowadzono w spos6b analogiczny, lecz z dodatkiem

katalitycznej ilodci zasady Hiiniga (0.4 mmol, 52 mg, 70 pL, 0.4 ekw.).

W przypadku syntezy pochodnej 5e, zastosowano inng kolejnoé¢ dozowania
reagentow: pochodna 1-etoksyfosfonowa 3e rozpuszczono w acetonitrylu (2 mL),
a nastepnie wkroplono kolejno fosforyn trietylu oraz roztwor tetrafluoroboranu

trifenylofosfoniowego w acetonitrylu (2 mL).

Dane spektroskopowe otrzymanych zwigzkéw byly zgodne z danymi

literaturowymi.”>

2.1.3.2 Otrzymywanie 1-(N-benzyloksykarbonyloamino)metylideno-1,1-
bisfosfonianu tetraetylu metoda step-by-step

1-(N-Benzyloksykarbonyloamino)-1-etoksymetanofosfonian ~ dietylu  3a
(1.0 mmol, 345 mg, 1.0 ekw.) oraz tetrafluoroboran trifenylofosfoniowy (1.1 mmol,
385 mg, 1.1 ekw.) rozpuszczono w DCM (5 mL) w celu uzyskania jednorodnej
mieszaniny. Po odparowaniu rozpuszczalnika pozostalos¢ ogrzewano w tazni
olejowej w temperaturze 85°C pod zmniejszonym ciSnieniem przez 5 godzin,
uzyskujac sol fosfoniowa 4 (R' = H) w formie zywicy. Nastepnie, sol 4 (R! = H)
rozpuszczono w acetonitrylu (4 mL), dodano fosforyn trietylu (1.5 mmol, 249 mg,
258 pL, 1.5 ekw.) oraz zasade Hiiniga (0.4 mmol, 52 mg, 70 pL, 0.4 ekw.). Mieszanine
ogrzewano w temperaturze 70°C przez 8 godzin. Produkt 5a wyizolowano

i oczyszczono w analogiczny sposéb jak w procedurze opisanej w rozdziale 2.1.3.1.
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214 Otrzymywanie fosfonowo-fosfinoilowych oraz fosfonowo-fosfinowych
analogéw 1-(N-benzyloksykarbonyloamino)alkilideno-1,1-
bisfosfonianéw tetraetylu

@) one-pot
R' OEt PhsPHBF, R' p<Ph b
cbz. X OEt Ph,POMe lub PhP(OEt), Cba.. R
H 1 OEt ® S @ S} H ‘}T(OEt)Z
o) - PhsPMe BF, lub PhsPEt BF
3 3 4 3 4 6,7 (@]
Ph,P-HBF, 5
85 °C, 8h (dla 3a) Ph,POMe

®  BF,
) 3 R' PPh; lub PhP(OEt),
tp-, 40 min (dla 3g) Cbz. L OEt  DIPEA (dia6ai7a)

~OEt ® S
- EtOH s 1o - PhsPMe BF,

step-by-step
lub Ph3PEt BF,
R' =H, Alk, Ph: R = OEt, Ph

Schemat 50

2141 Otrzymywanie fosfonowo-fosfinoilowych oraz fosfonowo-fosfinowych
analogow 1-(N-benzyloksykarbonyloamino)alkilideno-1,1-
bisfosfonianéw metoda one-pot

Synteze fosfonowo-fosfinoilowych oraz fosfonowo-fosfinowych analogow
1-(N-benzyloksykarbonyloamino)alkilideno-1,1-bisfosfonianéw 6 oraz 7 prowadzono
w sposob analogiczny jak synteze 1-(N-acyloamino)alkilideno-1,1-bisfosfonianéw
tetraetylu 5 (szczegétowo opisang w punkcie 2.1.3.1), stosujac difenylofosfinin metylu
(1.5 mmol, 324 mg, 300 puL) lub fenylofosfonin dietylu (1.5 mmol, 297 mg, 270 uL)
w roli nukleofila. Produkty izolowano wykorzystujac ekstrakcje toluenem (3x5 mL)
oraz chromatografie kolumnowa (DCM/MeOH 20:1, v/v, nastepnie DCM/MeOH
40:1, v/v dla 6b-e, 6g oraz 7b-d, 7f, 7g lub AcOEt/Hex/MeOH 14:4:1, v/v/v,
nastepnie DCM/MeOH 40:1, v/v dla 7e).

?
Me PPh,
Cbz
N~ “P(OEt),
H I
@)

DCM, 40 °C, 6h, 57%

1-(N-Benzyloksykarbonyloamino)-1-(difenylofosforylo)etanofosfonian dietylu
(6b). Olej; 57% (292 mg). TH NMR (400 MHz, CDCls) 6 8.08-7.98 (m, 4H), 7.58-7.42
(m, 6H), 7.39-7.31 (m, 5H), 5.77 (br s, 1H), 4.99 (s, 2H), 4.17-3.88 (m, 4H), 1.98 (t, | = 16.6
Hz, 3H), 1.20 (t, ] = 7.0 Hz, 3H), 1.16 (t, ] = 7.0 Hz, 3H).13C NMR (100 MHz, CDCls)
6154.5 (brs), 136.5,132.9 (d, ] =8.7 Hz), 132.9 (d, ] = 8.3 Hz), 132.4 (d, ] = 3.1 Hz), 129.6
(dd, J=97.3,2.5 Hz), 129.4 (dd, ] = 96.8, 1.9 Hz), 128.6, 128.5 (d, ] = 11.8 Hz), 128.4 (d,
J=11.8 Hz), 128.3,128.2,66.9,63.8 (d, | =7.6 Hz), 63.6 (d, ] = 7.2 Hz), 58.5 (dd, ] = 146.5,
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65.7 Hz), 17.2 (d, ] = 3.8 Hz), 16.5 (d, | = 5.3 Hz), 16.4 (d, ] = 5.3 Hz). 3P NMR (162
MHz, CDCls) 6 32.1 (d, | = 23.3 Hz), 20.2 (d, ] = 23.5 Hz). IR (ATR) 3383, 1735, 1229,
1019, 965, 743 cml. HRMS (ESI) m/z: obliczone dla CasH3z2NOeP> [M+H]* 516.1705,
znalezione 516.1697.

Me

Q
\thz
Cbz

N~ “P(OEt
N OF:
o)

t.p, 6h, 76%

1-(N-Benzyloksykarbonyloamino)-1-(difenylofosforylo)butanofosfonian  dietylu
(6¢). Bezbarwne krysztaly; 76 % (413 mg); t.t. 135.5-137.0°C. TH NMR (400 MHz, CDCl5)
6 8.32-8.27 (m, 2H), 7.97-7.92 (m, 2H), 7.59-7.46 (m, 4H), 7.42-7.31 (m, 7H), 6.19 (dd,
J=13.0, 6.6 Hz, 1H), 5.06 i 5.00 (ABq, | = 12.4 Hz, 2H), 4.20-4.10 (m, 1H), 4.05-3.97
(m, 1H), 3.93-3.84 (m, 1H), 3.75-3.65 (m, 1H), 2.56-2.41 (m, 1H), 2.13-1.98 (m, 1H), 1.51-
1.33 (m, 2H), 1.23 (t, ] = 7.2 Hz, 3H), 1.07 (t, ] = 7.2 Hz, 3H), 0.62 (t, ] = 7.2 Hz, 3H). 13C
NMR (100 MHz, CDCls) 6 154.7 (br s), 136.6, 133.4 (d, ] = 8.7 Hz), 133.0 (d, ] = 9.1 Hz),
132.3 (d, ] =2.7 Hz), 132.0 (d, ] = 3.1 Hz), 131.7 (d, ] = 97.5 Hz), 129.0 (d, ] = 98.6 Hz),
128.6,128.4 (d, ] =12.0 Hz), 128.3,128.2,128.0 (d, ] = 12.1 Hz), 66.9, 63.8 (d, ] =7.5 Hz),
62.5 (dd, ] =147.9, 60.7 Hz), 629 (d, ] = 7.6 Hz), 32.7,17.4 (dd, ] = 7.8, 5.9 Hz), 16.6 (d,
J=5.3Hz),16.2 (d, ] = 6.1 Hz), 14.3. 3P NMR (162 MHz, CDCl3) 6 34.7 (d, ] = 16.8 Hz),
209 (d, ] =16.7 Hz). IR (ATR) 3182, 1727, 1541, 1442, 1257, 1057, 961, 692 cm-1. HRMS
(ESI) m/z: obliczone dla CasHasNOsP2 [M+H]* 544.2018, znalezione 544.2014.

Me

I
PPh,
Cbz
N~ “P(OEt),
H I
@)

t.p, 3h, 53%
lub 40 °C, 3h, 76%

1-(N-Benzyloksykarbonyloamino)-1-(difenylofosforylo)pentanofosfonian dietylu
(6d). Bezbarwne krysztaty; 76% (423 mg); t.t. 131.5-134°C. TH NMR (400 MHz, CDCls)
6 8.34-8.29 (m, 2H), 7.96-7.91 (m, 2H), 7.58-7.29 (m, 11H), 6.25 (dd, ] =13.4, 7.0 Hz, 1H),
5.0815.00 (ABq, ] =12.4 Hz, 2H), 4.20-4.10 (m, 1H), 4.05-3.95 (m, 1H), 3.92-3.82 (m, 1H),
3.73-3.63 (m, 1H), 2.59-2.43 (m, 1H), 2.13-1.99 (m, 1H), 1.46-1.36 (m, 1H), 1.35-1.27
(m, 1H), 1.23 (t, ] = 7.2 Hz, 3H), 1.06 (t, ] = 7.2 Hz, 3H), 1.10-1.02 (m, 1H), 0.96-0.87 (m,
1H), 0.62 (t, ] = 7.4 Hz, 3H). 13C NMR (100 MHz, CDCls) 6 154.7 (br s), 136.6, 133.4 (d,
J=8.8Hz), 133.1 (d, ] = 9.5 Hz), 1324 (d, ] = 3.1 Hz), 130.0 (d, ] = 3.1 Hz), 131.8 (d,
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] =98.6 Hz), 128.8 (d, ] = 99.2 Hz), 128.6, 128.4 (d, ] = 12.1 Hz), 128.2, 128.2, 127.9 (d,
J=122Hz), 669,637 (d, ] = 7.3 Hz), 62.9 (d, ] = 7.6 Hz), 62.3 (dd, ] = 148.3, 60.6 Hz),
30.3, 25.6 (dd, ] = 7.6, 5.3 Hz), 22.8, 16.6 (d, ] = 5.4 Hz), 16.2 (d, | = 6.1 Hz), 13.6.
31P NMR (162 MHz, CDCl3) 6 34.9 (d, ] = 16.0 Hz), 20.9 (d, ] = 16.4 Hz). IR (ATR) 3184,
1727, 1542, 1442, 1261, 1026, 1026, 960, 692 cm. HRMS (ESI) m/z: obliczone dla
CaoHssNOgP; [M+H]* 558.2174, znalezione 558.2173.

Me

9
I\/IeA\)(Pth
Cbz

N~ “P(OEt
N[O
o)

t.p, 3h, 55%

1-(N-Benzyloksykarbonyloamino)-1-(difenylofosforylo)-3-metylobutanofosfonian
dietylu (6e). Bezbarwne krysztaly; 55% (306 mg). TH NMR (400 MHz, CDCls) & 8.46-
8.40 (m, 2H), 7.92-7.86 (m, 2H), 7.69-7.29 (m, 11H), 6.58 (dd, | = 17.2, 8.8 Hz, 1H), 5.10
15.04 (ABq, ] = 12.2 Hz, 2H), 4.18-4.09 (m, 1H), 3.99-3.91 (m, 1H), 3.81-3.73 (m, 1H),
3.62-3.52 (m, 1H), 2.45-2.31 (m, 1H), 2.06-1.95 (m, 1H), 1.88-1.81 (m, 1H), 1.24 (t, ] =7.2
Hz, 3H), 1.01 (t, ] = 7.1 Hz, 3H), 0.85 (d, ] = 6.5 Hz, 3H), 0.36 (d, ] = 6.7 Hz, 3H).
13C NMR (100 MHz, CDCls) 6 154.7 (br d, ] = 7.0 Hz), 136.6, 133.7 (d, ] = 9.1 Hz), 133.3
(d, ] =9.7 Hz), 1324 (d, ] = 3.0 Hz), 132.2 (d, ] = 98.8 Hz), 132.0 (d, ] = 3.0 Hz), 128.5,
128.3 (d, J=12.2 Hz),128.3,128.2 (d, ] = 99.7 Hz), 128.1, 127.6 (d, ] = 12.5 Hz), 66.9, 63.6
(d, ] =7.4Hz), 63.1 (dd, ] =150.4, 60.1 Hz), 62.6 (d, ] = 7.7 Hz), 38.4, 24.7 (dd, ] = 10.5,
6.1 Hz), 24.2,24.0,16.5 (d, ] = 5.3 Hz), 16.1 (d, ] = 6.5 Hz). 1P NMR (162 MHz, CDCL)
537.2 (d, ] = 14.2 Hz), 20.6 (d, ] = 14.8 Hz). IR (ATR) 2957, 1732, 1438, 1233, 1022, 961,
695 cml. HRMS (ESI) my/z: obliczone dla CaoH3sNOgP> [M+H]* 558.2174, znalezione
558.2167.

Ml
PPh,
Cbz
N P(OEt),
H I
O

t.p., 2h, 77%

1-(N-Benzyloksykarbonyloamino)-1-(difenylofosforylo)-2-fenyloetanofosfonian

dietylu (6g). Bezbarwne krysztaly; 77% (459 mg); t.t. 132.5-134.5°C. TH NMR (400
MHz, CDCl;) 6 8.15-8.09 (m, 4H), 7.55-7.26 (m, 11H), 7.15-6.99 (m, 5H), 5.94 (dd,
J=14.4,8.0 Hz, 1H), 5.0514.96 (ABq, ] = 12.0 Hz, 2H), 3.98-3.53 (m, 6H), 1.07 (t, ] = 8.0
Hz, 3H), 0.97 (t, ] = 8.0 Hz, 3H). 13C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 154.9 (dd, ] =11.5, 4.3
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Hz), 136.3, 135.2 (dd, | = 9.6, 6.2 Hz), 133.6 (d, ] = 9.1 Hz), 133.2 (d, ] = 9.1 Hz), 132.0
(d, J=3.0Hz), 1319 (d, ] = 2.9 Hz), 131.1, 131.1 (dd, ] = 9.6, 1.8 Hz), 130.7 (d, ] = 90.3
Hz), 128.6, 128.5, 128.3, 128.1 (d, ] = 12.1 Hz), 127.9 (d, ] = 12.2 Hz), 127.7, 126.7, 67 .1,
63.9 (dd, J=145.7, 60.0 Hz), 63.2 (d, ] = 7.2 Hz), 63.0 (d, ] = 7.6 Hz), 35.8,16.2 (d, ] = 5.7
Hz), 16.0 (d, ] = 6.5 Hz). 3P NMR (162 MHz, CDCl3) 6 36.3 (br s), 19.6 (d, | = 8.6 Hz).
IR (ATR) 3193, 1732, 1542, 1239, 1022, 975, 694 cml. HRMS (ESI) m/z: obliczone dla
C32H3sNO6P2 [M+H]* 592.2018, znalezione 592.2005.

O ph

n,

Me P\OEt

Cbz
N P(OEt),
H I
O

40 °C, 1h, 80%

1-(N-Benzyloksykarbonyloamino)-1-[etoksy(fenylo)fosforylo]etanofosfonian

dietylu (7b). Olej; 80% (384 mg), dr 1:1.4. TH NMR (400 MHz, CDCl;) 6 7.85-7.80
(m, 2H)?, 7.78-7.29 (m, 8H)?, 5.58 (br s, 1H)®, 5.46 (br s, 1H)®, 4.98 (s, 2H)b, 4.94 i 4.91
(ABq, ] =12.2 Hz, 2H)b, 4.31-4.05 (m, 6H)?, 1.90 (t, ] = 17.2 Hz, 3H)®, 1.85 (t, | =17.2 Hz,
3H)b, 1.36 (t, ] = 7.0 Hz, 3H)? 1.33 (t, ] = 7.0 Hz, 3H)®, 1.32 (t, ] = 7.2 Hz, 3H)®, 1.30 (t,
J=7.0Hz, 3H)>, 1.27 (t, ] = 7.2 Hz, 3H)®, 1.26 (t, ] = 7.1 Hz, 3H)®. 13C NMR (100 MHz,
CDCls) 6 154.2 (br s)?, 136.3%, 133.4 (d, ] = 9.1 Hz)®, 133.4 (d, ] = 9.1 Hz)®, 132.8 (d,
J=29Hz)" 132.7 (d, ] = 2.9 Hz)>, 128.5b, 128.4,128.2 (d, ] = 12.4 Hz), 128.2 (d, ] =13.2
Hz)b, 128.22, 128.1b, 128.1°, 128.0 (dd, ] = 130.1, 3.1 Hz)b, 127.8 (dd, ] = 132.5, 3.1 Hz)P,
66.6°, 66.5°,63.9 (d, ] =7.0Hz)® 63.6 (d, ] =7.4 Hz)®, 63.5(d, [=7.2Hz)®,63.4 (d, ] =74
Hz)b, 62.7 (d, ] = 7.0 Hz)b, 62.5 (d, ] = 6.7 Hz)b, 57.3 (dd, | = 146.8, 97.3 Hz)®, 57.4 (dd,
J =145.1, 98.3 Hz)®, 16.5-16.3 (m),2 16.1 (br s), 16.0 (br s)>. 3IP NMR (162 MHz, CDCls)
6378 (d, ] =21.5Hz), 374 (d, ] =23.4 Hz), 19.9 (d, ] = 22.2 Hz), 19.7 (d, ] = 23.3 Hz).
IR (ATR) 2983, 1738, 1501, 1228, 1017, 954, 821, 749, 695 cm. HRMS (ESI) m/z:
obliczone dla CxH:NO7P> [M+H]* 484.1654, znalezione 484.1643. 2 Nakladajace sie

sygnaly diastereoizomeréw.  Osobny sygnat diastereoizomeru.

Me

Q ph
P~0Et
Cbz

N~ “P(OEt
N [OFY:
o

40 °C, 1h, 80%

1-(N-Benzyloksykarbonyloamino)-1-[etoksy(fenylo)fosforylo]butanofosfonian
dietylu (7c). Olej; 80% (409 mg), dr 1:1.6. 'TH NMR (400 MHz, CDCl;) 6 7.87-7.81 (m,
2H)?, 7.56-7.52 (m, 1H)?, 7.43-7.32 (m, 7H)?, 5.54-5.48 (m, 1H)?, 5.0414.96 (ABq, =134
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Hz, 2H)b, 4.97 (s, 2H)b, 4.26-4.00 (m, 6H)?, 2.39-2.12 (m, 2H)?, 1.68-1.59 (m, 1H)?, 1.57-
1.45 (m, 1H)?, 1.34-1.28 (m, 6H)?, 1.26 (t, ] = 7.2 Hz, 3H)b, 1.24 (t, ] = 7.0 Hz, 3H)®, 0.85
(t, J=7.2Hz, 3H)® 0.84 (t, ] = 7.2 Hz, 3H)". 13C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 154.3 (br s)?,
136.5%,133.8 (d, ] = 9.6 Hz)®, 133.7 (d, ] = 9.5 Hz)®, 132.7 (d, ] = 3.5 Hz)®, 132.7 (d, ] = 3.3
Hz)b,129.2 (dd, ] =128.2, 2.6 Hz)®, 129.0 (d, ] = 131.1 Hz)b, 128.6, 128.3>, 128.3b, 128.37,
128.2 (d, ] =12.4 Hz)b, 128.1 (d, ] = 12.8 Hz)®, 66.9%, 63.6 (d, ] = 7.2 Hz)", 63.6 (d, ] =7.3
Hz)®, 63.4 (d, ] = 6.8 Hz)", 63.4 (d, ] = 6.4 Hz)®, 62.4 (d, ] = 7.0 Hz)?, 62.0 (dd, ] = 1441,
94.4 Hz)b, 61.9 (dd, ] = 143.6, 94.1 Hz)®, 32.4 (d, ] = 4.0 Hz)®, 32.0 (d, ] = 3.5 Hz)®, 18.0
(dd,J=7.1,4.3 Hz)>,17.8 (dd, ] = 6.5, 5.1 Hz), 16.7-16.4 (m),> 14.7°, 14.6>. 3'P NMR (162
MHz, CDCls) 6 38.8 (d, ] =18.7 Hz), 38.1 (d, ] = 20.3 Hz), 20.0 (d, ] = 20.4 Hz), 19.7 (d,
J = 18.5 Hz). IR (ATR) 2976, 1737, 1488, 1247, 1234, 1021, 957, 748, 695 cm'l. HRMS
(ESI) m/z: obliczone dla CaH3NO7P, [M+H]* 5121967, znalezione 512.1964.

aNakladajace sie sygnaly diastereoizomeréw. P Osobny sygnat diastereoizomeru.

Me
Q Ph
P-OEt
Cbz

N~ “P(OEt)
H o 2
40 °C, 1h, 82%

1-(N-Benzyloksykarbonyloamino)-1-[etoksy(fenylo)fosforylo]pentanofosfonian

dietylu (7d). Bezbarwne krysztaly; 82% (430 mg), dr 1:1.5. TH NMR (400 MHz, CDCls)
0 7.88-7.81 (m, 2H)?, 7.56-7.52 (m, 1H)?, 7.43-7.32 (m, 7H)?, 5.55-5.47 (m, 1H)?, 5.04 i
496 (ABq, ] = 12.2 Hz, 2H)b, 4.98 (s, 2H)b, 4.25-4.00 (m, 6H)?, 2.43-2.12 (m, 2H)3, 1.64-
1.53 (m, 1H)?, 1.51-1.42 (m, 1H)?, 1.34-1.22 (m, 11H)?, 0.84 (t, ] = 7.2 Hz, 3H)®, 0.83
(t, ] =7.2 Hz, 3H)P. 13C NMR (100 MHz, CDCls) 6 154.3 (br s)?, 136.62, 133.8 (d, ] =9.9
Hz)b, 133.7 (d, ] = 10.3 Hz)b, 132.7 (d, ] = 3.4 Hz)b, 132.7 (d, ] = 3.1 Hz)®, 129.1 (dd,
J=127.1,2.6 Hz)b,129.0 (d, ] = 130.2 Hz)b, 128.6%, 128.3%, 128.3?, 128.2 (d, ] = 13.6 Hz)b,
128.1 (d, ] = 12.8 Hz)b, 66.92, 63.6 (d, | = 7.2 Hz)?, 63.4 (d, ] =7.6 Hz)>, 63.4 (d, J=7.3
Hz)b, 62.4 (d, ] = 7.0 Hz)b, 62.4 (d, ] = 7.0 Hz)®, 61.9 (dd, ] = 144.2, 94.5 Hz)®, 61.8 (dd,
] =143.8,94.1 Hz)b, 30.2 (d, ] =4.2 Hz)®, 29.8 (d, ] = 3.4 Hz)b, 26.5 (dd, ] = 6.9, 4.2 Hz)®,
26.4 (t, ] = 5.5 Hz)>, 23.4b, 23.3b, 16.7-16.4 (m),2 14.02. 31P NMR (162 MHz, CDCls) & 38.9
(d, J=18.4Hz),38.1 (d, ] =19.9 Hz), 20.0 (d, ] = 19.8 Hz), 19.9 (d, ] = 18.6 Hz). IR (ATR)
2960, 1737, 1498, 1232, 1021, 955, 747, 696 cm'l. HRMS (ESI) m/z: obliczone dla
CosH3sNO7P, [M+H]* 526.2124, znalezione 526.2126. 2Nakladajace sie sygnaly

diastereoizomeréw. P Osobny sygnat diastereoizomeru.
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Q Ph

n,

P~0OEt
Cbz

N~ “P(OEt
N OF:
o)

t.p., 24h, 62%

Gléwny diastereoizomer 1-(N-benzyloksykarbonyloamino)-1-[etoksy(fenylo)-
fosforylo]fenylometanofosfonian dietylu (7e’). Olej; 50% (270 mg). TH NMR (400
MHz, CDCl) 6 7.52-7.17 (m, 15H), 6.04 (br s, 1H), 5.09-4.99 (m, 2H), 4.14-3.98 (m, 6H),
1.27 (t, ] = 7.0 Hz, 3H), 1.20 (t, ] = 7.0 Hz, 3H), 1.16 (br s, 3H). 13C NMR (100 MHz,
CDCl3) 6 154.5 (br s), 136.5 (br's), 134.1 (d, ] = 9.2 Hz), 132.7 (d, ] = 3.1 Hz), 131.5 (br s),
128.8 (t, ] = 5.0 Hz), 128.5, 128.3 (br s), 127.7,127.6, 127.3 (t, | = 2.3 Hz), 67.2, 66.6 (dd,
J=144.3,86.0 Hz), 64.0 (d, ] = 7.5 Hz), 63.7 (d, ] = 7.2 Hz), 63.0 (d, ] = 7.1 Hz), 16.5 (d,
J=6.1Hz), 164 (d, ] = 6.4 Hz), 16.4 (d, ] = 5.7 Hz). 3P NMR (162 MHz, CDCl3) 6 36.5
(d, J=11.8 Hz), 17.1 (d, ] = 11.7 Hz). IR (ATR) 2981, 1747, 1495, 1247, 1236, 1018, 953,
727, 694 cm’l. HRMS (ESI) m/z: obliczone dla CxyHaNO7P> [M+H]* 546.1811,
znalezione 546.1808.

Poboczny diastereoizomer 1-(N-benzyloksykarbonyloamino)-1-[etoksy(fenylo)-
fosforylo]fenylometanofosfonian dietylu (7e”). Olej; 12% (67 mg). TH NMR (400
MHz, CDCl;) 6 7.49-7.12 (m, 15H), 6.14 (br s), 5.11-5.07 (m, 2H), 4.32-3.82 (m, 6H), 1.32
(t, ]=6.9 Hz, 3H), 1.26 (t, ] = 7.1 Hz, 3H), 1.17 (br s, 3H). 13C NMR (100 MHz, CDCls)
0 154.4 (br s), 136.5 (br s), 133.7 (d, ] = 9.2 Hz), 132.6 (d, ] = 3.1 Hz), 128.8-128.2 (m),
127.7,127.6,127.4 (t, ] = 2.5 Hz), 67.1, 66.0 (dd, | = 140.0, 86.0 Hz), 64.1 (d, ] = 7.2 Hz),
63.9 (d, ] =7.2Hz), 63.6 (d, ] =7.2 Hz), 16.6 (d, ] = 5.7 Hz), 16.5 (d, ] = 5.3 Hz), 16.4 (d,
] = 5.7 Hz). 3P NMR (162 MHz, CDCls) 6 38.6 (d, ] = 6.8 Hz), 17.3 (d, ] = 6.9 Hz).
IR (ATR) 2923, 1744, 1590, 1239, 1023, 971, 877, 744, 696 cm™. HRMS (ESI) my/z:
obliczone dla CoyH3sNO7P> [M+H]* 546.1810, znalezione 546.1805.

Q ph
P~0Et
Cbz
N~ P(OEt),
H
o)

40 °C, 1h, 91%

1-(N-Benzyloksykarbonyloamino)-1-[etoksy(fenylo)fosforylo]-2-fenyloetano-

fosfonian dietylu (7f). Bezbarwne krysztaty; 91% (509 mg), dr 1:1.7. TH NMR (400
MHz, CDCl) 6 7.97-7.84 (m, 2H)?, 7.54-7.11 (m, 13H)?, 5.54 (dd, | = 16.4, 8.6 Hz, 1H)b,
539 (dd, ] = 11.6, 8.1 Hz, 1H)®, 5.221 5.10 (ABq, | = 12.0 Hz, 2H)b, 5.05 (s, 2H)b, 4.25-
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3.5713.45-3.40 (m, 8H)?, 1.32 (t, ] = 7.0 Hz, 3H)®, 1.18 (td, ] = 7.1, 0.7 Hz, 3H)", 1.14 (td,
J=7.2,0.8Hz, 3H)®, 1.11 (t, ] =7.2 Hz, 3H)®, 1.08 (td, ] = 7.2, 0.8 Hz, 3H)">, 1.05 (t, ] = 7.2
Hz, 3H)b. 3C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 154.9 (dd, ] = 8.0, 7.9 Hz)®, 154.7 (dd, ] = 14.5,
2.7 Hz)b,136.3%,135.6 (dd, ] =11.7, 4.3 Hz)b, 135.4 (dd, ] =8.7, 7.5 Hz)®, 133.8 (d, ] = 10.0
Hz)b, 133.7 (d, ] = 9.9 Hz)b, 132.4 (d, ] = 2.9 Hz)®, 132.3 (d, ] = 2.9 Hz)b, 131.3b, 131.1P,
129.6 (d, ] = 131.0 Hz)>, 129.5 (d, ] = 130.8 Hz)>, 128.52, 128.4b, 128.3b, 128.3b, 128.1b,
127.7 (d, ] =13.3 Hz)b, 127.7 (d, ] = 15.2 Hz), 127.6* 126.6b, 126.5b, 67.0b, 66.9b, 63.4 (d,
J=73Hz)b 63.2(d, ]=7.0Hz)" 63.1 (d, ] =7.7 Hz)>, 62.9 (dd, ] = 143.7, 93.6 Hz)®, 62.9
(dd, J=143.2,94.1 Hz)®, 62.8 (d, ] = 7.5 Hz)®, 62.3 (d, ] = 7.0 Hz)®, 61.6 (d, ] = 6.8 Hz)P,
35.2 (t, ] =3.4 Hz)®, 34.8°,16.4 (d, ] = 6.1 Hz)b, 16.1 (d, ] = 6.2 Hz)®, 16.0 (d, ] = 6.2 Hz)P,
16.0 (d, ] = 6.4 Hz)®, 16.0 (d, ] = 6.1 Hz)b. 3'P NMR (162 MHz, CDCl3) 6 39.3 (d, ] = 6.8
Hz), 36.7 (d, ] = 6.0 Hz), 19.1 (d, ] = 7.1 Hz), 18.4 (d, ] = 8.4 Hz). IR (ATR) 2928, 1737,
1498, 1244, 1019, 954, 751, 698 cm. HRMS (ESI) my/z: obliczone dla CxsH3zsNO7P>
[M+H]* 590.1967, znalezione 590.1965. 2 Naktadajace si¢ sygnaly diastereoizomeréw.

b Osobny sygnat diastereoizomeru.

MeO
O ph

1,

P~0Et
Cbz
N~ “P(OEt),
H 1
(e
40 °C, 1h, 73%

1-(N-Benzyloksykarbonyloamino)-1-[etoksy(fenylo)fosforylo]-2-(4-metoksy-

fenylo)etanofosfonian dietylu (7g). Olej; 73% (418 mg), dr 1:1.7. 'TH NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 7.95-7.83 (m, 2H)2, 7.54-7.10 (m, 10H)?, 6.71-6.66 (m, 2H)?, 5.54 (dd, ] = 16.3,
8.7 Hz, 1H)®, 5.38 (dd,  =11.7, 8.1 Hz, 1H)®, 5.21 1 5.09 (ABq, ] = 12.2 Hz, 2H)b, 5.04 (s,
2H)b, 4.25-3.38 (m, 8H)?, 3.75 (s, 3H)b, 3.74 (s, 3H)b, 1.32 (t, ] = 7.1 Hz, 3H)b, 1.20
(t, ] =7.0Hz, 3H)b, 1.17 (t, ] = 6.8 Hz, 3H)Y, 1.12 (t, ] = 7.2 Hz, 3H)®, 1.11 (t, ] = 7.2 Hz,
3H)b, 1.08 (t, ] = 7.0 Hz, 3H)>. 3C NMR (100 MHz, CDClz) 6 158.5b, 158.5b, 155.0
(t, ] = 8.0 Hz)b, 154.8 (dd, | = 13.8, 2.7 Hz)b, 136.4%, 133.9 (d, ] = 10.6 Hz)b, 133.8 (d,
J = 10.0 Hz)b, 1325 (d, ] = 2.9 Hz)®, 1324 (d, ] = 3.0 Hz)b, 132.4>, 132.2b, 129.8 (d,
J=130.9 Hz)b, 129.7 (d, ] = 130.5 Hz)>, 128.6°, 128.6P, 128.5P, 128.4b, 128.4b, 128.2b, 127.8
(d, =133 Hz)b,127.8 (d, ] =13.3 Hz)>, 127.5 (dd, ] =9.2, 4.4 Hz)", 127 .4 (t, ] = 8.2 Hz)},
113.12, 67.1, 67.0b, 63.5 (d, ] = 7.2 Hz)®, 63.3 (d, ] = 7.0 Hz)>, 63.2 (d, ] = 7.5 Hz)®, 63.0
(dd, J= 143.4, 93.7 Hz)b, 63.0 (dd, ] = 143.0, 94.0 Hz)®, 63.0 (d, ] = 7.6 Hz)®, 62.4 (d,
J=6.9Hz) 61.8 (d, ] = 6.8 Hz)b, 55.3b, 55.2%, 34.5 (br s)b, 34.1,16.5 (d, ] = 6.0 Hz)®, 16.3
(d, ] =6.1 Hz)b, 16.3 (d, ] = 6.0 Hz)®, 16.2 (d, ] = 6.1 Hz), 16.1 (d, ] = 6.1 Hz)b, 16.1 (d,
J = 6.1 Hz)b. 3P NMR (162 MHz, CDCl;) 6 39.1 (d, ] = 7.5 Hz), 36.8 (d, ] = 8.5 Hz), 19.3
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(d, J=7.6 Hz), 18.6 (d, ] = 8.6 Hz). IR (ATR) 2928, 1732, 1511, 1247, 1019, 950, 822, 747,
696 cml. HRMS (ESI) my/z: obliczone dla CxyH3sNOsNaP> [M+Na]* 612.1892,
znalezione 612.1887. 2 Nakladajace si¢ sygnaly diastereoizomeréw. ®Osobny sygnat

diastereoizomeru.

2.1.4.2 Otrzymywanie 1-(N-benzyloksykarbonyloamino)-1-(difenylofosforylo)-
metanofosfonianu dietylu i 1-(N-benzyloksykarbonyloamino)-1-
[etoksy(fenylo)fosforylolmetanofosfonianu dietylu metoda step-by-step

Synteze 1-(N-benzyloksykarbonyloamino)-1-(difenylofosforylo)metano-
fosfonianu dietylu 6a i 1-(N-benzyloksykarbonyloamino)-1-[etoksy(fenylo)-
fosforylo]metanofosfonianu dietylu 7a przeprowadzono w sposoéb analogiczny jak
synteze ich symetrycznego analogu 5a (opisana szczegétowo w punkcie 2.1.3.2),
stosujac difenylofosfinin metylu (1.5 mmol, 324 mg, 300 uL) lub fenylofosfonin dietylu
(1.5 mmol, 297 mg, 270 pL) w roli nukleofila. Reakcje z nukleofilami fosforowymi
prowadzono w temperaturze 60°C przez 6 godzin. Produkty izolowano za pomoca
ekstrakcji toluenem oraz chromatografii kolumnowej (DCM/MeOH 20:1, v/v,
nastepnie DCM/MeOH 40:1, v/v).

Q
H PPh,
Cbz
N P(OEt),
H I

@)

1-(N-Benzyloksykarbonyloamino)-1-(difenylofosforylo)metanofosfonian dietylu
(6a). Bezbarwne krysztaly; 65% (325 mg); t.t. 206-207.5°C. TH NMR (400 MHz, CDCls)
6 7.93-7.80 (m, 4H), 7.56-7.15 (m, 11H), 5.54 (d, | = 10.6 Hz, 1H), 5.17 (ddd, ] = 21.2,
10.6,10.0 Hz, 1H), 4.9914.97 (ABq, | =12.4 Hz, 2H), 4.13-3.95 (m, 4H), 1.20 (t, ] = 7.2 Hz,
3H), 1.15 (t, ] = 7.2 Hz, 3H). 3C NMR (100 MHz, CDCls3) 6 155.8 (br s), 136.0, 132.5 (d,
] =29 Hz), 1324 (d, ] = 2.9 Hz), 131.6 (d, ] = 9.8 Hz), 1314 (d, ] = 9.5 Hz), 130.7 (d,
J=100.7 Hz), 128.7 (d, ] =12.2 Hz), 128.6 (d, ] = 12.4 Hz), 128.6, 128.3, 128.1, 67.6, 63.8
(d,J=7.1Hz), 63.3 (d, ] = 6.8 Hz), 48.9 (dd, ] = 146.0, 66.7 Hz), 16.4 (d, ] = 6.0 Hz), 16.2
(d, ] =5.7 Hz). 3P NMR (162 MHz, CDCl3) 6 29.4 (d, ] = 19.3 Hz), 16.6 (d, ] = 19.1 Hz).
IR (ATR) 3193, 1705, 1540, 1254, 1019, 978, 750 cml. HRMS (ESI) m/z: obliczone dla
CosH30NOgP2 [M+H]* 502.1548, znalezione 502.1542.
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Q Ph

n,
H_ P~oEt

Cbz X

N~ P(OEt
N[O
o)

1-(N-Benzyloksykarbonyloamino)-1-[etoksy(fenylo)fosforylolmetanofosfonian

dietylu (7a). Olej; 77% (363 mg), dr 1:1. TH NMR (400 MHz, CDCl;) & 7.86-7.80
(m, 2H)?, 7.58-7.52 (m, 1H)?, 7.47-7.41 (m, 2H)?, 7.37-7.28 (m, 4H)?, 7.19-7.17 (m, 1H)?,
543 (d, ] =11.1 Hz, 1H)®, 5.25 (d, ] = 11.2 Hz, 1H)®, 5.07 1 5.05 (ABq, ] = 12.2 Hz, 2H)®
4.95 (s, 2H)®, 4.71 (ddd, J = 23.2, 21.6, 10.8 Hz, 1H)®, 4.67 (td, ] = 21.6, 10.8 Hz, 1H)®,
4.29-4.01 (m, 6H)?, 1.34 (t, ] = 7.0 Hz, 3H)®, 1.30 (t, ] = 7.0 Hz, 3H)®, 1.30 (t, ] = 7.2 Hz,
3H)>, 1.29 (t, ]=7.2 Hz, 3H)®, 1.25 (t, ] = 7.2 Hz, 3H)®, 1.21 (t, ] = 7.2 Hz, 3H)®. 13C NMR
(100 MHz, CDCls) 6 155.6 (dd, ] =5.0, 4.0 Hz)®, 155.4 (t, ] = 4.6 Hz)®, 136.1°, 136.1°, 133.1
(d, J=3.0Hz)b, 133.0 (d, ] = 2.9 Hz)®, 132.3 (d, ] = 10.1 Hz)®, 132.3 (d, ] = 9.9 Hz)®, 129.0
(dd, J = 133.6, 3.1 Hz)b, 128.9 (dd, | = 134.7, 4.6 Hz)>, 128.6°, 128.6°, 128.6 (d, ] = 12.9
Hz)b, 128.5 (d, ] = 13.3 Hz)b, 128.4>, 128.3b, 128.0%, 67.7>, 67.5%, 63.6 (d, ] = 6.6 Hz)®, 63.5
(d, ] =6.9 Hz)b, 63.5 (d, ] = 6.3 Hz)®, 63.4 (d, ] = 5.9 Hz)®, 62.6 (d, ] = 6.6 Hz)®, 62.3 (d,
J=6.5Hz)b 49.3 (dd, ] = 146.6, 96.8 Hz)b, 48.5 (dd, | = 143.7, 100.3 Hz)®, 16.6 (d, ] = 5.9
Hz)®,16.6 (d, ] = 6.0 Hz)*, 16.5 (d, ] = 5.9 Hz)b, 16.4 (d, ] = 5.9 Hz)®, 16.4 (d, ] = 6.2 Hz)P,
16.4 (d, ] = 6.1 Hz)®. 3P NMR (162 MHz, CDCl3) 6 33.6 (d, ] =21.3 Hz), 32.6 (d, ] =27.2
Hz), 16.6 (d, ] = 21.3 Hz), 16.3 (d, ] = 27.6 Hz). IR (ATR) 2926, 1705, 1585, 1266, 1024,
972,877,744, 696 cm1. HRMS (ESI) m/z: obliczone dla C21H30NO7P> [M+H]* 470.1498,
znalezione 470.1494. »Nakladajace si¢ sygnaly diastereoizomeréw. ®Osobny sygnat

diastereoizomeru.

2.1.4.3 Otrzymywanie 1-(N-benzyloksykarbonyloamino)-1-(difenylo-
fosforylo)fenylometanofosfonianu dietylu metoda step-by-step

1-(N-Benzyloksykarbonyloamino)-1-etoksyfenylometanofosfonian dietylu 3g
(1.0 mmol, 421 mg, 1.0 ekw.) oraz tetrafluoroboran trifenylofosfoniowy (1.1 mmol, 385
mg, 1.1 ekw.) rozpuszczono w dichlorometanie (5 mL) i mieszano w temperaturze
pokojowej przez 40 minut. Po tym czasie odparowano rozpuszczalnik, a otrzymana
pozostalos¢ suszono pod zmniejszonym ci$nieniem przez 40 minut. Uzyskang w ten
spos6b so6l fosfoniowa 4 (Schemat 50, R! = Ph) rozpuszczono w dichlorometanie
(4 mL), po czym wkroplono difenylofosfinin metylu (1.5 mmol, 324 mg, 300 pL).
Reakcje prowadzono w temperaturze 40°C przez 6 godzin. Produkt 6f wyizolowano

i oczyszczono analogicznie jak zwiagzki 6b-e, 6g oraz 7b-d, 7f, 7g.
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Q
PPh,
Cbz

N~ “P(OEt
N[ (OF
o)

1-(N-Benzyloksykarbonyloamino)-1-(difenylofosforylo)fenylometanofosfonian
dietylu (6f). Olej; 52% (289 mg). TH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.99-7.95 (m, 2H), 7.79-
7.75 (m, 2H), 7.51-7.10 (m, 16H), 6.54 (dd, ] = 9.8, 7.0 Hz, 1H), 5.0314.91 (ABq, | = 12.4
Hz, 2H), 4.13-3.86 (m, 4H), 1.11 (t, ] = 7.2 Hz, 6H). 13C NMR (100 MHz, CDCls) 6 154.6
(br s), 136.3, 133.6 (d, ] = 9.0 Hz), 133.4 (d, ] = 8.8 Hz), 132.2 (d, ] = 2.9 Hz), 132.1 (d,
J=3.0Hz),131.9 (d, ] =10.2 Hz), 130.2 (d, ] = 97.2 Hz), 128.7 (t, ] = 5.0 Hz), 128.5, 128.2,
1279 (d, ] =12.1 Hz), 127.8 (d, ] = 12.1 Hz), 127.7 (t, ] = 2.7 Hz), 127.2 (t, ] = 2.3 Hz),
67.5 (dd, ] =146.7, 56.4 Hz), 67.2,64.4 (d, ] = 5.0 Hz), 63.6 (d, ] =7.6 Hz), 16.4 (d, ] = 5.7
Hz), 16.3 (d, ] = 6.1 Hz). 3P NMR (162 MHz, CDCls) 6 38.3 (br s), 17.3 (d, ] = 9.2 Hz).
IR (ATR) 2927, 1741, 1438, 1236, 1026, 969, 697 cml. HRMS (ESI) m/z: obliczone dla
C31H3sNOgP2 [M+H]* 578.1861, znalezione 578.1847.

2.1.5 Katalityczne uwodornienie N-Cbz zabezpieczonych pochodnych 1-
amino-1,1-bisfosforowych

2.1.5.1 Katalityczna redukcja 1-(N-benzyloksykarbonyloamino)alkilideno-1,1-
bisfosfonianow tetraetylu

o H, (1.5 bar) o

R' P(OEt),  20% Pd(OH),/C lub 10% Pd/C R! P(OEt),
Cbz.

z N"P(OE), MeOH, t.p, 1h H,N~ “P(OEt),

Il Il

o) o)

5 8
Schemat 51

Do szklanego naczynia reakcyjnego, dedykowanego do reaktora firmy Parr,
wprowadzano roztwor 1-(N-benzyloksykarbonyloamino)alkilideno-1,1-
bisfosfonianu tetraetylu 5 (1.0 mmol) w metanolu (10 mL) oraz katalizator: 20%
Pd(OH)/C (0.1 g) lub 10% Pd/C (0.2 g). Mieszanine reakcyjng wytrzasano
w reaktorze firmy Parr pod ci$nieniem wodoru 1.5 bar przez 1 godzine
w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu reakcji katalizator oddzielano przez
saczenie pod obnizonym ci$nieniem przez warstwe celitu, a przesacz zatezano na
wyparce rotacyjnej. Otrzymane produkty stosowano w kolejnych etapach syntezy bez

dodatkowego oczyszczania.
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O
|

H P(OEt),

X

H,N” “P(OEt),
|
o}

1-Aminometylideno-1,1-bisfosfonian tetraetylu (8a).'*® Olej; 99% (300 mg). TH NMR
(400 MHz, CDCls) 6 4.27-4.20 (m, 8H), 3.42 (t, ] = 20.6 Hz, 1H), 1.67 (br s, 2H), 1.36 (t,
J=7.1Hz, 12H). 3C NMR (100 MHz, CDCl5) 6 63.3 (d, ] = 3.2 Hz), 63.3 (d, ] = 2.5 Hz),
63.3 (d,J=2.8Hz), 63.3 (d, ] =3.3 Hz), 47.9 (t, ] = 144.6 Hz), 16.6 (d, ] = 3.0 Hz), 16.6 (d,
] = 2.9 Hz). 3P NMR (162 MHz, CDCl3) 6 20.2. IR (ATR) 3478, 2983, 1239, 1017, 970
cm’l. HRMS (ESI) m/z: obliczone dla CoHxuNOsP> [M+H]* 304.1079, znalezione
304.1077.

O
|

Me_ P(OEt),

X

H,N” P(OEt),
I
o}

1-Aminoetylideno-1,1-bisfosfonian tetraetylu (8b).22 Olej; 99% (314 mg). TH NMR
(400 MHz, CDCls) 6 4.27-4.19 (m, 8H), 1.74 (br s, 2H), 1.55 (t, ] = 16.3 Hz, 3H), 1.36 (t,
J=7.1Hz, 12H). 3C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 63.5 (d, ] = 3.4 Hz), 63.4 (d, ] = 3.4 Hz),
63.4 (d, ] =3.6 Hz), 63.3 (d, ] =3.5 Hz), 53.0 (t, ] = 146.3 Hz), 20.1 (t, ] = 3.8 Hz), 16.6 (d,
J=3.0Hz),16.6 (d, ] = 3.0 Hz). 3P NMR (162 MHz, CDCl3) 6 23.5. IR (ATR) 3488, 2982,
1235, 1016, 962 cm. HRMS (ESI) m/z: obliczone dla C1oH2sNOsP> [M+H]* 318.1235,
znalezione 318.1237.

Me o

P(OE),

HoN P(OEt),
[l
0]

1-Aminobutylideno-1,1-bisfosfonian tetraetylu (8c). Olej; 95% (328 mg). 'TH NMR
(400 MHz, CDCls) 6 4.26-4.18 (m, 8H), 1.96-1.83 (m, 2H), 1.76 (br s, 2H), 1.65-1.55 (m,
2H),1.35 (t, ] =7.1,12H), 0.94 (t, ] = 7.3 Hz, 3H). 3C NMR (100 MHz, CDCls) 6 63.0 (d,
J=3.5Hz),63.0 (d, J=3.4Hz), 63.0 (d, ]=3.8 Hz), 63.0 (d, ] =3.3 Hz), 56.7 (t, ] =143.1
Hz),36.4 (t, ]=2.6 Hz),17.0 (t, | =59 Hz), 16.4 (d, ] = 3.0 Hz), 16.4 (d, ] = 3.0 Hz), 14.6.
31P NMR (162 MHz, CDCl3) 6 23.4. IR (ATR) 3474, 2975, 1231, 1018, 962 cml. HRMS
(ESI) m/z: obliczone dla C12H30NOsP2 [M+H]*346.1548, znalezione 346.1547.
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Me
9
P(OEt),

H,oN P(OEt),
[l
0

1-Aminopentylideno-1,1-bisfosfonian tetraetylu. (8d). Olej; 97% (348 mg). '"H NMR
(400 MHz, CDCls) 6 4.26-4.17 (m, 8H), 1.98-1.85 (m, 2H), 1.76 (br s, 2H), 1.60-1.52 (m,
2H), 1.38-1.28 (m, 2H), 1.35 (t, = 7.1 Hz, 6H), 1.35 (t, ] = 7.1 Hz, 6H), 0.92 (t, ] = 7.3 Hz,
3H). 13C NMR (100 MHz, CDCl;) 6 63.1 (d, ] = 3.1 Hz), 63.1 (d, ] = 3.6 Hz), 56.7 (t,
J =142.5Hz), 339 (t, ] = 2.7 Hz), 25.7 (t, ] = 5.6 Hz), 23.3, 16.5 (d, ] = 3.0 Hz), 16.5 (d,
J =3.0 Hz), 13.8. 31IP NMR (162 MHz, CDCls) 6 23.5. IR (ATR) 3428, 2960, 1231, 1017,
966 cml. HRMS (ESI) m/z: obliczone dla Ci3H32NOsP2 [M+H]* 360.1705, znalezione
360.1700.

Me

2
MeA\XP(Osz

HoN P(OEt),
[l
O

1-Amino-3-metylobutylideno-1,1-bisfosfonian tetraetylu (8e). Olej; 98% (351 mg).
TH NMR (400 MHz, CDCls) 6 4.28-4.21 (m, 8H),2.22-1.19 (m, 1H), 1.90 (td, ] =15.3,5.5
Hz, 2H), 1.36 (t, ] = 7.1 Hz, 12H), 1.02 (d, ] = 6.6 Hz, 6H). 13C NMR (100 MHz, CDCls)
0 63.6 (d, ] =3.6 Hz), 63.6 (d, ] =4.0 Hz), 57.8 (t, ] = 142.5 Hz), 41.8 (t, ] = 2.9 Hz), 25.2,
246 (t, ]=6.9Hz),16.6 (d, ] =3.0 Hz), 16.6 (d, ] = 2.8 Hz). 3P NMR (162 MHz, CDCls)
6 22.8. IR (ATR) 2980, 1236, 1018, 961 cm’l. HRMS (ESI) m/z: obliczone dla
Ci13H32NO6P> [M+H]*360.1705, znalezione 360.1699.

i

H,N" “P(OEt),
I

MeO

1-Amino-2-metoksyetylideno-1,1-bisfosfonian tetraetylu (8f). Olej; 97% (336 mg).
TH NMR (400 MHz, CDCls) 6 4.26-4.17 (m, 8H),3.79 (dd, ] = 12.6, 11.4 Hz, 2H), 3.40 (s,
3H), 1.98 (br s, 2H), 1.35 (t, ] = 7.2 Hz, 6H), 1.35 (t, ] = 7.2 Hz, 6H). 13C NMR (100 MHz,
CDCl;) 6 74.1 (t,]=1.9Hz),63.4 (d, ] =3.4Hz), 63.4 (d, ] =3.4Hz), 63.4 (d, ] =3.4 Hz),
63.3 (d, ] =3.5 Hz), 58.6 (t, ] = 141.2 Hz), 59.5, 16.6 (d, | = 2.7 Hz), 16.6 (d, | = 3.1 Hz).
3P NMR (162 MHz, CDCl;) 6 21.2. IR (ATR) 2982, 2931, 1240, 1016, 962 cm'l. HRMS
(ESI) m/z: obliczone dla C11H2sNO7P> [M+H]*348.1341, znalezione 348.1336.
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P(OEt),

H,N~ “P(OEt),
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1-Aminofenylometylideno-1,1-bisfosfonian tetraetylu. (8g).22 Olej; 99% (375 mg).
TH NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.91-7.87 (m, 2H), 7.39-7.35 (m, 2H), 7.32-7.28 (m, 1H),
4.19-4.12 (m, 4H), 4.07-3.99 (m, 2H), 3.91-3.81 (m, 2H), 2.07 (br s, 2H), 1.28 (t, ] =7.1 Hz,
6H), 1.13 (t, ] = 7.1 Hz, 6H).13C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 134.1 (t, ] =5.2 Hz), 128.1
(t, ] =25Hz), 1279 (t, ] = 2.8 Hz), 1274 (t, ] = 5.0 Hz), 64.1 (d, ] = 3.5 Hz), 64.1 (d,
J=3.5Hz),63.7 (d, ] =3.6 Hz), 63.7 (d, ] = 3.7 Hz), 60.4 (t, ] = 140.5 Hz), 16.5 (d, ] = 3.0
Hz), 16.5 (d, ] = 3.1 Hz) 16.4 (d, ] = 3.0 Hz), 16.3 (d, ] = 3.1 Hz). 3P NMR (162 MHz,
CDClIs) 6 19.2. IR (ATR) 2980, 2933, 1239, 1015, 958 cm. HRMS (ESI) m/z: obliczone
dla Ci15sH2sNOesP2 [M+H]*380.1392, znalezione 380.1389.

0
P(OEt),
HoN P(OEt),
I

|
)

1-Amino-2-fenyloetylideno-1,1-bisfosfonian tetraetylu (8h). Olej; 100% (413 mg).
1H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.37-7.22 (m, 5H), 4.23-4.07 (m, 8H), 3.32 (t, ] = 14.2 Hz,
2H),1.91 (brs, 2H), 1.28 (t, ] = 7.2 Hz, 6H), 1.26 (t, ] = 7.2 Hz, 6H). 13C NMR (100 MHz,
CDCls) & 135.2 (t, ] =8.5Hz), 131.4,127.9,127.0,63.4 (d, ] = 3.5 Hz), 63.3 (d, ] =3.5 Hz),
63.2 (d, ] =3.5Hz), 63.1 (d, ] = 3.5 Hz), 57.6 (t, ] = 143.3 Hz), 38.8, 16.5 (d, ] = 3.0 Hz),
16.4 (d, ] = 3.1 Hz). 3P NMR (162 MHz, CDCls) 6 22.1. IR (ATR) 2981, 1244, 1023, 968
cml. HRMS (ESI) my/z: obliczone dla CisH2NOsNaP, [M+Na]* 416.1368, znalezione
416.1382.

MeO
9
P(OEt),

HoN P(OEt),
1
O

1-Amino-2-(4-metoksyfenylo)etylideno-1,1-bisfosfonian tetraetylu (8i).1%” Olej; 98%
(413 mg). '"H NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.28-7.26 (m, 2H), 6.84-6.80 (m, 2H), 4.21-4.11
(m, 8H),3.79 (s, 3H), 3.27 (t, ] = 14.7 Hz, 2H), 1.78 (br s, 2H), 1.29 (t, ] = 7.0 Hz, 6H), 1.28
(t,J=7.0 Hz, 6H). 3C NMR (100 MHz, CDCl5) 6 158.9,132.5,127.1 (t, ] = 8.4 Hz), 113.4,
63.4 (d, J=3.5Hz), 63.3 (d, ] =3.4Hz), 63.2 (d, ] =3.5 Hz), 63.2 (d, ] = 3.8 Hz),57.6 (t,
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] =143.1 Hz), 55.4, 38.0 (t, ] = 2.1 Hz), 16.5 (d, ] = 3.1 Hz), 16.5 (d, ] = 3.0 Hz). 3P NMR
(162 MHz, CDCl;) 6 22.4. IR (ATR) 3462, 2984, 1512, 1236, 1017, 969 cml. HRMS (ESI)
my/z: obliczone dla C17H3NO7P; [M+H]*424.1654, znalezione 424.1650.

2.1.5.2 Katalityczne uwodornienie 1-(N-benzyloksykarbonyloamino)-1-
(difenylofosforylo)metanofosfonianu dietylu

0 H, (1.5 bar) 0
H PPh,  20% Pd(OH),/C H PPh,
Cbz. —

z N"P(OEN; MeOH,tp, 1 HN™ “P(OED,

|l
0
6a O 10
Schemat 52

Redukcje 1-(N-benzyloksykarbonyloamino)-1-(difenylofosforylo)metano-
fosfonianu dietylu 6a (0.1 mmol, 50.1 mg) prowadzono w spos6b analogiczny jak
redukcje 1-(N-benzyloksykarbonyloamino)alkilideno-1,1-bisfosfonianéw tetraetylu 5,
stosujac  5-krotnie wieksza iloé¢ katalizatora Pd(OH)/C (50 mg). Produkt
wyizolowano jak opisano w punkcie 2.1.5.1 i dodatkowo oczyszczono metoda
chromatografii kolumnowej (AcOEt/Hex/MeOH 14:4:1, v/v/v).

1-Amino-1-(difenylofosforylo)metanofosfonian dietylu (10). Olej; 87% (32.1 mg).
TH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.99-7.90 (m, 4H), 7.57-7.46 (m, 6H), 4.19-3.94 (m, 5H),
1.22 (t, ]=7.1Hz, 3H), 1.17 (t, ] = 7.1 Hz, 3H). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 132.2 (d,
] =27Hz),132.2 (d, ] = 2.7 Hz), 132.0 (d, ] = 9.0 Hz), 131.9 (d, ] = 9.2 Hz), 131.4 (dd,
] =98.7,2.0 Hz), 131.1 (dd, ] = 99.8, 3.7 Hz), 128.7 (d, ] = 11.9 Hz), 128.5 (d, ] = 11.9 Hz),
63.3 (d, ] =6.9 Hz), 62.9 (d, ] = 7.1 Hz), 50.6 (dd, ] = 142.9, 66.1 Hz), 16.4 (d, ] = 5.9 Hz),
16.4 (d, ] = 6.1 Hz). 3P NMR (162 MHz, CDCls) 6 28.5 (d, ] =13.6 Hz), 20.8 (d, ] =13.4
Hz). IR (ATR) 3383, 1639, 1438, 1229, 1182, 1015, 974 cm-'. HRMS (ESI) m/z: obliczone
dla Ci7H24NO4P> [M+H]* 368.1181, znalezione 368.1176.

21.6 Otrzymywanie kwaséw 1-amino-1,1-bisfosforowych

2.1.6.1 Hydroliza 1-aminoalkilideno-1,1-bisfosfonianéw tetraetylu

0 0 0
1 I I
R>1<P(0Et)z 35-38% HCI ®R)1<F’(OH)2 35-38% HCI P(OEt),
_— > ©) -
H,N~ “P(OEt), t.wrz., 4-5h Cl HzN~ “P(OH), twrz., 4-5h AC\N P(OEt),
o) o) H o
8 9 5i
Schemat 53

Do kolby okragltodennej o objetosci 5 mL wprowadzano 1-aminoalkilideno-1,1-

bisfosfonian tetraetylu 8 (0.5 mmol) lub 1-(N-acetyloamino)-2-fenyloetylideno-1,1-

141



CZESC EKSPERYMENTALNA

bisfosfonian tetraetylu 5i (0.5 mmol) oraz roztwoér stezonego kwasu solnego (1.2 mL).
Mieszanine ogrzewano pod chlodnica zwrotng w temperaturze wrzenia przez 4-5
godzin. Po zakorczeniu reakcji z kolby odparowywano lotne skiadniki na wyparce
rotacyjnej, a pozostalos¢ kilkukrotnie rozpuszczano w wodzie (1.5 mL) i ponownie
odparowywano, celem catkowitego usuniecia pozostalosci lotnych zanieczyszczen.

Produkt krystalizowano z wody.

2
H P(OH),
© ®
Cl H3N IFI’(OH)Z

)

Chlorowodorek kwasu 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonowego (9a).2® Biale
krysztaly; 91% (103 mg), t.t. 292-294°C (rozklad). TH NMR (400 MHz, D.O+NaOD) &
2.76 (t, ] = 17.6 Hz, 1H). 3C NMR (100 MHz, D,O+NaOD) 6 54.2 (t, ] = 127.5 Hz).
31IP NMR (162 MHz, D-O+NaOD) 6 17.6. IR (ATR) 2967, 1601, 1522, 910, 756 cm.
HRMS (ESI) my/z: obliczone dla CH7NOsNaP> [M+Na]* 213.9646, znalezione 213.9699.

0]

Me P(OH),
© @
Cl H;3N P(OH),
o}

Chlorowodorek kwasu 1-aminoetylideno-1,1-bisfosfonowego (9b).1% Biale
krysztaty; 81% (97.3 mg), t.t. 263-265°C (rozkiad). TH NMR (400 MHz, D>O) & 1.35 (br
t, ] =13.8 Hz, 3H). 3C NMR (100 MHz, D>0O) 6 56.7 (t, ] = 130.4 Hz), 20.5 (t, ] = 3.0 Hz).
31IP NMR (162 MHz, D;O) 6 13.2. IR (ATR) 2899, 1593, 1507, 1105, 912, 772 cm’'. HRMS
(ESI) my/z: obliczone dla C2HoNOsNaP> [M+Na]* 227.9803, znalezione 227.9796.

Me

P(OH),
0 ®
Cl H3N P(OH),
[l
@)

Chlorowodorek kwasu 1-aminobutylideno-1,1-bisfosfonowego (9¢).1%¢ Biale
krysztaty; 88% (118.5 mg), t.t. 245-247°C (rozklad). 'TH NMR (400 MHz, D2O) 6 2.08-
1.97 (m, 2H), 1.61-1.55 (m, 2H), 0.95 (t, ] = 7.2 Hz, 3H). 13C NMR (100 MHz, D-O) & 60.2
(t, ] =125.8 Hz), 36.9 (t, ] = 2.4 Hz), 20.3 (t, ] = 5.7 Hz), 16.8. 3'P NMR (162 MHz, D-O)
6 12.7. IR (ATR) 2972, 2185, 1532, 1125, 1051, 913 cm'. HRMS (ESI) m/z: obliczone dla
C4H1sNOgNaP> [M+Na]* 256.0116, znalezione 256.0115.
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Me
9
P(OH),
e ®

Cl H3N P(OH),
1
)

Chlorowodorek kwasu 1-aminopentylideno-1,1-bisfosfonowego (9d).1%
Jasnobezowe krysztaty; 92% (129.7 mg), t.t. 242-243°C (rozktad). 'TH NMR (400 MHz,
D>0) 6 2.11-2.00 (m, 2H), 1.59-1.51 (m, 2H), 1.40-1.31 (m, 2H), 0.91 (t, ] = 7.3 Hz, 3H).
13C NMR (100 MHz, D2O) & 60.1 (t, ] = 126.1 Hz), 34.4, 28.8 (t, ] = 5.5 Hz), 25.6, 16.0.
31IP NMR (162 MHz, D>O) 6 12.8. IR (ATR) 2968, 1549, 1156, 1051, 1003, 914, 831 cm-1.
HRMS (ESI) my/z: obliczone dla CsHisNOeNaP> [M+Na]* 270.0272, znalezione
270.0273.

Me 9
Me P(OH),
6 ®
Cl H3N ﬁ(OH)z
(0]

Chlorowodorek kwasu 1-amino-3-metylobutylideno-1,1-bisfosfonowego (9e).
Jasnobezowe krysztaty; 83% (117.7 mg), t.t. 230-231°C (rozkiad). TH NMR (400 MHz,
D20) 6 2.19-2.13 (m, 1H), 2.05-1.97 (m, 2H), 1.01 (d, ] = 6.6 Hz, 6H). 13C NMR (100 MHz,
D-O) 6 61.0 (t, ] =125.3 Hz), 42.8 (t, ] = 2.3 Hz), 27.0, 27.0 (t, ] = 6.7 Hz). 3P NMR (162
MHz, D-O) 6 12.8. IR (ATR) 2967, 1599, 1522, 1143, 908, 775 cml. HRMS (ESI) my/z:
obliczone dla CsHisNOsNaP> [M+Na]* 270.0272, znalezione 270.0274.

MeO

i
@

Cl HzN™ “P(OH),
I

Chlorowodorek kwasu 1-amino-2-metoksyetylideno-1,1-bisfosfonowego (9f).2%
Biale krysztaty; 64% (86.5 mg), t.t. 228°C (rozklad). 'TH NMR (400 MHz, D,0O) 6 3.92
(dd, ] = 11.5, 8.5 Hz, 2H), 3.40 (s, 3H). 3C NMR (100 MHz, D>O) 6 74.2, 62.0, 60.8
(t, ] = 123.0 Hz). 3P NMR (162 MHz, D-O) 6 10.0. IR (ATR) 2938, 2189, 1610, 1522,
1151, 1070, 981, 908 cm-. HRMS (ESI) my/z: obliczone dla CsH11NO7NaP>, [M+Na]*
257.9908, znalezione 257.9900.
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O

P(OH),
e ®
Cl HsN IIID(OH)z
o)

Chlorowodorek kwasu 1-amino-1-fenylometylideno-1,1-bisfosfonowego (9g).22
Jasnobezowe krysztaty; 92% (139.8 mg), t.t. 227-228°C (rozkiad). 'TH NMR (400 MHz,
D-O) 6 7.66-7.63 (m, 2H), 7.48-7.41 (m, 3H). 13C NMR (100 MHz, D-O) 6 136.1, 131.5,
130.8, 128.8 (t, | = 4.4 Hz), 65.0 (t, ] = 124.0 Hz). 3P NMR (162 MHz, D>O) & 10.2.
IR (ATR) 2954, 1611, 1513, 1132, 1034, 902 cml. HRMS (ESI) m/z: obliczone dla
C7H11NOgNaP2 [M+Na]* 289.9959, znalezione 289.9963.

Q
P(OH),
®
Cl HsN IFI>(0H)2
o)

Chlorowodorek kwasu 1-amino-2-fenyloetylideno-1,1-bisfosfonowego (9h).1
Jasnobezowe krysztaty; 85% (134.5 mg), t.t. 228-231°C (rozkiad). 'TH NMR (400 MHz,
D>O+NaOD) & 7.51-7.49 (m, 2H), 7.35-7.31 (m, 2H), 7.28-7.24 (m, 1H), 3.28 (t, ] = 12.5
Hz, 2H). 13C NMR (100 MHz, D>O+NaOD) 6 139.9 (t, ] = 6.9 Hz), 132.0, 127.4, 125.5,
57.3 (t, ] = 130.7 Hz), 40.2. 3P NMR (162 MHz, D,O+NaOD) 6 20.5. IR (ATR) 2965,
1601, 1517, 1162, 1004, 912, 745 cm'. HRMS (ESI) m/z: obliczone dla CsH1sNOsNalP»
[M+Na]* 304.0116, znalezione 304.0114.

2.1.6.2 Otrzymywanie bromowodorku kwasu 1-amino-2-(4-hydroksyfenylo)-
etylideno-1,1-bisfosfonowego

MeO HO
Q 9
P(OEt), 33% HBr/AcOH S s P(OH),
HoN IIID(OEt)Q t.p., 72h Br H;3N P(OH),
I
gi © 9 ©
Schemat 54

Do kolby okragtodennej o objetosci 5 mL wprowadzono 1-amino-2-(4-
metoksyfenylo)etylideno-1,1-bisfosfonian tetraetylu 8i (0.35 mmol, 148.2 mg) oraz
33% roztwér HBr w kwasie octowym (2.0 mL). Zawarto$¢ kolby mieszano
w temperaturze pokojowej przez 72 godziny. Po zadanym czasie z mieszaniny
reakcyjnej odparowano czesci lotne na wyparce rotacyjnej, a pozostatos¢ kilkukrotnie

rozpuszczano w wodzie (1.5 mL) i ponownie odparowywano, celem catkowitego
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usuniecia pozostatosci lotnych zanieczyszczen. Produkt krystalizowano z wody

i przemywano metanolem.

Bromowodorek kwasu 1-amino-2-(4-hydroksyfenylo)etylideno-1,1-
bisfosfonowego (9j). Jasnobezowe krysztaty; 89% (117.6 mg), t.t. 227-229°C (rozktad).
TH NMR (400 MHz, D>O+NaOD) 6 7.20-7.18 (m, 2H), 6.56-6.54 (m, 2H), 3.13 (t, ] =12.6
Hz, 2H). 3C NMR (100 MHz, D-O+NaOD) 6 166.6, 136.2, 128.1 (t, | = 6.7 Hz), 120.5,
60.3 (t, ] = 130.5 Hz), 42.1. 3P NMR (162 MHz, D,O+NaOD) 6 20.8. IR (ATR) 2950,
1604, 1518, 1145, 1029, 906, 752 cm'. HRMS (ESI) m/z: obliczone dla CsH1sNO7NaP>
[M+Na]* 320.0066, znalezione 320.0065.

2.1.6.3 Otrzymywanie kwasu 1-amino-1-(difenylofosforylo)metanofosfonowego

o] 0
1
H PPh, 1) TMSBr, CHCl, tp., 72h H PPh,
H2N><F>(OEt)2 2) MeOH, 30 min H,N™ “P(OH),
I |
o} o}
10 1
Schemat 55

Do roztworu 1-amino-1-(difenylofosforylo)metanofosfonianu dietylu 10 (0.04
mmol, 144 mg, 1.0 ekw.) w chloroformie (0.7 mL) wprowadzono bromek
trimetylosililu (0.4 mmol, 61 mg, 53 uL, 10.0 ekw.). Zawartos¢ kolby mieszano
w temperaturze pokojowej przez 72 godziny. Po tym czasie odparowano czesci lotne
na wyparce rotacyjnej, a uzyskana pozostalos¢ rozpuszczono w metanolu (0.7 mL)
imieszano w temperaturze pokojowej przez 30 min. Nastepnie ponownie
odparowano czeéci lotne na wyparce rotacyjnej, a produkt wysuszono pod

obnizonym ci$nieniem.

Kwas 1-amino-1-(difenylofosforylo)metanofosfonowy (11). Bezowe krysztaty; 99%
(12.1 mg), t.t. 217°C (rozkiad). 'TH NMR (400 MHz, CD3OD) 6 8.04-7.94 oraz 7.72-7.53
(m, 10H), 4.81 (dd, ] = 19.2, 9.8 Hz, 1H). 3C NMR (100 MHz, CD;OD) 6 134.5 (d,
J=29Hz),134.3 (d, ] =29 Hz), 133.4 (d, ] =10.3 Hz), 132.6 (d, ] =10.1 Hz), 130.6 (dd,
J=104.1, 3.8 Hz), 130.4 (d, ] = 12.5 Hz), 129.8 (d, ] = 104.3 Hz), 129.7 (d, ] = 13.0 Hz).
31IP NMR (162 MHz, CDs;OD) 6 28.6, 8.5. IR (ATR) 2850, 1589, 1521, 1437, 1174, 1117,
930 cml. HRMS (ESI) my/z: obliczone dla Ci3H1sNO4P> [M+H]* 312.0555, znalezione
312.0558. aSygnat atomu wegla w pozycji a ukryty pod sygnatem resztkowym

rozpuszczalnika w zakresie 48.4-49.6 ppm.
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2.2 Otrzymywanie koniugatéw 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu
tetraetylu

2.2.1 Otrzymywanie koniugatéw 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu
tetraetylu z pochodnymi betuliny

(0]

i
0  P(OEY)
; R ﬁ 2 7/ RN i
N SOH H P(OEt) Metoda A lub B — N P(OEt),
R >< 2 . H Il
+
O\H/ HoN" P(OE), ©
o o) 4 Q

12: R=H
13: R= Me

8a )ko

Metoda A: DCC (1.1 ekw.), HOB (1.1 ekw.), DCM/MeOH, Ar, t.p., 48h
Metoda B: DCC (1.5 ekw.), DCM, Ar, 45-50°C, ))), 4h

(¢}
H ‘F"(OEt)z Metoda A lub B

%

HoN ‘F"(OEt)Z
(0]

H

I
8a (EtO),P.__N_

17

(EtO),P e}
I
(0]
Metoda A: DCC (2.2 ekw.), HOBt (2.2 ekw.), DCM/MeOH, Ar, t.p., 48h
Metoda B: DCC (4.0 ekw.), DCM, Ar, 45-50°C, ))), 2h
Schemat 56

Metoda A

Do kolby okragtodennej wprowadzano pochodng betuliny 12, 13 lub 14 (0.10 mmol,
1.0 ekw.), 1-hydroksybenzotriazol (0.11 mmol, 14.9 mg, 1.1 ekw. dla12 oraz 13 lub 29.8
mg, 0.22 mmol, 2.2 ekw. dla 14) oraz N,N’-dicykloheksylokarbodiimid (DCC, 0.11
mmol, 22.7 mg, 1.1 ekw. dla 12 oraz 13 lub 0.22 mmol, 45.4 mg, 2.2 ekw. dla 14). Kolbe
zamykano septa, przedmuchiwano argonem z balonika, po czym wprowadzano
dichlorometan (4.5 mL). Calo$¢ mieszano w temperaturze 0-5°C przez 15 minut,
a nastepnie w temperaturze pokojowej przez 2 godziny. Po tym czasie, przez septe,
do kolby wprowadzano roztwoér 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu tetraetylu 8a
(0.2 mmol, 60.6 mg, 2.0 ekw. dla 12 oraz 13 lub 0.4 mmol, 121.2 mg, 4.0 ekw. dla 14)
w dichlorometanie (2.4 mL) oraz metanol (0.25 mL). Reakcje kontynuowano
w temperaturze pokojowej przez 48 godzin. Po jej zakoriczeniu, z kolby
odparowywano czesci lotne na wyparce rotacyjnej, a surowy produkt izolowano
z uzyskanej pozostaloéci przez ekstrakcje z fazy stalej przy uzyciu octanu etylu
(3x5mL). Po polaczeniu ekstraktow i odparowaniu rozpuszczalnika, surowy
produkt oczyszczano dwukrotnie za pomocg chromatografii kolumnowej
(AcOEt/MeOH, gradient 20:1 do 5:1, v/v).
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Metoda B

Do szklanej fiolki zakrecanej gwintowana nakretka wprowadzano 1-amino-1,1-
metylidenobisfosfonian tetraetylu 8a (0.2 mmol, 60.6 mg, 2.0 ekw. dla reakcji
z udzialem substratu 12 oraz 13 lub 0.4 mmol, 121.2 mg, 4.0 ekw. dla 14), pochodna
betuliny 12, 13 lub 14 (0.10 mmol, 1.0 ekw.), DCC (0.15 mmol, 30.9 mg, 1.5 ekw. dla 12
oraz 13 lub 0.4 mmol, 82.5 mg, 4.0 ekw. dla 14) oraz dichlorometan (5 mL). Mieszanine
przedmuchiwano argonem, probéwke umieszczano w laboratoryjnej myijce
ultradzwiekowej i prowadzono reakcje w temperaturze 45-50°C przez 2-4 godziny.

Produkty izolowano i oczyszczano jak w metodzie A.

(0]
[l

¢/ O P(OEY),

N)\P(OEt)z
o H

(0]

3-OAc-28-SANHCH(PO(OEt)2)2BN (15). Zywica; 61% (metoda A), 91% (metoda B).
TH NMR (600 MHz, CDCl3) 6 6.19 (br d, ] = 9.8 Hz, 1H), 5.01 (td, ] = 21.7, 10.1 Hz, 1H),
4.68 (d,]=2.6,1H), 4.59-4.58 (m, 1H), 4.46 (dd, J=11.1, 5.3 Hz, 1H),4.28 (d, ] =11.1 Hz,
1H), 4.24-4.15 (m, 8H), 3.87 (d, ] = 11.1 Hz, 1H), 2.69 (t, ] = 7.2 Hz, 2H), 2.58 (t, ] = 7.0
Hz, 2H), 2.42 (td, = 11.0, 5.7 Hz, 1H), 2.04 (s, 3H), 1.92-0.77 (m, 24H), 1.68 (s, 3H), 1.34
(t, ]=7.2Hz, 6H), 1.34 (t, ] = 7.2 Hz, 6H), 1.02 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.84 (s, 6H), 0.83 (s,
3H). 13C NMR (100 MHz, CDCls) 6 173.0, 171.1, 170.6 (t, ] = 4.1 Hz), 150.2, 110.0, 81.0,
63.8 (d, ]=3.1Hz), 63.8 (d, ] =3.1Hz), 63.7 (d, ] =3.2 Hz), 63.7 (d, ] = 3.2 Hz), 63.2, 55.5,
50.4,48.9,47.9,46.6,43.8 (t, ] =146.1 Hz), 42.8,41.0, 38.5,37.9,37.7,37.2,34.7, 34.2, 30.9,
29.9,29.7,29.5,28.1,27.2,25.3,23.8, 214, 20.9,19.2,18.3,16.6, 16.6 (d, ] = 2.9 Hz), 16.5
(d, ] =3.0 Hz), 16.5 (d, ] = 3.1 Hz), 16.4 (d, ] = 3.1 Hz), 16.3, 16.1, 14.9. 3P NMR (162
MHz, CDCl3): 616.2. IR (ATR) 2923, 1732, 1247, 1035 cm~!. HRMS (ESI) m/z: obliczone
dla C4sH7sNO11P2 [M+H]* 870.5050, znalezione 870.5054.

(e}

Il
¢/ P(OEt),

o
S N)\P(OEt)z
o H

(0]

3-OAc-28-DMSANHCH (PO(OEt)2):BN (16). Zywica; 77% (metoda A), 92% (metoda
B). TH NMR (600 MHz, CDCl3) 6 6.53 (br d, ] = 9.9 Hz, 1H), 5.05 (td, | = 21.6, 9.9 Hz,
1H), 4.68 (d, ] = 2.3 Hz, 1H), 4.58-4.59 (m, 1H), 447 (dd, ] = 10.9, 5.4 Hz, 1H), 4.26-4.17
(m, 9H), 3.83 (d, ] = 11.1 Hz, 1H), 2.63 (s, 2H), 2.41 (td, ]=10.9, 5.7 Hz, 1H), 2.04 (s, 3H),
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1.94-0.78 (m, 24H), 1.68 (s, 3H), 1.35 (t, | = 7.2 Hz, 6H), 1.34 (t, | = 7.2 Hz, 6H), 1.32 (br s,
6H), 1.01 (s, 3H), 0.96 (s, 3H), 0.84 (s, 6H), 0.83 (s, 3H). 3C NMR (100 MHz, CDCl3) &
1759 (t, ] = 3.9 Hz), 171.8, 171.1, 150.2, 110.0, 81.0, 63.7 (d, ] = 3.1 Hz), 63.7 (d, ] = 3.1
Hz), 63.6 (d, ] = 3.1 Hz), 63.6 (d, ] = 3.2 Hz), 62.7, 55.5, 50.4, 48.9, 47.9, 46.5, 43.7, 43.7
(t, ] = 145.6 Hz), 42.8, 41.0, 40.9, 38.5, 37.9, 37.7, 37.2, 34.7, 34.2, 29.9, 29.7, 28.1, 27 1,
25.6,25.6,25.3,23.8, 21.4, 20.9, 19.2, 18.3, 16.6, 16.6 (d, ] = 2.9 Hz), 16.5 (d, ] = 3.0 Hz),
16.5 (d, ] = 3.2 Hz), 16.4 (d, ] = 3.1 Hz), 16.3, 16.1, 14.8. 3P NMR (162 MHz, CDCl;) &
16.5. IR (ATR) 2941, 1733, 1245, 1028 cm . HRMS (ESI) m/z: obliczone dla
C47HgoNO11 P2 [M+H]* 898.5363, znalezione 898.5369.

)>—3-0

A o P(OE),

AP0,
owj Ho g

PN

W o
(EtO),P_N__
(EOP 0§

3,28-bis(SANHCH(PO(OEt)2)2)BN (17). Zywica; 34% (metoda A), 69% (metoda B).
TH NMR (600 MHz, CDCls) 66.51 (br d, ] = 10.1 Hz, 2H), 5.03 (td, ] = 21.7, 10.1 Hz,
2H), 4.68 (d, | = 2.5 Hz, 1H), 4.59-4.58 (m, 1H), 4.47 (dd, ] = 9.5, 6.8 Hz, 1H), 4.28 (d,
J=11.1Hz, 1H), 4.22-4.15 (m, 16H), 3.86 (d, ] = 11.1 Hz, 1H), 2.70-2.58 (m, 8H), 2.42 (td,
J=11.2, 5.6 Hz, 1H), 1.98-0.76 (m, 24H), 1.68 (s, 3H), 1.35-1.32 (m, 24H), 1.02 (s, 3H),
0.97 (s, 3H), 0.84 (s, 3H), 0.83 (s, 6H). 13C NMR (100 MHz, CDCls) 6 172.9, 172.3, 170.8
(t, ]=8.0Hz), 170.7 (t, ] = 7.9 Hz), 150.2, 110.0, 81.5, 63.8-63.6 (m), 63.1, 55.5, 50.4, 48.9,
47.8,46.5,43.7 (t, ] = 146.2 Hz), 43.7 (t, ] = 146.2 Hz), 42.8, 41.0, 38.5, 37.9, 37.7, 37.2,
34.6, 34.2, 30.9, 30.8, 29.8, 29.8, 29.7, 294, 28.1, 27.1, 25.3, 23.8, 20.9, 19.2, 18.2, 16.6,
16.4-16.5 (m), 16.2, 16.1, 14.8. 31P NMR (162 MHz, CDCl3) 6 16.3, 16.3. IR (ATR) 2984,
1737, 1236, 1044 cm . HRMS (ESI) m/z: obliczone dla CseHioiNO1sPs [M+H]*
1213.6000, znalezione 1213.6082.
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2.2.2 Otrzymywanie koniugatéw 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu
z chlorambucylem, kwasem mykofenolowym, indometacyna oraz
bromkami karboksyalkilotrifenylofosfoniowymi

1 1
H P(OE) O H P(OEt)
ZWIAZEK : DCC, Ar | ZWIAZEK M M z
BIOLOGICZNIE ™~COOH * Hy,N~ “P(OEt), 45-50°C, ))) BIOLOGICZNIE N™ "P(OEt),
AKTYWNY 8a O ’ AKTYWNY H U
cl o} /
o o OH O
o ) o i N7 oH
e~ 0 N on O© =~ o0 |
o OH HO™ 'N
OH OH
chlorambucyl kwas mykofenolowy indometacyna 5-karboksyuracyl
oW RO
r r
C R~ C e~ Aon
bromek (2-karboksyetylo)trifenylofosfoniowy bromek (4-karboksybutylo)trifenylofosfoniowy
Schemat 57

Do szklanej fiolki zakrecanej gwintowana nakretka wprowadzano
1-aminometylideno-1,1-bisfosfonian tetraetylu 8a (0.5 mmol, 151.6 mg, 1.0 ekw.)
i odpowiednio chlorambucyl, kwas mykofenolowy, indometacyne, bromek
(2-karboksyetylo)trifenylofosfoniowy lub bromek (4-karboksybutylo)trifenylo-
fosfoniowy (0.5 mmol, 1.0 ekw.) oraz DCC (0.6 mmol, 123.8 mg, 1.2 ekw.). Fiolke
przedmuchiwano argonem, po czym dodawano chloroform (3 mL). Probéwke
umieszczano w laboratoryjnej myjce ultradZzwiekowej i prowadzono reakcje
w temperaturze 40-45°C w czasie od 30 minut do 2 godzin. Po zadanym czasie
mieszanine reakcyjna chtodzono w tazni wodno-lodowej. Roztwoér oddzielano od
wytracajacego sie osadu N,N’-dicykloheksylomocznika (DCU), a nastepnie
przenoszono do kolby okraglodennej, odparowywano z niego czesci lotne,
a pozostaloé¢ suszono pod obnizonym ciSnieniem. Z osadu DCU mozna
przeprowadzi¢ dodatkowa ekstrakcje produktu (z fazy stalej) przy uzyciu octanu
etylu (3x5 mL). Produkty oczyszczano metoda chromatografii kolumnowej
(DCM/MeOH 20:1, v/v, dla 18-20 lub DCM/MeOH 10:1, v/v, dla 22 i 23).
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Cl

O

CI/\/NO\/\)OL P(OEt),
N)\P(OEt)2

H o

Koniugat 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu tetraetylu z chlorambucylem (1-(N-
(4-(4-(bis(2-chloroetylo))amino)fenylo)butanoiloamino)metylideno-1,1-bisfosfonian
tetraetylu, 18). Zywica; 90% (255.1 mg). 'TH NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.10-7.07 (m,
2H), 6.68-6.66 (m, 2H), 5.96 (d, ] = 10.1 Hz, 1H), 5.06 (td, | = 21.6, 10.1 Hz, 1H), 4.27-
415 (m, 8H), 3.73-3.69 (m, 4H), 3.65-3.61 (m, 4H), 2.57 (t, | = 7.5 Hz, 2H),2.24 (, =74
Hz, 2H), 1.93 (qi, ] = 7.3 Hz, 2H), 1.34 (t, ] = 7.1 Hz, 6H), 1.33 (t, ] = 7.1 Hz, 6H). 13C
NMR (100 MHz, CDCls) 6 171.8 (t, ] = 4.0 Hz), 144.4, 130.4, 129.7, 112.2, 63.7 (d, ] = 3.1
Hz), 63.7 (d, ] =3.2 Hz), 63.4 (d, ] =3.3 Hz), 634 (d, ] = 3.2 Hz), 53.6, 43.3 (t, ] = 147.0
Hz), 40.5, 35.4, 33.7, 27.3, 16.4 (d, ] = 3.0 Hz), 16.4 (d, ] = 2.8 Hz), 16.3 (d, ] = 3.0 Hz),
16.3 (d, ] =3.1 Hz).3'1P NMR (162 MHz, CDCl3) 6 16.4. IR (ATR) 3248, 2981, 1672, 1519,
1255, 1023, 976 cm'. HRMS (ESI) m/z: obliczone dla CxHuN2O7PCla [M+H]*
589.1766, znalezione 589.1761.

0 O
~ I
o O P(OEt),
AN
N~ "P(OEt
O oH N ('3'( )2

Koniugat = 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu  tetraetylu =z  kwasem
mykofenolowym (19). Zywica; 90% (273.2 mg). 'H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.78 (br
s, 1H), 6.36 (d, ] = 10.1 Hz, 1H), 5.27 (t, ] = 7.0 Hz, 1H), 5.20 (s, 2H), 5.04 (td, | = 21.7,
10.1 Hz, 1H), 4.27-4.13 (m, 8H), 3.78 (s, 3H), 3.39 (d, ] = 7.0 Hz, 2H), 2.40-2.35 (m, 2H),
2.33-2.29 (m, 2H), 2.16 (s, 3H), 1.81 (s, 3H), 1.33 (t, ] = 7.2 Hz, 6H), 1.32 (t, ] = 7.2 Hz,
6H). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 172.8,171.8 (t, ] = 4.0 Hz), 163.7, 153.7, 144.2, 134.3,
122.9,122.1, 116.7, 106.5, 70.0, 63.7 (d, ] = 3.1 Hz), 63.7 (d, ] = 3.2 Hz), 63.5 (d, | = 3.1
Hz), 63.5 (d, ] = 3.2 Hz), 61.0, 43.4 (t, ] = 147.1 Hz), 35.1, 35.0, 22.6, 16.4 (d, | = 2.9 Hz),
16.4 (d, ] =3.4 Hz), 16.4 (d, ] = 3.8 Hz), 16.3 (d, ] = 3.1 Hz), 16.2, 11.6. 3P NMR (162
MHz, CDCl;) 6 16.4. IR (ATR) 3246, 2982, 1732,1671, 1254, 1015, 967 cml. HRMS (ESI)
my/z: obliczone dla CosH41NO11NaP> [M+Na]* 628.2053, znalezione 628.2053.
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I
OEt

Koniugat 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu tetraetylu z indometacyna (20).
Zotte krysztaty; 93% (297.8 mg), t.t. 146-148°C. TH NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.70-7.66
(m, 2H), 7.50-7.47 (m, 2H), 6.92 (d, ] = 8.6 Hz, 1H), 6.92 (d, ] = 2.8 Hz, 1H), 6.70 (dd,
J=9.0,2.5 Hz, 1H), 6.23 (d, ] = 10.1 Hz, 1H), 4.98 (td, | = 21.4, 10.0 Hz, 1H), 4.21-4.01
(m, 8H), 3.83 (s, 3H), 3.70 (s, 2H), 2.38 (s, 3H), 1.27 (t, ] = 7.1 Hz, 6H), 1.18 (t, ] = 7.1 Hz,
6H). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) 6 169.1 (t, ] = 4.0 Hz), 168.3, 156.4, 139.6, 136.4, 133.8,
131.3, 131.0, 130.2, 129.3, 115.2, 112.3, 112.2, 101.1, 63.7 (d, ] = 3.1 Hz), 63.7 (d, ] = 3.1
Hz), 63.5 (d, ] = 3.2 Hz), 63.5 (d, ] = 3.2 Hz), 55.7, 43.9 (t, ] = 146.6 Hz), 32.0, 16.4 (d,
J=3.1Hz),16.4 (d, ] = 3.4 Hz), 16.3 (d, ] = 3.4 Hz), 16.3 (d, ] = 3.0 Hz), 13.4. 3P NMR
(162 MHz, CDCls) 6 15.9. IR (ATR) 3255, 2980, 1672, 1588, 1529, 1475, 1441, 1320, 1231,
1141, 1090, 1024, 983, 948. HRMS (ESI) m/z: obliczone dla CosH3zsN2OoP>Cl [M+H]*
643.1741, znalezione 643.1724.
Q
Q o) P(OEt)

QQ

Koniugat  1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu  tetraetylu z  bromkiem

(2-karboksyetylo)trifenylofosfoniowym (bromek 3-(bis(dietoksyfosforylo)-
metylidenoamino)-3-oksopropylotrifenylofosfoniowy, 22). Zywica; 94% (328.7 mg).
TH NMR (400 MHz, CDCl3) 6 8.78 (d, ] = 10.0 Hz, 1H), 7.84-7.69 (m, 15H), 5.01 (td,
] =22.7,10.0 Hz, 1H), 4.31-4.17 (m, 8H), 3.85-3.78 (m, 2H), 3.20-3.13 (m, 2H), 1.36 (t,
J=7.1Hz, 6H), 1.31 (t, ] = 7.0 Hz, 6H). 3C NMR (100 MHz, CDCl3)  170.1 (dt, ] = 15.9,
45 Hz), 1354 (d, ] = 3.0 Hz), 133.9 (d, ] = 10.1 Hz), 130.8 (d, ] = 12.7 Hz), 118.0 (d,
] =86.6 Hz), 63.9-63.8 (m), 44.9 (t, | =147.3 Hz), 29.2 (d, ] = 3.1 Hz), 20.2 (d, ] = 54.5 Hz),
16.7 (d, =29 Hz),16.6 (d, ] =2.8 Hz), 16.6 (d, ] = 3.1 Hz), 16.6 (d, ] = 3.0 Hz). 3P NMR
(162 MHz, CDCl3) 6 25.1, 16.2. IR (ATR) 3412, 2983, 1671, 1438, 1241, 1015, 977 cm-..
HRMS (ESI) m/z: obliczone dla C3o0Hu1NO;P3; [M+H]* 620.2096, znalezione 620.2108.
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Koniugat 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu  tetraetylu z  bromkiem
(4-karboksybutylo)trifenylofosfoniowym (bromek  5-(bis(dietoksyfosforylo)-
metylidenoamino)-5-oksopentylotrifenylofosfoniowy, 23). Zywica; 92% (334.0 mg).
TH NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.85-7.69 (m, 16H), 5.09 (td, | = 22.5, 10.0 Hz, 1H), 4.26-
4.14 (m, 8H), 3.85-3.77 (m, 2H), 2.72 (t, ] = 7.2 Hz, 2H), 1.98 (qi, | = 6.8 Hz, 2H), 1.81-
1.71 (m, 2H), 1.34 (t, ] = 7.1 Hz, 6H), 1.28 (t, ] = 7.1 Hz, 6H).13C NMR 6 (100 MHz,
CDCl;) 6 172.4 (t, ] = 4.2 Hz), 135.0 (d, ] = 3.0 Hz), 133.7 (d, ] = 10.0 Hz), 130.5 (d,
J =12.5 Hz), 118.3 (d, ] = 85.9 Hz), 63.6 (d, ] = 3.3 Hz), 63.6 (d, ] = 3.2 Hz), 63.5 (d,
J=3.2Hz), 63.5(d, ] =3.1 Hz), 43.7 (t, ] = 147.2 Hz), 34.4, 26.0 (d, ] = 16.8 Hz), 22.2 (d,
J=50.7 Hz), 21.6 (d, ] =4.2 Hz), 16.5 (d, ] =29 Hz), 16.4 (d, ] = 2.8 Hz), 16.3 (d, ] = 3.1
Hz),16.3 (d, ] = 3.1 Hz). 3P NMR (162 MHz, CDCl;) 6 24.6, 16.6. IR (ATR) 3417, 2983,
1663, 1438, 1251, 1016, 976 cm™'. HRMS (ESI) my/z: obliczone dla Cs>xHssNO7Ps [M+H]*
648.2409, znalezione 648.2429.

2.2.3 Otrzymywanie koniugatu 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu
tetraetylu z 5-karboksyuracylem

2 Q
oH © H)(P(OEt)z HATU. DIPEA OH O  P(OEt),
)N\/ | OH ™ HN ‘F‘)(OEt)Z DMF, Ar, t.p., 24h )N\/ | ” P(OEt),
N N\
HO N O HO N
8a 21
Schemat 58

Do kolby okragtodennej o pojemnosci 100 cm?® wprowadzono kwas 2,4-
dihydroksypirymidyno-5-karboksylowy (0.5 mmol, 78.1 mg, 1.0 ekw.). Kolbe
przedmuchano argonem, dodano N,N-dimetyloformamid (10 mL), a nastepnie
zabezpieczono septa, w ktéra wbito balon wypelniony argonem. Nastepnie, przez
septe, dodano roztwér HATU (0.52 mmol, 200 mg, 1.05 ekw.) oraz zasady Hiiniga
(0.52 mmol, 68 mg, 1.05 ekw.) w N,N-dimetyloformamidzie (10 mL), a po 5 minutach
roztwor l-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu tetraetylu 8a (0.5 mmol, 151.5 mg,
1.0 ekw.) w N,N-dimetyloformamidzie (5 mL). Reakcje prowadzono w temperaturze
pokojowej przez 24 godziny. Po zakoriczeniu reakcji odparowano rozpuszczalnik na
wyparce rotacyjnej. Surowy produkt krystalizowano najpierw z uktadu metanol/eter

dietylowy, a nastepnie z metanolu.
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Koniugat 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu tetraetylu z 5-karboksyuracylem
1-(N-2,4-dihydroksypirymidyno-5-karbonyloamino)metylideno-1,1-bisfosfonian
tetraetylu, 21). Biale krysztaty; 61% (134.5 mg), t.t. 251-252°C. TH NMR (400 MHz,
DMSO) 6 11.76 (br s, 2H), 9.35 (d, ] = 10.2 Hz, 1H), 8.21 (s, 1H), 4.99 (td, | = 21.6, 10.1
Hz, 1H), 4.13-4.02 (m, 8H), 1.22 (t, ] = 7.0 Hz, 6H), 1.21 (t, ] = 7.0 Hz, 6H). 3C NMR
(100 MHz, DMSO) 6 164.3, 161.6, 150.3, 148.8, 102.9, 63.0 (d, ] = 3.1 Hz), 63.0 (d, ] = 3.2
Hz), 629 (d, ] = 3.0 Hz), 62.8 (d, ] = 3.4 Hz), 43.1 (t, ] = 146.2 Hz), 16.2 (d, ] = 2.8 Hz),
16.1 (d, ] =3.0 Hz).3'P NMR (162 MHz, DMSO) 6 16.1. IR (ATR) 3095, 2986, 1678, 1538,
1225, 1018, 978 cm™'. HRMS (ESI) m/z: obliczone dla C14H2sN3OoP> [M+H]* 442.1144,
znalezione 442.1148.

2.24 Deestryfikacja grup fosfonowych koniugatéw 1-aminometylideno-1,1-
bisfosfonianu tetraetylu

o] o]
1 1
O H P(OEt) O H P(OH)
ZWIAZEK WWWW)J\ N 2 1) TMSB, t.p., 24h ZWIAZEK WWWW)J\ N 2
BIOLOGICZNIE N* "P(OEl)2  2)MeOH, tp., 30 min = BIOLOGICZNIE N "P(OH),
AKTYWNY H AKTYWNY H ol
Schemat 59

Do roztworu odpowiedniego koniugatu (0.1 mmol, 1.0 ekw.) w chloroformie
(0.7 mL) wprowadzano bromek trimetylosililu (1.0 mmol, 153 mg, 132 puL, 10.0 ekw.)
i zawarto$¢ kolby mieszano w temperaturze pokojowej przez 24 godziny.
Po zakonczeniu reakcji z kolby odparowywano czesci lotne na wyparce rotacyjnej,
auzyskang pozostalos¢ rozpuszczano w metanolu (1.0 mL) i mieszano
w temperaturze pokojowej przez 30 min. Nastepnie ponownie odparowywano czesci
lotne na wyparce rotacyjnej, po czym kilkukrotnie powtarzano proces rozpuszczania
produktu w metanolu (1.0 mL) i zatezania uzyskanej mieszaniny, w celu catkowitego
usuniecia lotnych zanieczyszczeni. Tak otrzymane koniugaty 24-28 wysuszono pod
obnizonym ciénieniem, a w przypadku produktu 26 dodatkowo przeprowadzono

krystalizacje z ukladu metanol/eter dietylowy.
Cl
O

”)\P(OH)z
o]
Koniugat kwasu 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonowego z chlorambucylem (kwas
N-(4-(4-(bis(2-chloroetylo)amino)fenylo)butanoilo-1-aminometylideno-1,1-
bisfosfonowy, 24). Bezowe krysztaty; 99% (47.1 mg), t.t. 196°C (rozklad). TH NMR (400
MHz, CD;0D) 7.31-7.27 (m, 2H), 7.13-7.09 (m, 2H), 3.90 (t, ] = 6.7 Hz, 4H), 3.63 (t,
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J=6.6 Hz, 4H), 2.66 (t, ] = 7.6 Hz, 2H), 2.33 (t, | = 7.3 Hz, 2H), 1.94 (qi, ] = 7.4 Hz, 2H).
13C NMR (100 MHz, CD3OD) 6 175.0 (t, ] = 4.4 Hz), 143.9, 137.1, 131.8,121.3, 59.1, 46.1
(t, ] = 144.7 Hz), 38.8, 36.0, 35.3, 28.4. 31P NMR (162 MHz, CD;OD) 6 14.9. IR (ATR)
2548, 1636, 1510, 1456, 1146, 915 cm. Oddano probke zwigzku celem wykonania

analizy HRMS.
\
(0]
Q
) O  P(OH),
N _ )\
: N~ “P(OH),
H u
Cl

(0]

Koniugat kwasu 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonowego z indometacyna (25). Biale
krysztaty; 99% (52.6 mg), t.t. 158°C (rozklad). 'TH NMR (400 MHz, DMSO) & 8.23 (d,
J=10.0 Hz, 1H), 7.71-7.59 (m, 4H), 7.13 (d, ] = 2.6 Hz, 1H), 6.96 (d, ] = 9.0 Hz, 1H), 6.67
(dd, J=9.0,2.5 Hz, 1H), 4.54 (td, ] = 21.5, 9.9 Hz, 1H), 3.77 (s, 3H), 3.64 (s, 2H), 2.19 (s,
3H). 3C NMR (100 MHz, DMSO) 6 168.9 (t, ] = 4.3 Hz), 167.8, 155.6, 137.5, 135.0, 134.3,
131.1, 131.0, 130.1, 129.0, 114.6, 114.3, 111.6, 102.0, 55.4, 46.4 (t, ] = 139.8 Hz), 30.4, 13.5.
31P NMR (162 MHz, DMSO) & 16.7. IR (ATR) 3263, 1676, 1606, 1530, 1477, 1456, 1355,
1323, 1233, 1194, 1148, 1059, 993 cml. Oddano probke zwigzku celem wykonania
analizy HRMS.

2
OH O P(OH),
N~ N)\P(OH)z
A J R s
HO™ 'N

Koniugat kwasu 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonowego z 5-karboksyuracylem
(kwas 1-N-(2,4-dihydroksypirymidyno-5-karbonyloamino)metylideno-1,1-
bisfosfonowy, 26). Biale krysztaty; 88% (28.7 mg), t.t. 269°C (rozktad). TH NMR (400
MHz, CD;O0D) 6 8.28 (s, 1H), 4.95 (t, ] = 21.4 Hz, 1H). 3C NMR (100 MHz, CD5;0D) 6
165.4,164.2 (t, ] = 4.8 Hz), 152.3,149.2, 105.8, 47.2 (t, | = 142.7 Hz). 3P NMR (162 MHz,
CDs0D) & 14.6. IR (ATR) 3002, 1679, 1609, 1520, 1448, 1197, 1011, 931 cm-1. Oddano
probke zwigzku celem wykonania analizy HRMS.
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0

e Q@ O P(OH),
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Koniugat kwasu  1-aminometylideno-1,1-bisfosfonowego z  bromkiem

(2-karboksyetylo)trifenylofosfoniowym (bromek 3-(bisfosfonometylidenoamino)-3-
oksopropylotrifenylofosfoniowy, 27). Zywica; 99% (58.0 mg). TH NMR (400 MHz,
CDsOD) 6 7.93-7.75 (m, 15H), 4.78 (t, ] = 21.9 Hz, 1H), 3.74-3.67 (m, 2H), 2.79-2.72 (m,
2H). 3C NMR (100 MHz, CDs;OD) & 171.0 (dt, | = 16.4, 4.5 Hz), 136.4 (d, ] = 3.1 Hz),
134.9 (d, ] =10.0 Hz), 131.7 (d, ] = 12.7 Hz), 119.5 (d, ] = 87.5 Hz), 47.7 (t, ] = 143.4 Hz),
289 (d, ] = 2.5 Hz), 19.2 (d, ] = 55.5 Hz). 3IP NMR (162 MHz, CD;OD) 6 24.6, 14.6.
IR (ATR) 2897, 1655, 1436, 1150, 1110, 995, 915, 740, 723 cm™'. Oddano prébke zwiazku

celem wykonania analizy HRMS.

0
e Q@ O P(OH),
r

P/\/\)LH)\ ©OH),

Koniugat kwasu 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonowego z bromkiem
(4-karboksybutylo)trifenylofosfoniowym (bromek 5-(bisfosfonometylidenoamino)-
5-oksopentylotrifenylofosfoniowy, 28). Zywica; 97% (59.6 mg). TH NMR (400 MHz,
CDsOD) 6 7.91-7.73 (m, 15H), 4.81 (t, ] = 22.0 Hz, 1H), 3.48-3.40 (m, 2H), 2.38 (br t, ] =
6.7 Hz, 2H), 1.92-1.85 (m, 2H), 1.81-1.72 (m, 2H). 3C NMR (100 MHz, CDs;OD) 6 174.6
(t, ]=4.4Hz),136.2 (d, ] =3.0 Hz), 134.8 (d, ] = 9.9 Hz), 131.5 (d, ] = 12.6 Hz), 119.8 (d,
] =86.2 Hz), 47.3 (t, ] =143.7 Hz), 35.6, 27.5 (d, ] = 17.3 Hz), 22.9 (d, ] = 3.8 Hz), 22.7 (d,
J=51.2 Hz).31P NMR (162 MHz, CD;0OD) 6 23.7, 14.9. IR (ATR) 3254, 1643, 1529, 1437,
1150, 1111, 995, 920, 722 cm'l. HRMS (ESI) m/z: obliczone dla CosH2oNO7P3 [M+H]*
536.1157, znalezione 536.1149.

2.3 Sprzeganie 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu tetraetylu
z deferoksaminag

2.3.1 Otrzymywanie N-(3-karboksypropanoilo)deferoksaminy

H

(6] OH o O (0]
y NH O %0 g N
~ N T
H)W\/\/\/ 2 v ” OH
- o
0 ° o 0 y

- CH3SO3H 0
Py QH

H 1 H

N~~~ N )WN\/\/\/N

OH 0 0 OH o (0]
DFO-MES 29

Schemat 60
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Synteze  N-(3-karboksypropanoilo)deferoksaminy prowadzono zgodnie

z opisana procedura.!®

Do roztworu bezwodnika bursztynowego (4.28 mmol, 429 mg, 22.5 ekw.)
w pirydynie (2 mL) wprowadzono mezylan deferoksaminy (0.19 mmol, 125 mg,
1.0 ekw.). Zawartos¢ kolby mieszano w temperaturze pokojowej przez 20 godzin.
Po tym czasie, do kolby dodano 0.16 M roztwér wodorotlenku sodu (22.5 mL)
i kontynuowano mieszanie w temperaturze pokojowej przez kolejne 5 godzin, az do
uzyskania klarownego roztworu. Nastepnie, do mieszaniny wkraplano 35-38%
roztwér kwasu solnego do momentu osiggniecia pH réwnego 2. Wytracony osad
odsaczono pod zmniejszonym ciSnieniem na lejku Biichnera, przemyto 0.01 M

roztworem HCI, a nastepnie poddano liofilizacji.

N-(3-Karboksypropanoilo)deferoksamina (29).1 Biate krysztaty; 83% (104.2 mg), t.t.
162-164°C. TH NMR (400 MHz, DMSO) 6 12.03 (br s, 1H), 9.64 (br s, 1H), 9.59 (br s,
2H), 7.80-7.75 (m, 3H), 3.45 (t, ] = 7.0 Hz, 6H), 3.00 (q, ] = 6.6 Hz, 6H), 2.57 (t, ] = 7.3 Hz,
4H), 2.45 - 2.37 (m, 2H), 2.30-2.25 (m, 6H), 1.96 (s, 3H), 1.51-1.46 (m, 6H), 1.40-1.34 (m,
6H), 1.25-1.19 (m, 6H). 3C NMR (100 MHz, DMSO) 6 173.8, 172.0, 171.3, 170.7, 170.1,
47.1, 46.8, 38.4, 30.0, 29.9, 29.2, 28.8, 27.6, 26.0, 23.5, 20.3. IR (ATR) 3295, 3103, 2928,
2856, 1723, 1616, 1566, 1460, 1396, 1251, 1223, 1197, 1163 cm™. HRMS (ESI) m/z:
obliczone dla C»H5NsO11Na [M+Na]* 683.3592, znalezione 683.3558.

2.3.2 Otrzymywanie koniugatu N-SANHCH(PO(OEt)2).DFO

H ‘FS(OEt)Q

HoN~ P(OEY), o
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H
N)K/YN\/\/\/"“W/ DMF, Ar, t.p., 24h )K/YH (,\‘)‘H
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Schemat 61

Synteze koniugatu N-SANHCH(PO(OEt)2)2DFO prowadzono modyfikujac

opisang procedure.®

Do kolby okraglodennej o pojemnosci 50 cm?® wprowadzono N-(3-karboksy-
propanoilo)deferoksamine 29 (0.176 mmol, 116 mg, 1.0 ekw.). Kolbe przedmuchano
argonem, zabezpieczono septa i dodano N,N-dimetyloformamid (2.5 mL). Mieszanine
ogrzewano w 80°C do catkowitego rozpuszczenia substratu. Nastepnie, przez septe,
dodano roztwér HATU (0.184 mmol, 70 mg, 1.05ekw.) oraz zasady Hiiniga
(0.184 mmol, 24 mg, 32 pL, 1.05 ekw.) w N,N-dimetyloformamidzie (2.5 mL), a po
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5 minutach roztw6r 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu tetraetylu 8a (0.176 mmol,
53 mg, 1.0 ekw.) w N,N-dimetyloformamidzie (2.5 mL). Reakcje kontynuowano
w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Po uplywie wyznaczonego czasu,
mieszanine reakcyjng zatezono na wyparce rotacyjnej do objetosci ok. 1/6 w stosunku
do objetosci wyjsciowej. Nastepnie do kolby dodano 10 mL wody destylowane;.
Wytracony osad oddzielono poprzez odwirowanie (5 min, 5500 obr./min, 5°C), po
czym dwukrotnie przemyto go schlodzona woda dejonizowana, kazdorazowo

odwirowujac (2 X 5 min, 5500 obr./min, 5°C). Ostatecznie osad poddano liofilizacji.

N-SANHCH(PO(OEt)2):DFO (30). Biale krysztaty; 42%; czystos¢ 85% (82.0 mg).
1H NMR (400 MHz, DMSO) 6 9.65 (br s, 1H), 9.61 (br s, 2H), 8.68 (d, ] = 10.0 Hz, 1H),
7.81-7.75 (m, 3H), 4.87 (td, | = 22.7, 10.0 Hz, 1H), 4.10-4.00 (m, 8H), 3.45 (t, ] = 7.0 Hz,
6H), 3.00 (q, ] = 5.9 Hz, 6H), 2.63-2.53 (m, 4H), 2.50-2.37 (m, 2H), 2.33-2.23 (m, 6H),
1.96 (s, 3H), 1.52-1.46 (m, 6H), 1.40-1.34 (m, 6H), 1.25-1.18 (m, 6H), 1.22 (t, ] = 7.0 Hz,
6H), 1.21 (t, ] = 7.0 Hz, 6H). 13C NMR (100 MHz, DMSO) & 172.0, 171.5 (t, ] = 4.4 Hz),
171.3,170.8,170.1, 629 (d, ] = 3.1 Hz), 62.9 (d, ] =3.2 Hz), 62.6 (d, ] =3.1 Hz), 62.6 (d, |
=3.1Hz),47.1,46.8,43.1 (t, ] = 146.7 Hz), 38.4, 30.7, 30.6, 30.6, 30.2, 29.9, 28.8, 27.6, 26.0,
23.5,20.3,16.2 (d, ] =29 Hz), 16.2 (d, ] =29 Hz), 16.1 (d, ] =29 Hz),16.1 (d, ] = 3.0
Hz). 31P NMR (162 MHz, DMSO) & 16.7. IR (ATR) 3298, 2928, 2855, 1615, 1564, 1460,
1395, 1251, 1196, 1162, 1019, 961 cml. HRMS (ESI) m/z: obliczone dla CssH7aN7O16P2
[M+H]* 946.4667, znalezione 946.4745.

3. Metodyka badan biologicznych

3.1 Hodowla komérkowa w warunkach in vitro

Hodowle komoérkowe prowadzono w warunkach in vitro, utrzymujac
standardowe warunki hodowlane: temperature 37°C, atmosfere zawierajaca 5% CO,

oraz wilgotnos¢ na poziomie 95%.

Komoérki A549 (RRID: CVCL_0023, niedrobnokomérkowy rak ptuca, American
Type Culture Collection [ATCC]) oraz komoérki U-2 OS (RRID: CVCL_0042,
kostniakomiesak, ATCC) hodowano w pozywce DMEM (ang. Dulbecco's Modified
Eagle's Medium) o niskiej zawartosci glukozy (1 g/L) wzbogaconej 10% pltodowa
surowicg bydleca (FBS; nr kat. 10270106, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Komorki
AGS (RRID:CVCL_0139, rak gruczotowy zotadka, ATCC) hodowano w pozywce
McCoy's 5A uzupelnionej 10% plodowa surowica bydleca. Komoérki BJ1-hTERT
(RRID: CVCL_6573, prawidlowe ludzkie fibroblasty immortalizowane hTERT, ATCC)
hodowano w pozywce o nastepujacym sktadzie: 2/3 DMEM o wysokiej zawartosci
glukozy (4.5 g/L) i 1/3 Medium 199 (nr kat. M4530, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
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USA) z dodatkiem 10% plodowej surowicy bydlecej i 0.01 mg/ml higromycyny B-
Losung (nr kat. CP12.2, Roth, Karlsruhe, Niemcy). Wszystkie w.w. pozywki
dodatkowo zawieraly 1% mieszaniny antybiotykéw penicyliny-streptomycyny (Pen-

Strep).

Komoérki L-929 (CCL-1, ATCC, mysie fibroblasty) hodowano w pozywce
DMEM o wysokiej zawartosci glukozy (4.5 g/L) zawierajacej L-glutamine (PAN
Biotech, Niemcy), wzbogaconej dodatkowo 10% plodowa surowica bydleca (Eurx,
Polska) oraz 1% mieszaning antybiotykéw penicyliny-streptomycyny (Pen-Strep,
PAN Biotech, Niemcy). Komoérki MG-63 (CRL-1427, ATCC, kostniakomiesak)
hodowano w pozywce EMEM (ang. Eagle's Minimal Essential Medium) zawierajacej L-
glutamine (PAN Biotech, Niemcy), wzbogaconej dodatkowo 10% ptodowa surowica
bydleca (Eurx, Polska), 1% mieszaning antybiotykéw penicyliny-streptomycyny (Pen-
Strep), pirogronianem sodu (100 uM, PAN Biotech, Niemcy) oraz 0.1% MEM NEAA
(ang. Minimum Essential Medium Non-essential Amino Acids, PAN Biotech, Niemcy)

Komoérki hodowano w postaci monowarstwy w butelkach hodowlanych
o powierzchni 25 lub 75 cm? Po osiggnieciu okoto 80-90% konfluencji, komoérki
odlgczano od podloza przy uzyciu 0.05% roztworu trypsyny/EDTA (Merck). Po
usunieciu pozywki komorki ptukano buforem PBS w warunkach sterylnych,
a nastepnie inkubowano z trypsyna w temperaturze 37°C przez 4 min. Trypsyne
inaktywowano przez dodatek trzykrotnej objetos¢ pozywki zawierajacej 10% FBS.
W celu catkowitego usuniecia enzymu, uzyskang zawiesine komérkowa wirowano
przez 2 minuty w temperaturze pokojowej, przy 1200 rpm, oddzielano supernatant,

po czym komorki zawieszano w $wiezej pozywece.
3.2 Badania cytotoksycznosci

Cytotoksycznos¢ badanych zwiazkéw okreslano na podstawie pomiaru
aktywnosci metabolicznej komorek, z wykorzystaniem testu MTS (linie komoérkowe:
U-20S, A549, AGS, BJ1-hTERT) lub testu Alamar Blue (linie komérkowe: MG-63 oraz
L-929).

3.2.1 Test MTS

Cytotoksycznos¢ badanych zwiazkéw okreslano na podstawie pomiaru
aktywnosci metabolicznej komorek, z wykorzystaniem testu MTS (CellTiter 96®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay; nr kat. G3581, Promega, Madison,
WI, USA). Komorki wysiewano na plytki 96-dotkowe w nastepujacej liczbie: U-2 OS -
6 500 komorek/dotek, A549 i AGS - 5000 komoérek/dotek, BJ1-hTERT - 4 000

komoérek/dotek, a nastepnie inkubowano przez 24 godziny. Po tym czasie usuwano
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pozywke, a do odpowiednich dotkéw dodawano roztwory badanych zwigzkéw
w medium hodowlanym w odpowiednich stezeniach. Komoérki inkubowano przez
kolejne 48 godzin, po czym ponownie usuwano medium hodowlane, a do kazdego
dotka dodawano roztwér soli tetrazolowej MTS (3-(4,5-dimetylotioazol-2-ylo)-5-(3-
karboksymetoksyfenylo)-2(4-sulfofenylo)-2H-tetrazolu) rozcieficzony w bezbarwnej
pozywce DMEM F-12 (nr kat. D2906, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Po 1.5-godzinnej inkubacji dokonywano pomiaru absorbancji przy dtugosci fali 490
nm, z wykorzystaniem czytnika mikroplytek BioTek Synergy 2. Dane
znormalizowano wzgledem kontroli, tj. komorek traktowanych pozywka zawierajaca
odpowiedni rozpuszczalnik (DMSO, H,O lub H,O/EtOH 1:1), w ktérym
przygotowano roztwory wyjsciowe badanych substancji. Zawartos¢ rozpuszczalnika
w kontroli odpowiadata najwyzszemu stezeniu zastosowanemu dla danego zwigzku
w danej linii komérkowej. W przypadku, gdy rozpuszczalnikiem byla woda i jej
najwyzsze stezenie nie przekraczalo 0.5%, kontrole stanowily komorki traktowane
wylacznie pozywka hodowlang. Kazde oznaczenie wykonano w trzech
powtdrzeniach technicznych oraz co najmniej trzech powtérzeniach biologicznych.
Aktywnos$¢é metaboliczng obliczono wedtug wzoru:
A1 — Agepa

Aktywnos$¢ metaboliczna [%] = A A * 100%
kontrola — félepa

A; - warto$¢ absorbancji przy danym stezeniu badanego zwigzku
Agiepa — Wartoéc absorbangji dla proby slepej

Agontroia— Wartosé absorbancji dla préby kontrolnej

Cytotoksycznoé¢ badanych zwigzkéw oceniano na podstawie ich wartosci ICso,
czyli stezenia, ktore powoduje 50% zmniejszenie populacji komorek w poréwnaniu
z komoérkami w probie kontrolnej (nietraktowanymi). Do obliczenia wartosci ICso
i wykreslenia krzywych wykorzystano oprogramowanie GraphPad Prism 10.2.2 (397)
(GraphPad Software, Boston, Massachusetts, USA, www.graphpad.com). Wartosci
ICs0 obliczono przy uzyciu metody ,Inhibitor vs. normalized response - Variable
slope”. W przypadku badani nad ocena potencjalnego dzialania synergistycznego
badanych zwigzkéw analize statystyczna réznic miedzy badanymi grupami
przeprowadzono za pomoca analizy wariancji (ANOVA) z zastosowaniem testu
Tukeya. Statystycznie istotne réznice (p) zaznaczono gwiazdkami (*), gdzie *p <0.05,
** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001, ns p > 0.05.

Badania nad  aktywnoscia  cytotoksyczna  1-aminoalkilideno-1,1-

bisfosfonianéw tetraetylu 8, kwaséw 1-amino-1,1-bisfosfonowych 9, oraz badania

159



CZESC EKSPERYMENTALNA

interakcji pochodnej9a z wybranymi cytostatykami zrealizowalam w trakcie rocznego
stazu badawczego w Pracowni Molekularnych Mechanizméw Terapii Nowotworéw

Narodowego Instytutu Onkologii w Gliwicach.

Cytotoksycznoéc¢ koniugatow 15, 16, 17 oraz betuliny zostala natomiast zbadana

przez dr Malgorzate Krzesniak i dr Barbare Lasut-Szyszke w tej samej jednostce.
3.2.2 Test Alamar Blue

Cytotoksycznos¢ badanych zwiazkéw okre§lano na podstawie pomiaru
aktywnosci metabolicznej komoérek, z wykorzystaniem testu Alamar Blue (Alamar
Blue Cell Viability Assay; nr kat. 786-921, G-Biosciences). Do 96-dotkowych ptytek
dodawano po 50 pL zawiesiny komérek MG-63 lub L-929 w odpowiednim medium
hodowlanym (EMEM dla komérek MG-63, DMEM dla komorek L-929), w liczbie 5 000
komoérek/dotek. Nastepnie do kazdego dotka dodawano 50 uL wodnego roztworu
badanego zwiazku o stezeniu 1mM lub 2 mM, uprzednio przefiltrowanego przez
sterylny filtr strzykawkowy o $rednicy porow 0.22 pm. Komoérki inkubowano
w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Po zakoriczeniu inkubacji do kazdego dotka
dodawano 10puL odczynnika Alamar Blue. Proébki inkubowano przez kolejne
4 godziny w temperaturze 37°C, a nastepnie zmierzono absorbancje przy dtugosciach
fali 570nm i 600 nm za pomoca czytnika mikroptytek Varioskan LUX Multimode
Reader (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Kazde oznaczenie wykonano w co
najmniej trzech powtérzeniach technicznych oraz co najmniej trzech powtérzeniach
biologicznych. Otrzymane dane znormalizowano wzgledem kontroli (komorki
traktowane wytacznie pozywka hodowlang). Aktywno$¢ metaboliczna komorek
obliczono wedlug wzoru:

(0, x A1) — (01 xAp)

Aktywno$¢ metaboliczna [%] = (0, +P) —(0,+ D) * 100%
2 1) — 1 2

O1 - molowy wspoélczynnik ekstynkcji utlenionego Alamar Blue przy 570 nm (réwny
80586)

Oz - molowy wspoélczynnik ekstynkcji utlenionego Alamar Blue przy 600 nm (réwny
117216)

A1 - wartoé¢ absorbangji dla badanego zwigzku przy 570 nm

A, - wartoé¢ absorbangji dla badanego zwigzku przy 600 nm

P - wartos¢ absorbancji dla préby kontrolnej przy 570 nm (komorki traktowane
pozywka hodowlang)

P> - wartos¢ absorbancji dla proby kontrolnej przy 600 nm (komoérki traktowane

pozywka hodowlana)
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Analize statystyczng réznic miedzy badanymi grupami a kontrola
przeprowadzono za pomoca analizy wariancji (ANOVA) z zastosowaniem testu
Dunnetta. Statystycznie istotne réznice (p) z préba kontrolng zaznaczono gwiazdkami
(*), gdzie *p <0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001, ns p > 0.05.

Badania cytotoksycznosci (ocene biokompatybilnosci) kwaséw 1-amino-
alkilideno-1,1-bisfosfonowych 9 na liniach MG-63 oraz L-929 zrealizowatam
w Centrum Biotechnologii Politechniki Slaskiej pod opieka Pani dr Izabelli Slezak-
Prochazki z Katedry Inzynierii i Biologii Systeméw Politechniki ‘Slqskiej w Gliwicach.

3.3 Badania mikrobiologiczne

Ocene aktywnosci przeciwbakteryjnej kwaséw 1-aminoalkilideno-1,1-
bisfosfonowych 9a-h i 9j przeprowadzono z wykorzystaniem wzorcowych szczepéw
bakterii Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

W celu wyznaczenia minimalnego stezenia hamujacego wzrost bakterii (MIC),
do sterylnych probéwek wprowadzono 1 ml pozywki do hodowli bakterii (TSB,
Biomaxima) oraz 1 ml roztworu badanego zwigzku w wodzie o stezeniu 1 mM lub
2mM, przefiltrowanego uprzednio przez sterylny, strzykawkowy filtr nylonowy
o $rednicy poréw 0.22 pm. Nastepnie do probéwek dodano zawiesine bakterii,
w takiej ilodci, aby ich koricowe stezenie wynosito ~ 5 x 10¢ CFU/ml. Zmierzono
gestos¢ optyczna (O.D.) roztworéw za pomoca densytometru, a nastepnie
inkubowano probéwki przez 18 godzin w temperaturze 37°C. Po tym czasie,
ponowienie zmierzono O.D roztworéw. Wynik podano jako $rednig i odchylenie

standardowe z trzech powtérzen.

Badania strefy = zahamowania wzrostu bakterii przeprowadzono
z wykorzystaniem wodnych roztworéw zwigzkéw 9a-h i 9j o stezeniu 1 mM.
Na powierzchnie ptytek Mueller-Hinton (agar, DIAG-Med) naniesiono wymazéwka
bakterie w ilosci ~5x108 CFU/ml. Bakterie zostaly rozprowadzone po calej
powierzchni. Nastepnie zrobiono w agarze dotek o érednicy 5 mm i umieszczono
wnim 100 pl badanego roztworu. Tak przygotowane plytki inkubowano
w temperaturze 37°C przez 18 godzin. Po tym czasie zmierzono $rednice stref
zahamowania wzrostu bakterii wokét dotkéw. W prowadzonych badaniach jako
odniesienie (proba kontrolna) zastosowano sterylny roztwoér PBS. Wynik podano jako

$rednia i odchylenie standardowe z trzech powtérzen.
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Badania mikrobiologiczne zostaly przeprowadzone przez Panig dr hab. inz.
Alicje Kazek-Kesik, prof. Pol. Sl z Katedry Chemii Nieorganicznej, Analitycznej
i Elektrochemii Politechniki Slaskiej w Gliwicach.

3.4 Badania stabilnosci chelatow z 89Zr

Badania z radioaktywnym cyrkonem-89 byly prowadzone wylacznie
w Zakladzie Radiofarmacji i Obrazowania Laboratoryjnego PET Narodowego
Instytutu Onkologii w Gliwicach, ktéry posiada laboratoria klasy III wg Prawa
atomowego zapewniajace bezpieczng prace z materialami promieniotwérczymi.
Badania stabilnosci chelatow z 8Zr zostaly przeprowadzone przez Panig mgr. inz.
Anne Kastelik-Hryniewiecka z Zakladu Radiofarmacji i Obrazowania
Laboratoryjnego PET NIO.

Roztwér radioaktywny 8°Zr otrzymano w postaci szczawianu cyrkonu-89
w 1M roztworze kwasu szczawiowego. Izotop ®°Zr pochodzil z zakupu od
zewnetrznych dostawcéw (Revvity, Holandia; Voxel, Polska) lub byt wytwarzany na
miejscu w Zakladzie Radiofarmacji i Obrazowania Laboratoryjnego PET, za pomoca
cyklotronu IBA Cyclone 18/9.

Radioznakowanie ligandéw N-SANHCH (PO(OEt)2):DFO oraz p-NCS-Bn-DFO

Przygotowano 4.2 mM roztwory chelatoréw N-SANHCH (PO(OEt)2).DFO oraz
p-NCS-Bn-DFO (Diverchim, Francja) w DMSO. Roztwoér szczawianu cyrkonu-89
(38 uL, 17.76 MBq) w 1 M kwasie szczawiowym zobojetniono przez dodanie 8 uL
2M roztworu Na,CO;. Nastepnie ustabilizowano pH roztworu poprzez
wprowadzenie 50 pL buforu HEPES. Koricowa objetoé¢ roztworu wynosita 96 pL.
Nastepnie, do probéwek typu Eppendorf (1.5 mL) odmierzono po 15 pL roztworu
chelatora, po czym dodano po 45 pL roztworu radioaktywnego. Catos¢ dokladnie

wymieszano za pomocg konicéwek pipet.

Bezposrednio po znakowaniu (t = 0 h) wykonywano analize radio-TLC oraz
pobierano odpowiednie objetosci roztworéw do badan stabilnosci chelatow [2°Zr]Zr-
SANHCH(PO(OEt),),DFO oraz [*°Zr]Zr-p-NCS-Bn-DFO w r6znych warunkach
(bufor HEPES, surowica ludzka, nadmiar EDTA).

Radio-TLC

Wszystkie analizy radio-TLC przeprowadzano z uzyciem chromatografu

cienkowarstwowego Raytest (skaner TLC), z oprogramowaniem Gina Star.
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e DPlytka: podloze z mikrowldkna szklanego pokryte zelem krzemionkowym
(iTLC - instant TLC)

e Fazarozwijajaca: 0.1 M octan amonu + 25 mM EDTA w stosunku 1:1 (v/v)

e Wartosci Re: Re(3°Zr) = 1.0, Re(chelatow z #°Zr) =~ 0.0

Badania stabilnosci chelatow z 8Zr w HEPES

Do probéwki typu Eppendorf przenoszono 30 puL roztworu odpowiedniego
chelatu. Nastepnie dodawano 285 uL buforu HEPES, tak aby jego koricowe stezenie
wynosito 100 pM i mieszanine inkubowano w temperaturze pokojowej. Analizy radio-
TLC wykonywano w ustalonych odstepach czasu (po 2, 18, 24, 48, 72 oraz 96
godzinach).

Badania stabilnosci chelatow z 89Zr w surowicy

Do probéwki typu Eppendorf, zawierajacej 200 pL surowicy ludzkiej (Sigma
Aldrich), przenoszono 17 pL roztworu odpowiedniego chelatu (2 MBq). Probéwke
szczelnie zamykano i inkubowano w 37°C przy jednoczesnym wytrzasaniu. Analizy
radio-TLC wykonywano w ustalonych odstepach czasu (po 2, 18, 24, 48, 72 oraz 96
godzinach).

Badania stabilnosci chelatow z 89Zr wobec nadmiaru EDTA

Do probéwki typu Eppendorf przenoszono 8.5 pL roztworu odpowiedniego
chelatu (1 MBq, 8.93 nmol). Nastepnie, dodawano 100 pL buforu HEPES oraz 89.3 pL
roztworu 0.01 M EDTA w buforze HEPES (0.893 umol, 100-krotny nadmiar molowy).
Probéwke szczelnie zamykano i inkubowano w temperaturze pokojowej. Analizy
radio-TLC wykonywano w ustalonych odstepach czasu (po 2, 18, 24, 42, 48, 72 oraz 96
godzinach).
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Zwiazki fosforoorganiczne od wielu lat stanowia przedmiot intensywnych
badan ze wzgledu na ich wszechstronne zastosowania w syntezie organicznej oraz
chemii medycznej. Wazna grupe tych zwigzkéw stanowia 1-amino-1,1-bisfosfoniany
(ABPs). Ich wyjatkowe wlasciwosci, takie jak silne powinowactwo do tkanki kostnej
oraz zrdéznicowana aktywnos$¢ biologiczna, budza ogromne zainteresowanie
ukierunkowane zaréwno na odkrywanie biologicznych wtasciwosci tych zwigzkow,
jak réwniez poszukiwanie efektywnych metod ich syntezy. Waznym kierunkiem
badan pozostaja takze modyfikacje strukturalne ABPs, podobnie jak synteza ich
koniugatéw z innymi zwigzkami biologicznie czynnymi, co moze w znaczacy spos6b

przyczynic sie do zwiekszenia potencjalu terapeutycznego wyjsciowych struktur.

Tematyka niniejszej pracy koncentrowala sie na opracowaniu uniwersalnych
metod syntezy zwigzkéw 1-amino-1,1-bisfosforowych oraz ich koniugatéw
z czasteczkami o znaczeniu biologicznym. Badania wtasciwosci otrzymanych struktur

umozliwily weryfikacje ich potencjatu terapeutycznego i diagnostycznego.

Badania rozpoczeto od syntezy szerokiej gamy zréznicowanych strukturalnie
N-zabezpieczonych pochodnych 1-aminoalkilideno-1,1-bisfosfonowych, na drodze
kilkuetapowej procedury =z chlorowodorkéw imidoilanéw etylu, poprzez
odpowiednie 1-etoksyalkanofosfoniany dietylu. Nastepnie metode te rozszerzono na
synteze pochodnych fosfonowo-fosfinoilowych oraz fosfonowo-fosfinowych, dzieki
czemu stala sie jedna z niewielu znanych, uniwersalnych metod sekwencyjnego
otrzymywania zwigzkéw 1-amino-1,1-bisfosforowych. W pracy opisano takze
skuteczne warunki deprotekgji i hydrolizy symetrycznych pochodnych 1-amino-1,1-
bisfosfonowych oraz wskazano na mozliwo$¢ przeprowadzenia analogicznych

transformaciji dla fosfonowo-fosfinoilowych pochodnych ABPs.

W dalszej czesci skupiono sie na modyfikacji struktury wybranej pochodnej
ABP. Opracowano prosta i efektywna metode sprzegania 1-aminometylideno-1,1-
bisfosfonianu tetraetylu ze zwigzkami takimi jak: kwas mykofenolowy,
indometacyna, bromki karboksyalkilotrifenylofosfoniowe oraz pochodne betuliny,
oparta na tworzeniu wigzania amidowego z wykorzystaniem ultradzZwiekéw. Metode
te mozna zastosowac zaréwno do przeprowadzenia drobnych modyfikacji struktury
ABP, jak réwniez do otrzymania jego koniugatow ze zwigzkami biologicznie

czynnymi o bardziej ztozonej strukturze.

W ramach pracy podjeto réwniez proby przeprowadzenia modyfikacji

struktury deferoksaminy z udzialem wybranej pochodnej ABP, celem otrzymania
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liganda o strukturze pozwalajacej na wykorzystanie go jako znacznika

diagnostycznego.

Ostatnim etapem realizowanych badar byla ocena aktywnosci biologicznej
wybranych pochodnych 1-amino-1,1-bisfosfonowych i ich koniugatéw, obejmujaca
analize cytotoksycznosci oraz wlasciwosci przeciwbakteryjnych. Uzyskane wyniki

pozwolily na wytypowanie zwigzkéw o najwiekszym potencjale aplikacyjnym.
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Abstract

Organophosphorus compounds have been the subject of intensive research for
many years due to their versatile applications in organic synthesis and medicinal
chemistry. An important subgroup of these compounds is 1-amino-1,1-
bisphosphonates (ABPs). Their unique features, such as strong affinity for bone tissue
and multidirectional biological activity have attracted great interest aimed at
exploring their biological effects as well as developing efficient methods for their
synthesis. Structural modifications of ABPs, as well as the synthesis of their conjugates
with other biologically active molecules, also remain key areas of research, as these
approaches can significantly enhance the therapeutic potential of the parent

compounds.

The subject of this work focused on developing versatile synthetic strategies for
1-amino-1,1-bisphosphonate derivatives and their conjugates with biologically
relevant molecules. Characterization of the synthesized compounds enabled the

assessment of their therapeutic and diagnostic potential.

The study began with the synthesis of a wide range of structurally diverse
N-protected derivatives of 1-aminoalkylidene-1,1-bisphosphonates via a multi-step
procedure starting from ethyl imidoyl chlorides and proceeding through diethyl
1-ethoxyalkylphosphonates. This method was subsequently extended to obtain
phosphonyl-phosphinoyl and phosphonyl-phosphinyl derivatives, establishing one
of the few known universal sequential synthetic approaches for 1-amino-1,1-
bisphosphonates. Effective conditions for deprotection and hydrolysis of symmetrical
1-amino-1,1-bisphosphonate derivatives were also described, along with the
possibility of analogous transformations for phosphonyl-phosphinoyl ABPs

derivatives.

Further efforts focused on structural modification of a selected ABP derivative.
A simple and efficient method for coupling of tetraethyl 1-aminomethylidene-1,1-
bisphosphonate with compounds such as mycophenolic acid, indomethacin,
carboxyalkyltriphenylphosphonium bromides, and betulin derivatives was
developed, based on amide bond formation assisted by ultrasound. This approach
was successfully applied both for minor structural modifications of ABP and for

synthesizing conjugates with more complex biologically active molecules.

Furthermore, attempts were made to modify the structure of deferoxamine
using a selected ABP derivative to obtain a ligand suitable for use as a diagnostic

marker.
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The final stage of the study involved the evaluation of the biological activity of
selected 1-amino-1,1-bisphosphonate derivatives and their conjugates, including
cytotoxicity and antibacterial properties. The research findings enabled identification

of compounds with the most promising therapeutic applications.
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162 MHz/D>O+NaOD/6 (ppm) wzgledem sygnatu H3PO4
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Rys. 52. Widmo 'H NMR koniugatu 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu tetraetylu
z indometacyna 20; 400 MHz/CDCl;/6 (ppm) wzgledem sygnatu TMS
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Rys. 53. Widmo 'H NMR koniugatu 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu tetraetylu
z indometacyna 20; 100 MHz/CDCl3/6 (ppm) wzgledem sygnalu resztkowego CDCls
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Rys. 54. Widmo 3P NMR koniugatu 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu tetraetylu
z indometacyna 20; 162 MHz/CDCl3/6 (ppm) wzgledem sygnatu H3PO4
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Rys. 55. Widmo 'H NMR koniugatu 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu tetraetylu
z bromkiem  (4-karboksybutylo)trifenylofosfoniowym  23; 400 MHz/CDCls/8 (ppm)
wzgledem sygnatu TMS
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Rys. 56. Widmo 13C NMR koniugatu 1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu tetraetylu
z bromkiem  (4-karboksybutylo)trifenylofosfoniowym  23; 100 MHz/CDCl3/8 (ppm)
wzgledem sygnatu resztkowego CDCl;
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Rys. 57. Widmo 3P NMR koniugatu I1-aminometylideno-1,1-bisfosfonianu tetraetylu
zbromkiem  (4-karboksybutylo)trifenylofosfoniowym  23; 162 MHz/CDCl3/6 (ppm)
wzgledem sygnalu H;PO,4
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