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(57) Derivéty kyseliny methylendifosfonové obecného vzorce I, P CcH
ve kterém R1 znamen4 atom vodfku nebo p¥imou nebo roz-
vétvenou niZ8i alkylovou skupinu s 1 a¥ 4 uhlikovymi :
atomy, n je rovno 0, 1, 2 nebo 3 a R2 znamen4 nap¥iklad R 10 (C:I‘l2 )n 0R1

alkylovou skupinu p¥{padn¥ substituovanou hydroxy-sku-
pinou, fenylovou skupinu p¥padn® substituovanou ato-

i mem. halogenu, ni2¥f alkylovou skupinou,” niZ¥f S
' alkoxylavou = skupinou, skupinou NH2 nebo skupinou
i COOH, nebo 5- nebq 6-Elennou heterocyklickou skupinu

obsahujicf 1 nebo 2 heteroatomy zvolené z mnoziny za- Ry
hrnujicf atom dusiku a atom sfry, a soli kyselin obecného

vzorce . Jsou popséna rovnéZ 16¢iva, kters uvedené deriva-

ty obsahujf jako uZinnou l4tku. '

AT R A T s DX N RO U R T I TG 2 5 VL Y BN AT R L~ G S e AR s esnin




v

-

- ﬂﬁo':r Wit VSsTECKA
Bevanst 9ﬂ74ﬂﬁ4

TEBM SRAHA 5, Ching 28

obsahujici ‘ . ~ e,
r?z\r'“‘ :
S

13 2 — H
- -o. z [ S
73 | o -
< . 4 - i
Oblast techniky me> - 3 & =
<0 - — :
~<m o i
o3 B et :

Vyndlez se tyka novych derivdty kyseliny methylendi-
fosfonové, které ma terapeutické vlastnosti umoZiujici pousi-
ti téchto derivity pri lé&eni zdnétovych projeviy,

Podstata vyndlezy

Pfedmétem vyndlezu jsou derivéty kyseliny methylendi-

fosfonové obecného vzorce I

R,0O

. R1O ’ ' 2)1‘1 OR.'
S
R
ve kterém ‘
R, zZnamend .atom vodiku nebo pfimou nebo rozvétvenou niz-
$i alkylovou skupinu s 1 a3z 4 uhlikovymi atomy,
n - Je rovno: 0,. 1, 2 nebo 3 a
R " znamend ‘

= alkylovou skupinu pripadné substituovanou hydroxy-

skupinou nebo skupinou




R
3
R

: 4
atom vodiku nebo niZ&i alkylovou skupinu,

» kde Ry a R, kaidy nezdvisle znamend

- fenylovou skupinu pfipadné substituovanou atomem
halogenu, nizsi alkylovou skupinou, nizSi alkoxy- .
lovou ékﬁpinog,,skﬁpinou NH, nebo skupinou COOH,

- 5-nebo 6-¢lennou heterocyklickou skupinu obsahuji- .
ci dva heterocatomy zvolené z mnoZiny zahrnujici
atom dusiku a atom siry,
nebo

- 5-%lennou heterocyklickou skupinu kondenzovanou s

benzenovym jddrem obecného vzorce

<

ve kterém X znameni atom kysliku, atom dusiku nebo
atom siry a Rg znamend atom vodiku nebo atom halo-

Rg

genu, vyhodné atom chloru. .

vV p¥ipadé, Ze R, znamend atom vodiku, jsou kyseliny .
obecného vzorce I poskytovat soli s minerdlnimi nebo orga-
nickymi bdzemi. Tyto soli tvofi rovnés souddst vyndlezu.

Sloudeniny obecného vzorce I mohou byt pfipraveny
postupem, ktery je ilustrovdn ndsledujicim reakénim schematem.
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Jako vychozi produkt se pouZije niZ3i alkylester ky-
seliny methylendifosfonové obecného vzorce 1, z néhoZ se pfipra-
vi odpovidajici sodny derivdt pisobenim sodik-zavddéjiciho Ci-
nidla, jakym je hydrid sodny, ve vhodném rozpoustédle, jakym
je benzenovy uhlovodik, vyhodné toluen, nebo dimethylform-
amid.

Uvedend reakce se provddi p¥i teploté 0 aZz 50 °c, s vy-
hodou p#i okolni teploté (20 °c).

Potom se provede substituce neizolovaného ziskaného
sodného derivdtu skupinou -(CH,) -S-R,.

vV pripadé, %Ze n je rovno 0, potom se na uvedeny sodny
derivdt pisobi disulfidem obecného vzorce R,S-S-R, V rozpous=-

tddle, které bylo pouZito pro pfipravu sodného derivdtu. Pouzitad
teplota a doba trvdni reakce se méni v zdvislosti na pouzitych
reakénich slozkdch. Reak&ni teplota se pohybuje v teplotnim
rozmezi od 20 °C a teplotou varu pouzitého rozpousStédla, zatim-
co doba trvidni reakce se pohybuje od nékolika hodin do néko-
lika dnu. '

vV pfipadé, e n je jiné neZ 0, potom se na uvedeny
sodny derividt pisob{ halogenovanou sloudeninou obecného vzor-
‘ce Hal(CHz)an-Rz pfi teploté z teplotniho rozmezi od okolni
teploty do teploty varu pouZitého rozpouftédla pod zpétnym
chladicem.

Koneéné v pripadé, kdy n = 3, spoliva alternativni
varianta vySe uvedeného zpisobu v tom, %e se vySe uvedeny
ester kyseliny difosfonové substituuje allylhalogenidem, na-
CeZ se na takto ziskany allyldifosfondt pusobi thiolem obec-
ného vzorce R, SH. V pfipadé, Ze pouzity thiol R,SH je tékavy,
potom miZe byt uvéden v reakci v autokldvu pfi teploté 80
az 150 °c. |

Ve viech uvedenych pfipadech, jestliZe skupina
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-(CHz)n-S-RZ, kterd se zavddi do difosfonové struxtury, obsa-
huje reakce schopné substituenty, potom musi byt tyto substi-
tuenty predbé&zné blokovény ochrannymi skupinami, které mohou
byt potom snadno odstrénény. \

Tak skupiny OH mohou byt napfiklad blokovdny vytvofenim
dihydropyranového etheru, zatimco karboxylové zbytky mohou
byt blokované ve formé sodné soli. : ’

Ze sloucenin obecného vzorce I, ve kterém R1 znamena
alkylovou skupinu, mohou byt zmydelnénim ziskdny sloudeniny
obecného vzorce I, ve kterém R, znamend atom vodiku.

Uvedeny ester se zahfivid se zfedénou kyselinou chloro-
vodikovou k varu pod zpétn?m chladicem po dobu pohybujici se
pro kaZdy dany pfipad od ndkolika hodin do 24 hodin. Po izola-
ci odparenim miZe byt takto ziskand kyselina prevedena zni-
mym zpisobem na nékterou z jejich soli. Pracuje se v teplém
rozpouStédle tak, aby sul pPo ochlazeni vykrystalizovala.

V ndsledujici &dsti popisu bude vyndlez blile objasnén
pokoci pfikladd jeho provedeni, pfidem? tyto pfiklady maji
pouze ilustrativni charakter a nikterak neomezuji rozsah vy-
-nélezufzkteri je jednoznaéné vymezen 'formulac{ patentovych
ndrokd. o

Pfiklady provedeni vynélezu

Pfiklad 1

Tetramethylbepzoxazolyl-2—thiom¢thYlendifosfonét

(SR 41625) ‘
Obecny vzérec I: R, = CHy,
n=290,




 Ke smdsi 24 g tetramethylmethylendifosfondtu a 50 ml
dimethylformamidu se pfidd pod atmosférou dusiku pfi teploté
15 °C 2,5 g hydridu sodného. Tato reakéni smés se potom micha
po dobu jedné hodiny pfi teplété 15 °C, nade: se pfi teploté
20 %c pfidd 44 g dibenzoxazolyl-2-disulfidu. V michdni smési
se potom pokraduje pfi teploté 25 °c po dobu 68 hodln, nacez
se dimethylformamid odpari za vakua pfi teploté 20 °c. Zbytek
rozpu$§tény v methylenchloridu se chromatografuje na sloupci
500 g silikagelu.

Eluci methylenchloridem se odstrani vychozi produkty,
které béhem reakce nezreagovaly a ndslednou eluci smé&si methylen-
chloridu a ethanolu v objemovém poméru 96:4 se ziskd jesté
nedisty poZadovany prddukt.

za Glelem vy&isténi uvedeného produktu se provede dal-
i chromatografické &iSténi na sloupci 160 g silikagelu. V tomto
-pfipade se jako eludni soustava pouiije smés methylenchloridu
a ethanolu v objemovém poméru 97: 3, nale?z se po ochlazeni pfi-
slusné frakce eludtu na teplotu 0 Oc ziskd pozadovany &isty
krystalicky produkt.

’

Teplota tdni: 76-78 °c.

JestliZe se postupuje stejnym zplsobem, pfilemZ se
viak pouzije tetraisopropylester kyseliny methylendifosfonové
a obméfuje se pouZity disulfid, potom se ziskaji estery,
které jsou uvedeny Vv ndsledujici tabulce 1.

TN
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Tabulka 1

H3C CH3

CH—-0 o] 0 O0—CEK
/
3¢ N| 4 cHy
- P CH P
CH—-0 ’(CH2) O0—CH
n \
H3C | CH3
S
Ry
Cislo n R, Pracovni podmin- Fyzikdlni
kodu ky(teplota a do- charakte-
ba zahfivédni) ristiky
SR- COCH
41265 0 90 °c, 5 hodin 140 °c
' (acetonitril)

SR~
41452 0 1 25 °C, 6 hodin  luty olej,

chromatogra-
fie na tenké
vrstvé silika-
gelu:ethylace-
tdt/ethanol 8:2
obj.. Rf=0,7




Priklad 2

Tetraisopropyl-4-fenylthiobutylen-1,1-difosfondt

(SR 41341)
CH3
Obecny vzorec I: R, = -Qg\\\ ¢
CH3
n =3,
R2=

Sodny derivat tetraisopropylmethylendifosfondtu (34,4 g)
se pfipravi stejné jako v pfikladu 1. K tomuto sodnému deri-

vétu se pfidd 28,7 g 1-brom-3-fenylthiopropanu a smés se za-
h¥ivd na teplozu 100 O¢ po dobu jedné hodiny.

Rozpoustddlo se odpa¥i za vakua k suchu a zbytek se
vyjme 500 ml vody a extrahuje methylenchloridem. Organicka
fize se odddli, vysudi nad siranem sodnym a zbavi rozpoustéd-
la za vakua. Zbytek se potom zahfeje za hlubokého vaku na te-
plotu 130 Oc za tdelem odstranéni tékavych produktld a potom
se chromatografuje na sloupci silikagelu, pficemZ se jako
eludni soustava pouZije smés chloroformu a methanolu v obje-
movém poméru 99:1.

Timto zpisobem se ziskd 23 g oleje, ktery se opétovné
pfedisti chromatografii na silikagelu za pouziti stejné elué-
ni soustavy. P¥i chromatografii ziskaného produktu na tenké

vrstvé silikagelu a za pouZiti eludni soustavy tvofené smési
2-butanonu a vody v objemovém poméru 95:5 se ziskd jedind
skvrna majici Rf = 0,57.

P¥iklad 3

Tetraisopropyl-n—oktylthiomethylendifosfonét




(SR 41454)
’ . ’//,CH3
Obecny Vzorec 1. R1 = ~CH ’
\\\\CH3
n =y,
R2 = -(CH2)7-CH

Postupuje se Stejné jako v Priklady 1, pfidems ge jako
- ¥ozpoustédlo pouiije smés bezvodého tolueny 3 dimethylform-

Silikagely 3 2a pouZiti eluéni Soustavy, tvofend smés{ ethyl-
_ acetétuva ethanoly v objemovén poméru g.2 m& hodnoty Rf rov-
nou 0,57,

Pfiklad 4

Triterc.butylaminové sdl kyseliny methylthiomethylendifosfo-
nové

(SR 41036) ,
Obecny VzZorec 1. R1 = H,
n =g,

. Ke smési g,g g tetraisopropylmethylendifosfonétu a
25 m1 tolueny ge pfidd p#ji teploté ¢ ©¢ 0,65 g hydrigy sodné-




_10-

ho, nade? se takto ziskand smés michd po dobu jedné hodiny
pEi teploté 15 Oc. P¥idd se 25 ml dimethyldisulfidu a smés

se zah?ivd na teplotu 60 °C po dobu 24 hodin. Smés se potom
zahusti k suchu za vakua a zbytek se vyjme 250 ml isopropyl-
etheru. Nerozpustny podil se odfiltruje a zahusti k suchu.
Zbytek se chromatografuje na sloupci aluminy (150 g). Sloupec
. se nejdfive»eluuje isopropyletherem za ucelem odstranéni ne-
gistot a potom methylenchloridem, pfidemZ se z pozadované
frakce eludtu ziskd poZadovany produkt.-- | o

3 g vySe uvedenym zpﬁsobem ziskaného esteru s 12 ml
6N vodného roztoku kyseliny chlorovodikové se zahfivaji k varu
pod zp&tnym chladiéem po dobu 5 hodin. Ziskany roztok se tri-
krit promyje 30 ml pentanu, nadeZ se vodnd fdze odbarvi aktiv-
nim uhlim a zahusti za vakua k suchu.

Takto ziskand surovd kyselina se potom pfevede na sil
p¥iddnim 2,4 g terc.butylaminu ve 200 ml vrouciho absolutniho
ethanolu. Po ochlazeni se ziskd tri-terc.butylaminovd sil ve
formé& bezbarvého pevného produktu.

Teplota tdni: 212 °c.

Stejnym zplsobem, avSak obmé&fhovanim pouzitého disulfi-
"du se pFipravi kyseliny obecného vzorce I, které jsou uvede-
né v ndsledujici tabulce 2. '




Tabulka 2

-""—

HO OH
N . E,/’
P—————-?h-————-P
el (CH.,) \\\OH
! 2 n .
R,
Cislo n R, Pracovni podminky Izolovany
kddu —  produkt
Substitudni Hydrolyza ’
teplota kone.HC1
a doba 2 doba
SR g’/’CHB .
41100 0 -C 110 ~¢ 6N HCl diterc.py-
\\\\CH3 24 hodin 5 pegip tylaminovs
sil,t.t,
252 %
SR
41179 . 20 °¢ 6N HC1 hydrochlorigq,
o 16 hodin t.t. vyssy
neZ 280 %¢
SR NZ
41264 0 20 °¢ 6N HCl hydrochlorig
| //l§§ 3 hodiny 8 hodin t.t. vy§sy
N ne# 300 %
SR 0 (cny),nm 20 ¢ 8N HCl hydrochlorig,
41266 2 hodiny 18 hodin t.t. :285-29¢ O
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Tabulka 2 (pokracovéani)

SR ‘FH

41344 0 (CHy) N 20 °¢ 8w HC1 hydrochlorid
| Hy 20 hodin 18 hodin t.t.:176 °C
SR
41482 0 110 °c 6% HCl triterc.bu-
| 48 hodin 6 hodin tylaminovad
stl,t.t.:24 °C
(s 1/2H20)

P¥iklad 5

Diterc.butylaminovd sil kyseliny (4-chlorfenyl)thiomethylen-

difosfonové

(SR 41319)

Obecny vzorec I: R, = H, .
n=20,
Rz = | Cl

Postupuje se stejné jako v pfikladu 4, pfilemZ se v
roli rozpoudté&dla toluen nahradi dimethylformamidem.

Za Udelem provedeni substituce se p¥isluSny produkt
zah¥ivd s disulfidem na teplotu 25 °c po dobu 6 hodin. VySe
uvedenym zpisobem se izoluje ester (viz p¥iklad 4), ktery se
potom zmydelni pisobenim 12N kyseliny chlorovodikové po dobu

18 hodin. Kyselina se pbtom prevede na diterc.butylaminovou
sil zpisobem, ktery je rovnéZ uveden v pfikladu 4.

JestliZe se obméfiuje pouZity disulfid, potom se stejnym
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zplsobem ziskaji slouCeniny obecného vzorce I podle vyndlezu,
které jsou uvedeny v ndsledujici tabulce 3.

. Tabulka 3
"HO 0 0 OH
! cH 8
i 1
el (CH.) Non
| 2°n
i
Ry
Cislo n R Pracovni podminky Izolovany
2
Substitud- Hydrolyza produkt
ni teplota konc.HC1 -~
a reak®ni a reakéni
doba doba
SR
41263 0 1 20 °¢ 6N HC1 volnd kyse-
: V’J\ 24 hodin 12 hodin na,t.t,vy§si
B : oo .
H nez 300 °c
SR
41388 0 | 20 ¢ 10N HC1 volnd kyse-
2 4 hodiny 12 hodin lina,t.t.=
272 °c(za rozkl.)
(krystalizuje
S 1 molekulou
vody)
SR
41480 0 Y 20 °c 6N HC1 volnd kyse-
I N/”\16 hodin 16 hodin 1lina, t.t. vys-~

H | $1 nez 260 °c
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Tabulka 3 (pokralovéni)

SR
41552 0 CHy=(CHy)g- 20 °¢c 12N HCl terc.butylami- -
18 hodin 20 hodin novd sul,
t.t.: 218 °¢

Priklad 6

Terc.butylaminovd sil kyseliny 3-methylthiopropyliden-1,1-di-

fosfonové
(SR 41273)
Obecny vzorec I: R, = H,
’ n=2,
R2= CH3

Postupuje se stejnd jako pf¥ikladu 4, pficdemZ se disul-
fid nahradi 1-brom-2-methylthioethanem. Po 20 hodinovém zahfi-
vdni na teplotu 30 ©c se izoluje ester, ktery se potom hydroly-
zuje postupem. podle pfikladu 4 zahfivdnim s 8N kyselinou chlo-.
rovodikovou na teplotu varu pod zpétnym chladi&em po dobu 7
hodin. Nakonec se kyselina pfevede na sil pisobenim terc.bu-
tylaminu.

Teplota tdni: 212-214 °c.

P¥iklad 7

Diterc.butylaminovd sl kyseliny 4-fenylthiobutyliden-1,1-

difosfonové

+(SR 41342

Obecny vzorec I: R, = H,
n =3,
R2 =

T N N
S CRRTARRE J.‘iibziﬂ‘&g-w; u{im.m..q. TRPeA
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Roztok 5 g esteru SR 41341 (ptiklad 1) v 18 ml 6N ky-
seliny chlorovodikové se zahrivd k varu

pod zpétnym chladidem

po dobu 7 hodin. Roztok se potom odpa¥i k suchu a zbytek se

vyjme 25 ml vody. Smé&s se odstredi,

krystalizuje z acetonitrilu,
terc.butylaminu. -
Teplota tadni: 223 ©c.

JestliZe se obméAuje vychozi ester,

srazenina se vysuSi a re-
nateZ se pfevede na sial pUsobenim

potom se stejnym

zplsobem ziskaji produkty, které jsou uvedeny v ndsledujici

tabulce 4.

Tabulka 4

HO. o} 0 OH
\B CH g~
yd Ny N
HO (? 205 OH
R
Cislce n R, Hydrolyza Izolovany
- konc.HC1 produkt
a reakéni
doba -
SR
41421 0 ~(CH,) ,CH, 12N HC1 volnd kyseli-
16 hodin na,t.t.:155-
160 °c
SR
41456 0 Hy 12N HC1 dibutylaminovi

16 H

sal,t.t.:255~-
260 °c(za rozki.)
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Tabulka 4 (pokracovdni)

SR
41272 0 6N HC1 triterc.butylami-
8 hodin novd sul, t.t.:
198-202 °c

Cco0oH

Priklad 8

Monoamonnd sl kyseliny hexadecylthiomethylendifosfonové
(SR 41453)
Obecny vzorec I: R, = H,

n=20,

R2 = (CH2)15CH3.

postupuje se stejné jako v pfikladu 4, pfifemZ se viak
jako rozpousté&dlo pouZije smés toluenu a dimethylformamidu v
objemovém poméru 40:2. Po 20 hodinovém zahfivdni na teplotu
100 °C se ziskd odpovidajici ester, ktery se hydrolyzuje za-
hfivdnim na teplotu varu pod zpdtnym chladidem s 12N kyseli-
nou chlo:oVodikovoﬁ,fSurové kyselina se potom rozpusti v amo-
niaku“zé‘vzniku‘mohoamonné soli.
Teplota tdni: 103-110 °c.

Jestli’e se obmé&fiuje pouZity disulfid, potom se stejnym
zplisobem ziskd kyselina decylthiomethylendifosfonovd, izolo-
vand ve formé& dibutylaminové soli (SR 41457).

Teplota tdni: 170-175 °c.

pEiklad 9

Diterc.butylaminovd sil kyseliny (2-hydroxyethylthio)methylen-
difosfonové
(SR 41318)

R A T R R
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Obecny vzorec I: R, = H,
n=290,
R2= HO-CHZCHz-

a) Smés 35 g di(2-hydroxyethyl)disulfidu, 80 ml 3,4-di-
hydro-2H-pyranu a 0,1 g kyseliny paratoluensulfonové se za-
h¥ivd na teplotu 70 QC po dobu jedné minuty. Reakéni smis
se potom ochladi na teplotu 40 °C a michd se po dobu 10 mi-
nut. Smés se potom nalije do 200 ml vody a extrahuje etherem.
Etherovy roztok se vysu$i a odpafi k suchu, pfidem? se ziskd
71 g disulfidu, jehoZ dvé alkoholové funkce jsou blokoviny
ve formé 3,4-dihydro-2H-pyranyletheru.

b) Potom se provede kondenzace vySe uvedeného disulfi-
du s tetraisopropylmethylendifosfondtem postupem popsanym v
prikladu 5, pfiCemZ se smés zahfivd na teplotu 20 °C po dobu
t¥i hodin.

c) Produkt ziskany v pfedchdzejicim stupni (18 g) se
rozpusti ve 150 ml methanolu a k ziskanému roztoku se pridaji
2 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové. Smés se potom za-
h¥ivd k varu pod zpétnym chladiem po dobu jedné hodiny, na-
CeZ se odezZene methanol a zbytek se nalije do 200 ml vody.
Smés se’ dvakrat extrahuje methylenchlorldem, extrakt se vysu51
a zahusti k suchu. Timto zpisobem se ziskd 13 g esteru prosté-
ho ochrann?ch skupin.

d) Uvedeny ester se 2mydelni postupem uvedenym v p¥i-
kladu 4, pfiCemZ se zah¥ivd k varu pod zpétnym chladilem s
6N kyselinou chlorovodikovou po dobu 16 hodin.

Takto ziskand kyselina se pfevede terc.butylaminem
v ethamolu na diterc.butylaminovou sil SR 41318.
Teplota tdni: 168 °c. |
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P¥iklad 10

Dvojsodnd sl kyseliny methylthiomethylendifosfonové
(SR 41553)
Obecny vzorec I: R, = H,

n=20,

R,= CH

2 3

5 g kyseliny methylthiomethylendifosfonové (pfiklad
4) se rozpusti v 50 ml destilované vody obsahujici 1,8 g 1,8 g
rozpusté&ného hydroxidu sodného. Roztok se potom zfiltruje, na-
8eZ se pfidd methanol (200 ml) a roztok se nechd vykrystalizo-
vat. Pevny podil se odstfedi a promyje methanolem, nacCeZ se
vysusSi pf¥i teploté 80 Oc za vakua. Timto zpisobem se ziskd
uvedend dvojsodnd sil krystalizujici s 1/2 molekuly vody.
Teplota tdni: vy38i neZ 270 °c.

Priklad 11

Triterc.butylaminovd sil kyseliny benzothiazolyl-2~thiome-
thylendifosfonové
(SR 41481)

Obecny vzorec I:

n =0, N
S
a) Di(benzothiazolyl-2)disulfid

, K roztoku 30 g 2-merkaptobenzothiazolu a 1,6 g hydro-
xidu sodného v 800 ml ethanolu (absolutniho) se po kapkédch
pfidd roztok 20 g jodu a 115 g jodidu draselného ve 400 ml
vody. . Po ukdnéepi gdhotd pfidavku se smés michd pri okolni
teplot& po dobu 30 minut, nade? se odstfedi sraZenina, kte-

rd se promyje ethanolem a potom etherem. Po vysuSeni se ziskd
28 g disulfidu.
Teplota tdni: 174 °c.

- copae
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b) vyse uvedeny disulfid se potom kondenzuje s tetra-
methylmethylendifosfonétem Postupem podle pfikladu 5 (zanhfi-
védni na teplotu 20 °¢ po dobu 2 hodin),

¢) K roztoku §,5 g vySe uvedenym zplisobem ziskaného
tetramethylestery v 80 ml tetrachlormethanu Se pod atmosfé-~

Za pouzZiti di(thienyl-Z)disulfidu Se stejnym zpusobem
nakonec ziskg kyselina thienyl-z-thiomethylendifosfonové, izo=~
lovand ve forms triterc.butylaminové soli krystalizujici se
2 molekulami vody (SR 41549),
Teplota tdni: 210 ©c. ‘ o

Pfiklad 12

Terc.butylaﬁonné sil kyseliny 4-(methylthio)butyliden-1,T-di-

fosfonové

(SR 41177)

Obecny vzorec I: R.l = H,
n=3,
R2= CH3

a) Tetféisopfépyl-B-butenylidien-1,1-difosfonét

Ke,Smééi~6,8 g’tetraisopropylmethylendifosfonétu a 20
ml toluenu ‘se pfidé'v'prﬁbéhu 5 minut pfi teplotd 10 °c 0,3 g
hydridu sodného. Smé&s se potom michi PO dobu jedné hodiny
Pri teplotd 15 OC, nace? se ke smési p¥ids 15,5 ml allylbromj-
du a smés seimiché Prfi teplotd& 20 9¢ pPo dobu 20 hodin.
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Reak&ni smés se potom vyjme 100 ml isopropyletheru a
50 ml1 vody. Organickd fdze se dekantuje, t¥ikrédt promyje 50 ml
vody, vysuSi a odpafi k suchu. Ziskd se olejovity produkt
(4,5 g), ktery se destiluje za vakua.
Teplota varu (2,66 Pa): 108-110 °c.

b) Tetraisopropyl-4(methylthio)butyliden-1,1-difosfonét

Smés 4,5 g produktu ziskaného vyse dvedén?m zpisobem, 50
ml methylmerkaptanu a 0,1 g benzoylperoxidu se zahfivd na te-
plotu 130 °Cc po dobu 20 hodin. Po ukonéeni reakce se reakéni
smés destiluje za hlubokého vakua, pfiéemz se jimad frakce,
kterd destiluje mezi 120 a 130 °c (2,66 mPa) (3,6 g).

¢) Smds 3,6 g esteru ziskaného vySe uvedenym zpuisobem
a 14 ml 8N kyseliny chlorovodikové se zahfivd k varu pod zpét-
nym chladiéem po dobu 14 hodin. Reakéni smds se potom odpafi
k suchu za vakua a zbytek se vyjme ve 30 ml vody a 30 ml ethe-
ru. Vodnd fdze se odddli, prelisti se aktivnim uhlim a znovu
se odpa¥i k suchu. Zbytek se vyjme ve 20 ml ethanolu, nacez
se pfidd 2,5 ml terc.butylaminu. Po pfiddni 20 ml etheru se
ziskd 1,4 g pozadované scli.

’

~ Teplota téni: 190.°C,

Slou&eniny podle vyndlezu se s vyhodou pouzivaji jako
protizdndtovd a protirevmatickd 1é&iva, pficemZ jejich farma-
kologické vlastnosti byly stanoveny ndsledujicim zpisobem.

Test in vitro

Tento tést in vitro je zaloZen na skutednosti spoli-
vajici v tom, Ee_kultivované chondrocyty vyluéuji po stimu-
laq@»faktorém;nézivan?m "faktor stimulujici chondrocyty"
(chondrocyte stimulating factor) a syntetizdvahﬁnperitgneé;—
nimi makrofdgy, neutrdlni proteindzy.

Uplatnéni tohoto typu stimulace pfi revmatickych one-
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mocnénich bylo jednoznadné prokdzdno v &etnych publikacich.
Princip testu tedy spodivd ve srovndni sekrece neutrdlnich
proteindz stimulovanymi chondrocyty ofetfenymi testovanymi
produkty a sekrece takto neoéétfenfch stimﬁlovanych chondro-
cytd.

PEi tomto testu bylapouZita ndsledujic{ metodika.

Pf¥iorava chondrocyti

Chondrocyty pouZité bfi tomto testu se izoluji z nosni
pfepdiky telete enzymatickou digesci a takto ziskané chondro-
cyty se kultivuji v kultivadnim prostfedi DMEM s 10% obsahem
teleciho séra v mnoZstvi 5 x 1013 bunék na 10 cm Petriho mis-
ku. Kultivadni prostfedi se obnovuje kaZdych 48 hodin.

Po tydenni kultivaci se buriky subkultivuji plisobenim
trypsin-EDTA. Bunky se potom kultivuii v kultivaénim prostfedi
DMEM s 10% obsahem fetdlniho teleciho séra v mno3stvi 2 x10°
bunék na 16 mm jamku. Sliti'se'prdvede pPo 3 dnech kultivace.

Pfiprava kondicionovaného prostredi s peritonedlnimi makro-

’

Peritonedlni makrofdgy krdlika se ziskaji postupen,
ktery je popsédn Deshmukh-Phadke-m a kol. v Biochemical Bio-
physical Research Communication, 85, 490-6 (1978). Po kul-
tivaci se prostfedf obsahujici "faktor stimulujici chondrocy-
ty" rekuperuje, zfiltruje ptres Millipore 0,22/um a zmrazi
pFi teploté -20 °c.

Stimulace chondrocytl

PouZije se protokol, ktery je popsdn Phadke-m a kol.
v Biochemical Pharmacology, 28, 3671-3 (1979).

Testované produkty se zavedou do kultivaéniho prostfe-
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P - - . - P - P . -4
di souCasné s aktivacnim prostfedim v koncentraci 5 x 10 "M.

Stanoveni neutrdlnich proteindz

A P¥i tomto stanoveni se pouZije metodika, kterd je po-
pséna Vaes-em a kol. v Biochemical Journal, 172, 261 (1978).

Vysledky ziskané pro rizné produkty jsou shrnuty v né-
sledujici tabulce 5. Tyto vysledky jsou vyjdd¥ené jako procen-
tickd inhibice sekrece neutrdlnich proteindz stimulovanymi
chondrocyty oSetfenymi testovanymi produkty, vztaZend na sekre-
ci neutrdlnich proteindz stimulovanymi chondrocyty, které ne-
byly oSetfeny testovanymi produkty.

Tabulka 5

Cislo kodu produktu Inhibice sekrece neutrdlnich
proteindz stimulovanymi chon-
drocyty (%)

SR 41036 72 + 8

SR 41100 : 20 + 1

SR 41421 | 97 + 2

SR 41457 95 + 3

SR 41453 40 + 2

SR 41266 68 + 8

SR 41344 | 31 + 6

SR 41482 | ' : 83+ 6

SR 41456 = 98 + 2

SR 41319 85 + 1

SR 41179 75 & 7

P ST
T R et
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Tabulka 5 (pokra&ovani)
SR 41264 50 + 10
SR 41263 90 + 1
SR 47480 . 56 + 9
SR 41481 ‘ 74 + 9
SR 41177 .. 69 + 4 -
SR 41342 99 #1
SR 41388 90 + 1

Test in vivo

Indukovand artritida o

Injekce mikroorganismu Mycobakterium aplikovang kryse

- vyvold u pokusneho zvifete po;yartrifidu, kterd v nekterych
——
aspektem prlpomlna 1i2 skou revmat01dn1 artritidu. \\\\\\\J

Metodika

Krysim samed&ktm Sprague-Dawlwy s primé&rnou télesnou
hmotnosti 150 g se nitrokozZné injikuje do ocasu suspense Myco-

bacterium tuberculosis (0,4 mg v 0,05 m1 parafinového oleje).
Po 15 dnec¢h se vyt#idi pokusnd zvifata, u kterych jsou sympto-
my . artrltldy nejmarkantne351. Tato pokusnd zv1ratavse potom
rozddli do skupin Po 5 jedincich, nacez se kazdé skupind nitro-
koZnd poddva ddvka testovaného produktu 10 mg/kg po dobu 6 '
dnd v tydnu. Kontroln{ skupiné pokusnych zviFat se poddvd pou-

ze rozpoustedlo.
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Po tFfech tydnech se pokusnd zvifata utrati, naleZ se
jim oddéli pravd zadni tlapka v drovni v drobni tibiotarsidl-
niho kloubu a tato tlapka se zvdZi. Pro kazdou testovanou
skupinu se stanovi stfedni standardni odchylka zjisténych

hmotnosti.

G&innost kaZdého testovaného produktu je vyjddfena jako
procentickd zména stfedni hmotnosti tlapek oSetfenych artritic-
kych krys vzhledem ke stfedni hmotnosti tlapek kontrolnich.

artritickych krys. Ziskané vyslédky jsou uvedeny v ndsleduji-

ci tabulce 6.

Tabulka 6

Cislo kodu produktu Indukovand artritida
(hmotnost tlapky)
Procentickd inhibice (%)

SR 41036 23

SR 41100 | ) 37 ]

SR 41421 : | 55

SR 41454 33

SR 41453 58

SR 41266 29

SR 41344 : : 35

SR 41388 42

SR 41319 29

SR 41452 -~ 15

SR 41272 25

SR 41179 25

SR 41 264 43
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Tabulka ¢ (pokraéovéni)

SR 41263 19
SR 41273 39

artritidy.

SIOuéeniny mohou mit libovolnoy vhodnou galenickou
formu PouZitelnoy Pro perordiny, endorektdlni a Parenterdini
podani, Zejména se miZe jednat © Zelatinové tobolky nebo ta-

do 5 g, pPridem: tato denni d4vka bude rozdélena na nékolik

CM 41421 200 mg

Aerosil 1 mg
Steardt hofe&naty 3 mg
Skrob STA Ry 1500 . 96 mg

300 mg,
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PATENTOVE. NAROKY
1. Derivdty-kyseliny methylendifosfonové obecného vzorce I
0 : o -
R1O.\ ‘ /OR1
CH P ’ (I)

a \

0 (CHZ)n OR

ve kterém

R, znamend atom vodiku nebo p¥imou nebo rozvétvenou niZ-

g{ alkylovou skupinu s 1 a%Z 4 uhlikovymi atomy,
n je rovno 0, 1, 2 nebo 3 a A
Ry znamend

- "’alkylovou skupinu p¥ipadné substituovanou hydroxy-
skupinou nebo skupinou

-N
\R4

ve které Ry 2 R, kaZdy nezdvisle znamend atom vodi-

« v o,

ku nebo nizs$i alkylovou skupinu,

- fenylovou skupinu pfipadné& substituovanou atomem

halogenu, niz3i alkylovou skupinou, niZSi alkoxylo-
vou skupinou, skupinou NH2 nebo skupinou COOH,

- 5- nebo 6-&lennou heterocyklickou skupinu obsahujici
1 nebo 2 heteroatomy zvolené z mnoZiny zahrnujici

atom dusiku a atom siry,




-.27_

- 5-Clennou heterocyklickou skupinu kondenzovanou s

benzenovym jddrem obecného vzorce

X . 5

\N/

kde X miZe znamenat atom kysliku, atom dusiku nebo
atom siry a R5 znamend atom halogenu, vyhodné atom
chloru,

za pfedpokladu, Ze kdyZ n = 0 a R, -znamend atom vodiku nebo
alkylovou skupinu, potom R, nemize znamenat pripadnd substi-
tuovanou fenylovou nebo pyridylovou skupinu,

a soli kyselin obecného vzorce I.

2. Kyselina (4-chlorfenyl)thiomethylendifosfonovd a jeji
farmaceticky pfijatelné soli.

» 3. LéCivo s protizdndtovym uUlinkem, vy zna & e n &
t i m, Ze obsahuje derivdt kyseliny methylendifosfonové

obecného vzorce I~

o . o
R1o\ ’/OR1
P CH : p\ (1)
R,0 (CH,) OR,
S
R,

ve kterém

R znamend atom vodiku nebo p¥imou nebo rozvdtvenou nis-

1

Y AN AT T A AR v a et s vt



§{ alkylovou skupinu s 1 aZ 4 uhlikovymi atomy,
je rovno 0, 1, 2 nebo 3 a

n

R, . znamend

- alkylovou skupinu pfipadné substituovanou hydroxy-=
skupinou nebo skupinou
N7 -
R4-
ve které Ry a R, xazdy nezdvisle znamend atom vodi-

ku nebo niZ$i alkylovou skupinu,

- fenylovou skupinu p¥ipadné substituovanou atomem
halogenu, ni%8i alkylovou skupinou, niZ8i alkoxylo-
vou skupinou, skupinou NH, nebo skupinou COOH,

- 5- nebo 6-&lennou heterocyklickou skupinu obsahujici
1 nebo 2 heteroatomy zvolené z mnoZiny zahrnujici
atom dusiku a atom siry,

- 5-glennou heterocyklickou skupinu kondenzovanou s
benzenovym jddrem obecného vzorce

x\ Re

\,

kde X miZe znamenat atom kysliku, atom dusiku nebo

atom siry a Rs'znamené atom halogenu, vyhodné atom
chloru,

a soli kyselin obecného vzorce I°.

4. Lé&ivo podle ndroku 6, vy znacené t
obsahuje 10 aZ 500 mg produktu obecného vzorce 1°.
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Zastupuije:




e

- 30 -
zorsc pro anotaci (1)
O 0
R,0 H OR,
i \ / i
P CH P
R1O (CHZ)n uR1
S
R

b1y - a1

a—

Tdd

AA3rao Y
AZ3ITYNAA ONd

avyn

b
s pretien AR
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