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Bisfosfoniany (BP) to uniwersalna klasa zwigzkéw o trwatych,
nieulegajacych hydrolizie wigzaniach P-C-P. Ich wspdlng cecha jest
silne powinowactwo do jonéw metali, zwtaszcza do Mg?* i Ca?*.
Pierwsze zwiazki tej klasy opracowane w XIX w. zsyntezowano
jako substancje przeznaczone do celéw niebiologicznych. Pierw-
sze zastosowania bisfosfonianow obejmowaty gtéwnie srodki an-
tykorozyjne i srodki kompleksujace w przemysle wtokienniczym,
nawozdw i naftowym [1]. Jako leki o gtebokim wptywie na metabo-
lizm wapnia, bisfosfoniany pojawity sie¢ w latach 70. ub.w. Pierwsze
kliniczne zastosowania tych lekdw (klodronian i etidronian) obej-
mowaly inhibicje kalcyfikacji, co byto efektem poszukiwania trwa-
tych analogéw pirofosforanu, ktéry jest naturalnym regulatorem
mineralizacji kosci [2]. Po tym sukcesie opracowano i pomysinie
wprowadzono na rynek, jako klinicznie wartosciowe leki, zwiazki
skuteczniejsze — z atomem azotu w faricuchach bocznych, najpierw
z szeregu aminoalkilowego, pamidronian, alendronian, ibandronian
i wreszcie rizedronian i zoledronian. W 201 | r. opublikowano spe-
cjalny numer czasopisma BONE z serig artykutéw przegladowych,
podsumowujacych podstawowe naukowe i kliniczne aspekty dzia-
tania bisfosfoniandw, napisanych przez znanych naukowcéw, ktérzy
przyczynili si¢ do zrozumienia wyjatkowych wtasciwosci bisfosfo-
nianéw i sposobu ich funkcjonowania [3].

Obecnie bisfosfoniany zawierajace azot (NBP) sa najczesciej
stosowanym lekiem w terapii zaburzern metabolizmu wapnia. Po-
wszechnie przyjmuje si¢, ze NBP hamuja resorpcje kosci poprzez
selektywne wychwytywanie i adsorpcje na powierzchniach mine-
ralnych kosci, gdzie zakidcaja czynnos¢ resorpcyjng osteoklastow.
W komoérkach dziataja poprzez zaktécanie szlaku biosyntezy me-
walonianu i hamowanie — w réznym stopniu — dziatania enzyméw
metabolizujacych lipidy izoprenoidowe zawierajace pirofosforan.
Gtéwnym celem enzymatycznym NBP jest zalezna od magnezu syn-
taza pirofosforanu farnezylu (FPPS) [2, 4 15]. Kilka struktur kom-
plekséw FPPS-bisfosfonian ustalonych rentgenoskopowo dowodzi,
ze dla czynnosci farmakologicznej leku konieczna jest obecno$é¢ obu
grup fosfonianowych. Ponadto wiazanie wodorowe, utworzone
miedzy atomem azotu a specyficzng reszta w centrum aktywnym
FPPS, oraz oddziatywania hydrofobowe, przyczyniaja sie do ogolne-
go powinowactwa wigzania wykazywanego przez najskuteczniejsze
NBP. Pomimo ogromnego postepu w poznawaniu molekularnych
podstaw dziafania bisfosfonianéw, nadal nie jest dostatecznie ja-
sne, dlaczego niewielkie zmiany w ich budowie moga powodowa¢é
znaczne zmiany w ich charakterystyce fizykochemicznej, biologicz-
nej i toksykologiczne;j.

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan Autoréw nad
kompleksowaniem nagnezu(ll) i wapnia(ll) trzema aminofosfoniana-
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mi réznigcymi sie charakterem (aminocykloheksyl lub pierscien hete-
rocykliczny) i wielko$cia (pierscien 6-, 7- lub 8-cztonowy) podstawni-
kéw przytaczonych do wspdlnego szkieletu P-C—P (Schemat ).
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Czes$¢ doswiadczalna

Materiaty. Zwiazki | —3 (Schemat |) otrzymano zgodnie z wcze-
$niej opisanymi procedurami [15]. Roztwory podstawowe metali(ll)
do analizy potencjometrycznej sporzadzono z koncentratéw MCI,
Titrisol (Merck). Doktadne stezenia jonu metalu sprawdzono za po-
moca miareczkowania kompleksometrycznego etylenodiaminote-
traoctanem (EDTA). Wolny od weglanéw roztwér wodorotlenku
potasu (titrant) sporzadzono z KOH a jego miano nastawiono na roz-
twoér wzorcowy wodoroftalanu potasowego. Roztwér HCI zakupio-
no w firmie Merck w postaci koncentratu Titrisol do sporzadzania
roztworéw podstawowych. Doktadne stezenia roztwordw podsta-
wowych koncentratu Titrisol i roztworéw podstawowych ligandéw
wyznaczono metoda Grana [16]. Wszystkie roztwory sporzadzono
uzywajac wode podwadjnie destylowana.

Jako zrédto jondw metali w badaniach NMR i ESI-MS zastosowano
azotany Zn(ll), Mg(ll) i Ca(ll) (Aldrich). Wszystkie odczynniki i rozpusz-
czalniki uzywano bez dalszego oczyszczania.

Pomiary NMR

Widma 3'P NMR rejestrowano za pomoca spektrometru Bruker
DRX przy 121,50 MHz w temp. 300 K wobec 85% H,PO,. Przesunie-
cia chemiczne w kierunku wyzszych wartosci podane sg jako dodatnie.
Prébki do badari NMR sporzadzono w wodzie deuterowanej o steze-
niu metalu(ll) réwnym | x 102 M i stosunku molowym M(Il) do liganda
I:1 i 1:2. Pomiary wykonywano wytacznie na $wiezo przygotowanych
prébkach. pH mierzono za pomoca radiometru pHM83 z elektroda
Mettler Toledo INLAB 422 i wyniki podano jako odczyty z miernika
bez poprawki na pD.

Pomiary potencjometryczne

Miareczkowano potencjometrycznie probki o objetosci 3 cm?.
Stezenie ligandéw wynosito 2 x103 mol dm?3. Stosunek metalu
do liganda byt w zakresie od I:I do |:3 i dla kazdego badanego
uktadu stosowano trzy lub cztery rézne wartosci tego stosunku.
Probki miareczkowano w zakresie pH 2,5-11. Miareczkowanie
potencjometryczne wykonywano za pomoca automatycznego

systemu Titrando 809 (Metrohm) ze szklana elektroda zlozong
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Metrohm 6.0234.100 napetniong 3M KCI w wodzie. Pomiary wy-
konywano w atmosferze argonu w temp. 298 K przy statej mocy
jonowej (0,2 mol dm KCI).

State protonowania liganda i state trwatosci (logBpgr) kom-
plekséw metali obliczono za pomoca uniwersalnego programu
obliczeniowego SUPERQUAD [17]. Niepewnosci (wartosci 3SD)
statych trwafosci podano w Tablicy | w nawiasach. Ukiad elektrod
wzorcowano codziennie na stezenie jonéw wodorowych z uzy-
ciem roztworu HCI (0,02 mol dm3 w KCI) wobec wzorcowego
roztworu KOH (0,15 mol dm?). Stafa jonizacji wody (pK, ) wyzna-
czono na 13,74 =0,01. Wzorcowanie elektrody przeprowadzono
w uktadzie pH = -Ig[H*]. W obliczeniach uwzgledniono state trwa-
tosci uktadéw M?*—OH, ktérych wartosci wzieto z literatury [18].
W tekscie, w tablicy i na rysunkach pominieto tadunki komplekséw.
Nalezy zauwazy¢, ze ze wzgledu na silng zasadowos¢ grupy NH*,
wartosci pK(NH+
nia pehametrycznego i dlatego pominieto je w procesie oblicze-

, Nie mozna wyznaczy¢ za pomoca miareczkowa-

niowym. W zwiazku z tym w obliczeniach przyjeto, ze L* stanowi
w petni deprotonowang posta¢ liganda.

Pomiary ESI-MS

Badania ESI-MS uktadow M(Il)—-L (M —Mg, Ca) przeprowadzono
na spektrometrze Bruker MicrOTOF-Q (Bruker Daltonic, Brema,
Niemcy) wyposazonym w zrédto jonéw Apollo Il z lejkiem jono-
wym. Widma uzyskiwano zaréwno w trybie jonéw dodatnich jak
i ujemnych. Doswiadczenia wykonano dla roztworéw o stosunkach
molowych metalu do liganda I:1 oraz |:2. Wodne roztwory podsta-
wowe probek sporzadzono w stezeniach odpowiednich dla badan
NMR. pH nastawiono w zakresie ok. 4,5-11 dodajac odpowiednia
ilos¢ KOH lub NaOH (ukfady Ca(ll)). Zwykle pomiary wykonywa-
no na probkach 50:50 (v/v) MeOH/H,O. Jednak zmiennos$¢ sktadu
analitu do 5% MeOH nie zmieniato kompozycji kompleksu. Probki
wprowadzano do zrédfa ESI w tempie 3 ul/min. Przed kazdym po-
miarem aparat kalibrowano wzorcem zewnetrznym stosujac mie-
szaning TunemixTM (Bruker Daltonik, Niemcy) w trybie regresji
kwadratowej. Parametry przyrzadu byty nastepujace: zakres skano-
wania m/z 200-2000, potencjat ptyty koncowej -500 V, suchy azot
(4 I/min), temp. 473 K, napiecie kapilary 4500 V, energia jonéw 5 eV.
Analize danych przeprowadzono za pomocg oprogramowania Bru-
ker Daltonics Data Analysis v. 3.4.

Wyniki i ich oméwienie

Badane zwiazki 1 —3 (Schemat |) w postaci catkowicie sproto-
nowanej [H,L]* zawieraja pig¢ dysocjujacych protondéw. Pierwszy
etap deprotonacji w grupach fosfoniowych (PO,H,) zachodzi poza
mierzalnym zakresem pH (pH ~1). Nastepny etap deprotonacji
odpowiada odszczepieniu protonu od kwasnej grupy fosfoniano-
wej (PO,H") przy wartosci PK(po3H‘) dla tego procesu réwnej 5,14
w przypadku I, 4,88 w przypadku 2 i 4,91 w przypadku 3. Uwol-
nienie protonu z bardziej zasadowej grupy (PO,H") daje wartosci
PK<P03H‘> réowne 8,18 dla I, 8,49 dla 2 i 8,44 dla 3. Ostatni proton
odszczepia sie od atomu azotu przy silnie alkalicznym pH. Grupa NH*
jest silnie zasadowa (pK(NH+) > | 3), przez co statej deprotonacji tego
procesu nie mozna wyznaczy¢ na drodze miareczkowania peha-
metrycznego. Zatem ogdlne zasadowosci tych ligandéw, okreslone
jako IgK., . + IngosH. (Tab. 1), sg bardzo podobne: odpowiednio
13,32, 13,37 i 13,35. Wysoka zasadowos¢ grupy NH* potwierdza-
ja badania NMR, co widaé na krzywych miareczkowania 3'P NMR
wzgledem pH przedstawionych na Rysunku |, wykazujacych mate
zmiany w przesunieciu chemicznym (Ad ~ 2-0,5 ppm) w calym
badanym zakresie pH.

Przyczyna tego moze by¢ wewnatrzczasteczkowe wiazanie wodo-
rowe N-H...O(fosfonian) utworzone miedzy protonowanym atomem
azotu (NH™") a atomem tlenu jednej z grup fosfonianowych [19].
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Rys. I. Krzywe miareczkowania *'P NMR zwiazkéw 1-3

Tablica |

Stale protonowania (Igp "), sumaryczne stale tworzenia
(wartosci IgB_ ) komplekséw utworzonych w uktadach

Mg'/Ca"-L, T=298 K, 1=0,2 mol - dm**

Zwiazek spqr IgB, zwiazkéw
Ligand (L) I 2 3
HL 011l 8,18(1) 8,49(2) 8,44(3)
H,L 012 13,32(2) 13,37(2) 13,35(4)
18Keo 1 8,18 8,49 8,44
18Kso 1 514 4,88 4,91
Uktad Mg(ll) - L
[Mg(H,L)] N 11,63(6) L,19(11) 11,49(4)
Mg(HL)] 110 6,29(6) 5,82(6) 5,32(3)
[Mg(HL)H_] (N -0,37(8)
[Mg(HLH] 11-2 -12,38(12) | -13,28(7)
[Mg(HL),] 120 9,43(13)
PKMHQU 5,34 5,37 6,17
IgKMHLI-2PKe -7,03 -7,55 -8,03
Uktad Ca(ll) - L
[Ca(H,L)] 1l 11,03(4) 11,492) 11,42(8)
[Ca(HL)] 110 5,05(4) 4,98(4) 4,73(6)
[Ca,(H,L),(HL)] 232 31,28(14)
[Ca(HLH ] Il -5,17(10)
[Ca(HLH,,] 11-2 -15,06(6) | -13,74(8)
[Ca(HL),] 120 7,80(9) 7,67(5) 7,52(5)
PKicay 5,98 651 6,69
18K 2,75 2,69 279
IgK[M(HL)]- EPKpo?H' 8,27 -8,39 -8,62

IState obliczone dla réwnowagi: pM+qHL + rH = MquHr+q'

W celu ustalenia stechiometrii komplekséw utworzonych
w roztworach Mg(ll) i Ca(ll) z badanymi ligandami przeprowadzo-
no badania ESI-MS. Tg metoda nie mozna okresli¢ liczby protonéw
zdolnych do jonizacji w zwiazku. Jednak wyznaczenie masy cza-
steczkowej, tadunku i rozktadu izotopowego stanowi skuteczne
narzedzie do ustalania stechiometrii komplekséw metali powsta-
jacych w roztworze. | faktycznie seria adduktow o takim samym
stosunku M(ll):ligand i zmiennej liczbie kationdw alkalicznych zdaje
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sie by¢ dobrym wskaznikiem rzetelnosci rozpoznania stechiome-
trycznego [20+23]. We wszystkich badanych uktadach widma zare-
jestrowane w trybie jonéw dodatnich zawieraja przewaznie piki od-
powiadajace kompleksom jednordzeniowym 1:1 M(Il):L. Ponadto
w przypadku 2 mniej intensywne piki mozna przypisa¢ kompleksom
o stosunku molowym metalu do liganda 1:2 i 2:3, ktére wystepuja
przewaznie jako addukty z K* (Na* w uktadach Ca(ll)). Komplek-
sy te wykrywane sg jako jony o podwdéjnym fadunku na widmach
uzyskiwanych zaréwno w trybie jonéw dodatnich jak i ujemnych.
Przyktady dos$wiadczalnych i obliczonych rozktadéw izotopowych
reprezentatywnego kompleksu Mg(ll) o stechiometrii metal-ligand

I, powszechnie wystepujacego we wszystkich rozpatrywanych
tu ukfadach, oraz kompleksu wielordzeniowego o kompozyc;ji
metal-ligand 2:3 wystepujacego w uktadach M(ll) (M=Ca, Mg)
z 2 przedstawiono na Rysunku 2.
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Rys. 2. Doswiadczalne i obliczone rozkiady izotopowe komplekséw
[Mg(HL)K,]* (a) i [Ca, (H,L,)Na,]** (b) z ligandem 2

Wzigwszy pod uwage powyzsze, state trwafosci kompleksow
w badanych ukfadach obliczono przy zatozeniu, ze stechiometrie naj-
istotniejszych pod wzgledem chemicznym komplekséw sa zgodne
z ustalonymi metoda ESI-MS. Obliczenia pehametryczne przeprowa-
dzono stosujac metode, w ktorej pomija sie odszczepienie protonu
od grupy NH* i traktuje postaé¢ liganda HL* jak L* w réwnowadze
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tworzenia pM+qHL+ rH = ML H , . Jest to dopuszczalne, gdy nie
da sig rzetelnie wyznaczy¢ wartosci pK ., + [24] i zostato to juz weze-
$niej zastosowane przez Autoréw przy szacowaniu statych trwafosci
kompleksow Mg(ll) i Ca(ll) tworzonych przez bisfosfoniany zawieraja-
ce fancuchy boczne piperydylowe, morfolinylowe i tiomorfolinylowe
[22, 25]. Stusznos$¢ takiego zatozenia potwierdzaja krzywe miareczko-
wania 3'P NMR odpowiednich uktadéw M(ll)-ligand, ktére wskazuija,
ze jony Mg(ll) i Ca(ll) nie sa w stanie w calym badanym zakresie pH
wyprze¢ protonu zwiazanego z azotem (NH™) (Rys. 3).
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Rys. 3. Krzywa miareczkowania *'P NMR reprezentatywnego ukfadu
Mg(ll)-2 o stosunku molowym I:1 w funkcji pH w odniesieniu
do liganda 2 niezwiazanego z metalem

Zweryfikowane state trwatosci komplekséw Mg(ll) i Ca(ll) z I, 2
i 3 zestawiono w Tablicy |. Schematy rozktadu wystepowania poszcze-
g6Inych postaci komplekséw dla uktadu Ca(ll)-2, obliczone z uzyciem
wartosci stafych trwatoséci z Tablicy |, przedstawiono na Rysunku 4.
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Rys. 4. Schematy rozktadu wystepowania poszczegélnych postaci
kompleksow dla uktadu Ca(ll)-2 w funkcji pH; stosunek molowy 1:2;
¢y, = 1 x 10 mol dem?®

Wedtug tych danych, kompleksy jednordzeniowe przewazaja
w przedziale wartosci pH do ok. 10. Kompleks dwurdzeniowy, [Ca,(H-
,L),(HL)], tworzy sie w uktadzie Ca(ll) tylko z ligandem 2. Kompleksy
hydrokso, [M(HL)OH], tworzone s3a w roztworach zasadowych ukta-
dow M(Il) 2 2i 3 (Tab. I). Wykrywane s3 réwniez kompleksy [M(HL),]
w ukfadach Ca(ll) z 1 -3 i w uktadzie Mg(ll) z 2, nie s3 to jednak nigdy
kompleksy przewazajace. Stosunki statych trwatosci kolejnych kom-
pleksow, Ig(K[M(HL)] [M(HL)ZI) wynoszace 2,21 dla uktadu Mg(ll)—2 oraz
odpowiednio 2,23, 2,29 i 1,94 dla ukfadow Ca(ll) z I, 2 i 3, $wiadcza
o tym, ze wigazanie drugiej czasteczki liganda nie jest preferowane.

Wartosci pKM H) dla odszczepienia protonu od [Mg(H,L)] réwne
534dla I, 537 dIa 2 i 6,17 dla 3 oraz od [Ca(H,L)] réwne 5,98 dla
I, 6,51 dla2i6,69 dla 3, s3 znaczaco mniejsze od wartosci bardziej
PO dla wolnych ligandéw. To wskazuje, ze w tych
procesach odszczeplenle protonu od grup fosfonianowych zachodzi
na atomie tlenu. Zatem we wszystkich zwiazkach 1-3 preferowana
jest koordynacja metalu poprzez atomy tlenu grup fosfonianowych.

zasadowych IgK
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Poréwnanie skorelowanych z zasadowoscia wartosci statych
trwatosci logK ., EpKPO o komplekséw Mg(ll) i Ca(ll) pokazuje,
ze kompleksy Ca(II) s3 0 okoto jedna jednostke logarytmiczng mniej
trwate od odpowiadajacych im kompleksow Mg(ll).

Poréwnanie skorelowanych z zasadowoscia wartosci stafych trwa-
tosci Mg(HL) z I, 2 i 3 (odpowiednio -7,03, -7,55 i -8,03) uwidacznia,
ze kompleks [Mg(HL)] I (pierscien szesciocztonowy) jest trwalszy od 2
(pierscien siedmiocztonowy) i 3 (pierscien o$miocztonowy), Mg(l) >
Mg(2) > Mg(3). Taka sama prawidiowos¢ (Ca(l) > Ca(2) > Ca(3)) ob-
serwuije si¢ w przypadku kompleksow [Ca(HL)] (Tab. I).

Whioski

Wyniki taczne badan NMR, potencjometrycznych i ESI-MS wykaza-
ty, ze w tworzeniu kompleksow Mg(ll) i Ca(ll) ze zwiazkami 1-3 pre-
ferowane jest powstawanie komplekséw protonowanych wiazanych
poprzez atom tlenu. Badane ligandy wykazuja silng tendencje do two-
rzenia komplekséw réwnomolowych. Znajduje to odzwierciedlenie
w wartosciach Ig(K,,, /K[M(HL) ) ktére wskazuja, Ze wigzanie drugiej
czasteczki liganda nie jest preferowane

Poréwnanie skorelowanych z zasadowoscia wartosci statych trwa-
tosci komplekséw Mg(ll) i Ca(ll) typu [M(HL)] pokazuje, ze komplek-
sy [Ca(HL)] sa o okofo jedna jednostke logarytmiczng mniej trwate
od odpowiadajacych im komplekséw [Mg(HL)]. W szeregu komplek-
s6w MHL zwiazkéw | —3 obserwuije sie spadek trwatosci (1 > 2 > 3)
ze wzrostem wielkosci pierscienia stanowiacego szkielet bisfosfonianu:
6-cztonowy (l) < 7-czionowy (2) < 8-cztonowy (3)).

Podziekowania
Autorzy pragna podzigkowa¢ prof. Pawtowi Kafarskiemu za udostgpnienie
probek badanych aminobisfosfonianéw.
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